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RESUMO

A pesquisa teve como objetivo avaliar a toxicidade in vivo da toxina NXHS8, uma a-neurotoxina
ndo convencional de Micrurus corallinus, e investigar sua interagdo com o receptor nicotinico
de acetilcolina (nAChR) de Tetronarce californica (anteriormente conhecida como Torpedo
californica). Para isso, foram realizados experimentos de letalidade para determinar a
toxicidade da NXHS8 e a eficacia de anticorpos anti-NXH8 na neutralizacdo da letalidade do
veneno de M. corallinus. Além disso, avaliou-se o efeito do Varespladib, um inibidor de
Fosfolipase A2 (PLA2), na sobrevida de camundongos expostos ao veneno de M. corallinus.
Andlises in silico foram conduzidas para compreender as intera¢cdes moleculares entre NXHS e
o nAChR de T. californica, comparando-as com as interagdes da a-bungarotoxina (a-BgTx),
uma neurotoxina de Bungarus multicinctus com alta afinidade pelo mesmo receptor. Os
resultados mostraram que a NXHS8 apresenta baixa toxicidade in vivo e que os anticorpos anti-
NXH8 nao foram eficazes na neutralizagdo do envenenamento por M. corallinus. Em
contrapartida, a administragcdo de Varespladib aumentou a sobrevida dos animais, sugerindo a
relevancia da atividade PLA2 para a acdo letal do veneno. As andlises in silico, incluindo
modelagem molecular, docking molecular e dindmicas moleculares, revelaram que a NXHS se
liga as mesmas interfaces do nAChR que a a-BgTx (ad e ay), mas apresenta interagdes menos
favoraveis devido a auséncia de residuos criticos necessarios para uma ligagao eficaz. Enquanto
a a-BgTx promove grandes altera¢des estruturais no nAChR, a NXH8 mantém a estrutura do
receptor praticamente inalterada, explicando sua menor toxicidade. Esses achados contribuem
para uma melhor compreensao dos mecanismos de agdo da NXHS e das diferencgas em relagao
a outras neurotoxinas, como a o-BgTx.

Palavras-chave: Micrurus corallinus, receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR), 3FTx, a-
bungarotoxina, NXHS, neurotoxinas, docking molecular, modelagem molecular, dindmica
molecular, Varespladib, Fosfolipase A2.



ABSTRACT

The study aimed to evaluate the in vivo toxicity of NXHS8, a non-conventional a-neurotoxin
from Micrurus corallinus, and investigate its interaction with the nicotinic acetylcholine
receptor (nAChR) from Tetronarce californica (formerly known as Torpedo californica). To
achieve this, lethality experiments were conducted to determine the toxicity of NXH8 and the
efficacy of anti-NXHS8 antibodies in neutralising the lethality of M. corallinus venom.
Additionally, the effect of Varespladib, a phospholipase A2 (PLA2) inhibitor, on the survival
of mice exposed to M. corallinus venom was assessed. In silico analyses were performed to
understand the molecular interactions between NXHS8 and the nAChR of T. californica,
comparing them with the interactions of a-bungarotoxin (a-BgTx), a neurotoxin from Bungarus
multicinctus with high affinity for the same receptor. The results showed that NXHS8 exhibits
low in vivo toxicity and that anti-NXHS8 antibodies were ineffective in neutralising M.
corallinus venom. Conversely, the administration of Varespladib significantly increased animal
survival, suggesting the critical role of PLA2 activity in the venom’s lethality. /n silico analyses,
including molecular modelling, molecular docking, and molecular dynamics, revealed that
NXHS binds to the same nAChR interfaces as a-BgTx (ad and ay) but displays less favourable
interactions due to the absence of critical residues required for effective binding. While a-BgTx
induces significant structural alterations in the nAChR, NXHS preserves the receptor’s structure
nearly unchanged, explaining its lower toxicity. These findings contribute to a better
understanding of NXHS8’s mechanisms of action and its differences compared to other
neurotoxins, such as a-BgTx.

Key-words: Micrurus corallinus, nicotinic acetylcholine receptor (nAChR), 3FTx, a-
bungarotoxin, NXHS8, neurotoxins, molecular docking, molecular modelling, molecular
dynamics, Varespladib, Phospholipase A2.
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1. INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas e Classificacio da Familia Elapidae

As cobras-corais (Ordem: Squamata; Subordem: Serpentes; Familia: Elapidae) sdo os
unicos elapideos em todo o continente americano. Dentro da familia Elapidae, o género
Micrurus destaca-se como o mais abundante e diverso, com distribui¢do geografica que se
estende desde a América do Norte até a América do Sul.

Embora no Brasil o termo “cobra” seja popularmente utilizado para designar qualquer
serpente, internacionalmente seu uso € mais especifico, sendo associado a espécies como a
cobra-rei (Ophiophagus hannah), a cobra-indiana (Naja naja), a cobra-egipcia (Naja haje), a
cobra-capelo (Naja kaouthia) e, naturalmente, as cobras-corais (Micrurus spp.), todos
representantes da familia Elapidae.

Classificadas na subfamilia Elapinae, as cobras-corais t€ém no género Micrurus sua
maior representatividade. Entre as espécies destacadas, encontra-se Micrurus corallinus, que,
por ser endémica do Brasil, ¢ conhecida como cobra-coral brasileira. As serpentes do género
Micrurus exibem padrdes de coloragdo aposemadtica caracteristicos, que funcionam como um
alerta visual sobre sua toxicidade. Além disso, M. corallinus apresenta denti¢do proteroglifa,

com dentes canaliculados adaptados para a inoculacao de peconha [1] (Figura 1).

Figura 1 - Fotografias de diversas espécies de cobras-corais do género Micrurus spp

Por William Quatman Flickr, CC BY SA 2.0, a Por Gsanjuan, CC BY-SA 4.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=48471931 https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=55850830

8 /. surinamensis |

Por Bernard DUPONT, CC BY-SA .0, Por JoelAmaya, CC BY-SA 4.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=40775143 https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=63883519

Fotografias de quatro diferentes espécies de cobras-corais do género Micrurus spp. Em cima: M. frontalis e M.
corallinus. Em baixo: M. surinamensis e M. ruatanus. Essas espécies exibem variagdes notaveis nos padrdes de
colorag@o e na disposicao das faixas anelares, caracteristicas fundamentais para sua identificagao.

1.2 Importancia Médica das Cobras Corais

Os acidentes ofidicos resultam da inoculacio de pegonha durante a picada de serpentes,
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podendo ocasionar quadros clinicos de gravidade varidvel, desde sintomas locais até
complicacdes sistémicas graves. Mundialmente, estima-se que 5,4 milhdes de pessoas sejam
afetadas anualmente, com 1,8 a 2,7 milhdes de casos de envenenamento ¢ entre 81.410 e
137.880 obitos [2]. No Brasil, as serpentes de importdncia médica pertencem as familias
Viperidae e Elapidae, com 35 e 38 espécies descritas, respectivamente. Dentre os elapideos, as
cobras-corais verdadeiras (Micrurus spp.) sdo conhecidas por seu veneno neurotdxico e seu

impacto na satde publica [3].

1.2.1 Epidemiologia dos Acidentes Ofidicos

Em 2022, o Brasil notificou 29.543 acidentes ofidicos, dos quais apenas 1,15% foram
atribuidos a serpentes da familia Elapidae. Apesar da baixa frequéncia, os acidentes elapidicos
demandam ateng¢do devido a elevada toxicidade de seu veneno. A taxa de letalidade geral dos
acidentes ofidicos no Brasil foi de 0,32%, com predominancia de 6bitos causados por serpentes
da familia Viperidae. Nao houve registro de obitos decorrentes de acidentes com cobras-corais

verdadeiras em 2022 [3].

1.2.2 Envenenamento por Micrurus spp. no Brasil

No Brasil, as espécies M. corallinus e M. frontalis sdo as principais responsaveis pelos
casos de envenenamento por cobras-corais. A pegonha de M. frontalis ¢ predominantemente
composta por a-neurotoxinas que atuam sobre os receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChR) pés-sindpticos localizados na jun¢ao neuromuscular, provocando paralisia muscular.
Devido a sua ag@o antagonista, o uso de anticolinesterasicos ¢ frequentemente empregado como
medida terapéutica pois, ao inibirem a a¢do da enzima acetilcolinesterase (AChE) EC 3.1.1.7,
responsavel pela hidrolise de acetilcolina (ACh) em acetato e colina, estes farmacos elevam a
concentragdo de ACh na fenda sinaptica, dificultando por competicdo a ligagao das toxinas ao
receptor [4, 5].

Em relagdo a pegonha de M. corallinus, além de conter a-neurotoxinas semelhantes as
de M. frontalis, o envenenamento caracteriza-se por apresentar um bloqueio tanto pré-sinaptico
quanto pos-sinaptico. Esse efeito combinado ocorre devido a presenga de B-neurotoxinas, que,
diferentemente das a-neurotoxinas, inibem a liberacdo de ACh pelos terminais pré-sinapticos.
Nessas condigdes, a auséncia de ACh na fenda sindptica torna o uso de anticolinesterasicos
ineficaz [4, 5].

Devido ao comportamento fossorial das cobras-corais, sua menor agressividade e a
ocorréncia de “picadas secas”, onde ha pouca ou nenhuma inoculacio de pegonha, os acidentes

elapidicos sdo bem menos frequentes do que os acidentes botropicos e crotalicos. Ainda assim,
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quando hé inoculacdo, a acdo das neurotoxinas presentes no veneno causam efeitos sistémicos
como fraqueza muscular, oftalmoplegia, diplopia e ptose palpebral (Figura 2), podendo evoluir

para quadros graves de insuficiéncia respiratoria, potencialmente fatais.

Figura 2 - Sintomas sistémicos apds picada por Micrurus corallinus

Imagens de (A) M. lemniscatus e do paciente apresentando (B) ptose palpebral bilateral e (C) uma pequena marca
de pun¢do na parte interna da coxa direita (seta preta) causada pela picada da cobra. O paciente apresentou
recuperagao completa da ptose 10 dias apos o tratamento com neostigmina (D) (MACK; REYES; RAMCHARAN;
GIDDINGS, 2021). Licenga de uso cedida por BMJ PUBLISHING GROUP LTD. (ANEXO I).

A conscientizagdo sobre prevenc¢do, reconhecimento de acidentes e acesso rapido ao
tratamento sdo fundamentais para minimizar os impactos desse tipo de envenenamento. A
administracdo precoce de soro antielapidico (SAE) ¢ essencial para reverter os efeitos do

envenenamento e evitar complicacgdes fatais.

1.2.2.1 Relato de caso

Dado o papel das a e B-neurotoxinas nos envenenamentos por serpentes do género
Micrurus spp., a compreensdo das agdes dessas toxinas ¢ essencial para o manejo clinico, sendo
a identificagdo correta da espécie fundamental, especialmente em criangas. Como ja descrito, a
peconha de M. corallinus contém B-neurotoxinas que bloqueiam a liberagdo de ACh pelos
terminais pré-sinapticos, dificultando a eficécia terap€utica de anticolinesterasicos.

Em um relato recente, realizado pelo Centro de Informagdes Toxicoldgicas de Santa
Catarina, destacou um caso de envenenamento por M. corallinus envolvendo uma crianga de 1
ano de idade [6]. O paciente apresentou vomitos e dificuldade respiratéria cerca de uma hora
apos o acidente, evoluindo rapidamente para depressao do nivel de consciéncia, necessitando
de intubag¢do por trés dias devido a insuficiéncia respiratdria, além de desenvolver pneumonia
aspirativa. A alta hospitalar ocorreu nove dias ap6s o acidente.

A transferéncia para o hospital de referéncia foi realizada trés horas apos a intubagao na
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Unidade de Pronto Atendimento (UPA). Estima-se que o intervalo entre o acidente e a
administracdo de SAE tenha sido de aproximadamente seis horas, periodo suficiente para que
as B-neurotoxinas fossem endocitadas pelos terminais pré-sinapticos. Uma vez internalizadas,
essas toxinas tornam-se inacessiveis aos anticorpos do SAE, o que pode ter contribuido para as
complicacdes clinicas observadas, como a necessidade de ventilagdo mecanica prolongada.
Ainda assim, a identificacdo da serpente, que se encontrava morta junto ao gato da familia,

como M. corallinus, foi basilar para orientar as condutas terapéuticas descritas no caso.

1.2.2.2 O estudo de toxinas de cobras-corais.

As serpentes da familia Viperidae produzem grandes volumes de veneno e podem ser
mantidas em cativeiro com relativa facilidade. Essas caracteristicas favorecem tanto a extra¢ao
de veneno para pesquisas cientificas quanto para a produ¢do de soros antiofidicos.

Por outro lado, as cobras-corais apresentam desafios significativos para estudos
cientificos e produgdo de soros devido a algumas peculiaridades: essas serpentes produzem
quantidades significativamente menores de veneno e possuem comportamento fossorial, além
de uma dieta predominantemente ofiéfaga, composta por outras serpentes, lagartos e cecilias.
Essas caracteristicas dificultam a captura, manejo e manutenc¢do em cativeiro [7], fazendo com
que quase a totalidade do veneno extraido seja destinado a produgdo de soro antielapidico,
restando quantidades insuficientes (quando disponiveis) para pesquisas cientificas.

A consequéncia dessas dificuldades ¢ refletida grande disparidade no niimero de estudos
relacionados a cobras-corais em comparagdo aos realizados com outras serpentes da familia
Elapidae, como as espécies do género Naja spp. € Notechis spp.; uma simples pesquisa na base
de dados PubMed, realizada em novembro de 2024, retornou apenas 416 estudos para o termo
“Micrurus”, enquanto que o uso dos termos “Naja” (elapideos amplamente distribuidos em
regides da Africa e da Asia) e “Notechis” (elapideo nativo da Australia) retornaram 2.909 e
2.605 estudos, respectivamente.

Esses numeros refletem ndo apenas as dificuldades praticas associadas ao manejo e a
extracdo de veneno de Micrurus spp., mas também a maior relevancia de outros géneros de
elapideos para fins praticos, como o desenvolvimento de soros e pesquisas biomédicas

aplicadas.

1.3 O veneno de Micrurus corallinus
Com base no estudo transcriptomico de Micrurus corallinus [8], duas classes de toxinas
se destacam entre as diversas identificadas: as toxinas de trés dedos (3FTx — Three Finger

Toxins) e as fosfolipases A2 (PLA2). Ambas desempenham papéis fundamentais no mecanismo
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de envenenamento e serdo descritas em detalhes a seguir.

1.3.1 Fosfolipases A

As PLA; estdo amplamente presentes nos venenos de serpentes e desempenham fungdes
criticas no envenenamento, sendo divididas em dois subtipos principais: tipo I, predominante
nos elapideos, e tipo II, mais frequente nos viperideos. Dentro dos elapideos, essas enzimas se
subdividem em variantes Ia e Ib, sendo a forma Ia a mais comum.

Estruturalmente, as PLA> possuem estrutura primaria com cerca de 120 residuos de
aminoacidos e entre seis e sete ligagdes dissulfeto que contribuem para sua estabilidade e
funcionalidade. Sua estrutura secundaria ¢ caracterizada predominantemente por a-hélices, com

algumas regides de folhas beta (Figura 3).

Figura 3 - Estrutura da fosfolipase A2 de Micrurus corallinus

Representacao estereoscopica da estrutura tridimensional da fosfolipase A2 (PLA2) de M. corallinus.
As o-hélices estdo representadas em azul; as folhas B em vermelho, e a superficie molecular ¢ exibida
em rosa translucido.

Funcionalmente, as PLA> exibem uma ampla gama de atividades toxicas, dentre as quais
se encontra a agdo como fB-neurotoxinas, bloqueando a liberacdo de acetilcolina nas juncdes
neuromusculares e causando paralisia muscular [9]. Além disso, essas enzimas podem causar
miotoxicidade grave, despolarizando membranas celulares e promovendo necrose e inflamagao
muscular. Também contribuem para disfungdes na coagulagdo sanguinea, provocando
hemorragias locais e sistémicas, o que amplia sua relevancia clinica em envenenamentos graves
[10, 11].

A versatilidade funcional das PLA> as posiciona como componentes patogénicos de

destaque nos venenos de serpentes, contribuindo significativamente para a letalidade dos
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envenenamentos [1, 4, 5, 12].

1.3.2 As toxinas de trés dedos (3FTx)

As 3FTx constituem uma das classes mais intrigantes e estudadas de proteinas presentes
nos venenos de serpentes, especialmente as da familia Elapidae, como cobras e mambas. Essas
toxinas ganharam aten¢do especial devido a sua ampla gama de atividades bioldgicas, alta
especificidade de ligagdo a alvos celulares e potencial para aplicagdes biomédicas.

Apresentando uma estrutura de trés al¢as que se projetam a partir de uma regido central
estabilizada por ligagdes dissulfeto, assemelhando-se a “dedos” (caracteristica que deu origem
ao nome), as 3FTx sdo pequenos polipeptideos, contendo de 60 a 80 residuos de aminodacidos,
estabilizados por ligacdes dissulfeto que conferem uma arquitetura tridimensional robusta e
conservada. Possuem um nucleo hidrofobico do qual partem trés algas beta, formando uma
estrutura semelhante a uma mao com trés dedos. Apesar de sua simplicidade estrutural aparente,
a sequéncia de aminodcidos e as modificagdes pos-traducionais conferem a essas toxinas uma

ampla diversidade funcional [13] (Figura 4).

Figura 4 - Exemplos de toxinas de trés dedos de serpentes

Exemplos de 3FTx de venenos de serpentes. A. Erabutoxina b, de Laticauda semifasciata (PDB: 1ERA); B. a-
Bungarotoxina, de Bungarus multicinctus (PDB: 1KFH); C. Toxina ndo convencional (WTX) de Naja kaouthia
(PDB: 2MJ0).

As 3FTx podem ser classificadas em subtipos com base em sua estrutura e nimero de
ligagdes dissulfeto: i. cadeia curta: compostas por quatro ligagdes dissulfeto e menos de 66
aminoacidos; ii. cadeia longa: possuem uma liga¢do dissulfeto adicional na segunda alca,
estendendo-se a pelo menos 66 aminodcidos. iii. ndo convencionais: incluem uma liga¢ao

dissulfeto extra na primeira alca.

1.3.2.1 Mecanismos de a¢ao
A versatilidade funcional das 3FTx ¢ observada em sua capacidade de interagir com
multiplos alvos moleculares. Esses alvos incluem receptores de membrana, canais i0nicos e

enzimas, resultando em uma ampla variedade de efeitos toxicos e farmacoldgicos, conforme
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descrito a seguir.

1.3.2.2 Ac¢do antagonista sobre nAChR.

As a-neurotoxinas sdo talvez o grupo mais bem estudado de 3FTx. Elas se ligam com
alta afinidade e especificidade aos nAChRs na jun¢do neuromuscular, inibindo a a¢do da ACh
e resultando em paralisia muscular, sendo esse efeito responsavel pela letalidade do veneno em
muitas espécies. Dentre as a-neurotoxinas mais conhecidas, podemos citar a a-bungarotoxina

(Bungarus multicinctus) [14] e a a-cobratoxina (Naja kaouthia) [15].

1.3.2.3 Atuacdo nos Receptores Muscarinicos de Acetilcolina (mAChRs).

Toxinas como a muscarinica MT7 [16, 17], isolada do veneno de Dendroaspis
angusticeps (mamba-verde-oriental), atuam como antagonistas altamente seletivos dos
receptores muscarinicos do subtipo M1. Essa toxina interage com um sitio alostérico do
receptor, modulando a afinidade de ligantes no sitio ortostérico e formando complexos ternarios
que influenciam a dindmica de ligagdo e dissociacdo de outros ligantes, como a N-metil
escopolamina (NMS). Estudos demonstraram que a MT7 reduz significativamente a taxa de
dissociacdo do NMS, evidenciando sua capacidade de estabilizar a ligacdo ao receptor
muscarinico M1.

A especificidade estrutural da MT7 ¢ atribuida principalmente aos residuos localizados
no loop II, como Arg*, Met>> e Tyr*%, que desempenham um papel crucial na interagio
alostérica com o receptor. Essas interagdes foram confirmadas por mutagdes nos residuos
criticos, indicando que tais posi¢des sdo essenciais para a alta afinidade e seletividade da toxina.
A configuragdo estrutural da MT7, caracteristica das toxinas de trés dedos (3FTx), fornece a
base para sua estabilidade e eficacia na modulagdo de receptores muscarinicos, destacando-a

como uma ferramenta valiosa para o estudo da farmacologia desses receptores [16, 17].

1.3.2.4 Inibig¢do da Acetilcolinesterase
Algumas toxinas, como as fasciculinas, inibem a AChE, uma enzima que degrada a
acetilcolina na fenda sindptica. Isso leva a acumulagao de acetilcolina e a estimulacdo excessiva

dos musculos, causando espasmos e fasciculagdes.

1.3.2.5 Modulacao de Canais [6nicos

Canais de célcio tipo L: toxinas como a calciseptina [18] bloqueiam esses canais,

resultando na inibi¢ao da contracdo muscular.

Canais i6nicos sensiveis ao dcido: mambalginas, encontradas no veneno de mambas,

interagem com esses canais, causando analgesia sem efeitos colaterais significativos [19].
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1.3.2.2 Efeitos Hemorragicos e Citotoxicos
Além de atuarem no sistema nervoso, algumas 3FTx tém efeitos diretos sobre células
epiteliais e musculares. A cardiotoxina III da Naja atra, por exemplo, promove a formagao de

poros nas membranas celulares, levando a lise celular [20].

1.3.2.7 NXHS, uma 3FTx com ag¢do pds-sinaptica sobre nAChR.

Identificada e isolada do veneno de M. corallinus, a NXH8 é uma toxina de trés dedos
(3FTx) particularmente interessante. Sua estrutura se assemelha as das toxinas ndo
convencionais [21, 22], apresentando uma estrutura primaria com 10 residuos de cisteina e uma
quinta ligacdo dissulfeto a primeira alga [8, 12, 22] (Figura 5).

Posteriormente, observou-se que NXH8 foi capaz de se ligar aos nAChRs pos-
sinapticos presentes em preparagdes ex vivo de nervo frénico-diafragma de camundongos. Essa
interagdo, entretanto, mostrou-se consideravelmente fraca, visto que a reversdo do bloqueio

pdde ser facilmente atingida com uma simples lavagem com solugdo salina [23].

Figura 5 - Estrutura da toxina NXHS8 de Micrurus corallinus

Representagdo estereoscopica da estrutura da NXH8 mostrando sua superficie molecular, bem como as suas
estruturas secundarias.

A partir destas informagdes, o presente trabalho tem como objetivo avaliar, por meio de
experimentos in vivo, a toxicidade da NXHS8 e a capacidade de anticorpos gerados contra essa
proteina em neutralizar a letalidade do veneno de Micrurus corallinus.

Juntamente aos estudos in vivo, serdo realizadas analises in silico utilizando ferramentas

avancadas, como o AlphaFold2 e técnicas de docking molecular, para investigar as possiveis
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interagdes da NXH8 com os nAChRs. Essas andlises serdo comparadas a estrutura da o-
bungarotoxina (a-BgTx), cuja acdo pos-sinaptica ¢ amplamente descrita na literatura cientifica.

Através dessas abordagens, espera-se alcangar uma compreensdo mais profunda sobre
o mecanismo de agdo da NXHS8 nos nAChRs e sua relevancia para a letalidade do veneno de
M. corallinus, contribuindo para o desenvolvimento de intervengdes terapéuticas mais eficazes

no tratamento de envenenamentos causados por serpentes da familia Elapidae.
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2.1 Objetivos gerais
o Investigar a toxicidade in vivo da toxina NXH8 em grupos de camundongos

Balb/c fémeas;

° Investigar, in silico, as interacdes moleculares de NXH8 com o nAChR de
Torpedo californica, visando a compreensao dos mecanismos moleculares que influenciam

em sua toxicidade;

J Comparar as interagdes de NXH8 com o nAChR com aquelas observadas com

a-bungarotoxina, cuja alta afinidade sobre estes receptores ja estd bem descrita.

2.2 Objetivos especificos

o Determinar a estrutura molecular de NXHS8 através de AlphaFold2;

J Realizar o docking molecular in silico da NXHS8 com receptores nAChR de
torpedo;

o Comparar as interagdes da NXH8 com nAChR as interagdes da a-BgTx;

o Correlacionar os resultados obtidos in vivo e ex vivo com os resultados in silico;

identificando possiveis fatores estruturais na NXHS8 que contribuem para a toxicidade em

comparagdo a a-BgTx.
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3.1 Sintese Quimica de NXHS8

A forma ativa de NXHS foi obtida por meio da sintese quimica, conforme descrito anteriormente
[23]. Resumidamente, a sequéncia madura de NXHS foi sintetizada em uma escala de 50 mmol
utilizando a metodologia fluorenilmetil carbonila (Fmoc) em um sintetizador Prelude (Gyros
Protein Technologies, Tucson, AZ, EUA), com resina ChemMatrix funcionalizada com o
aminodcido protegido adequado. As protecdes de cadeia lateral dos aminoacidos Fmoc
utilizados incluiram éster t-butilico (Glu, Asp), éter t-butilico (Ser, Thr, Tyr), tritil (Cys, His,
Asn, Gln), 2,2,5,7,8-pentametil-cromano-6-sulfonil (Arg) e t-butiloxicarbonil (Trp).

O acoplamento dos aminodcidos foi realizado em ciclos de 5 minutos, com uma mistura
de Fmoc-aminoacido, HCTU e N-metilmorfolina (NMM) em N-metilpirrolidona (NMP),
seguido pela cobertura da resina. A remog¢ao da protecdo Fmoc foi conduzida utilizando uma
solugdo de piperidina a 20% em NMP. Apds a clivagem da resina e desprotecdo das cadeias
laterais com uma solu¢ao de TFA, H-0 e TIS (90:5:5), os peptideos foram precipitados em
etanol frio, liofilizados em 4cido acético a 10% e purificados por HPLC semipreparativa em
uma coluna Vydac C18, com um gradiente de 40-60% de acetonitrila e 0,1% de TFA ao longo
de 40 minutos.

Os peptideos foram submetidos ao processo de enovelamento em uma solugdo de Tris-
HCI 100 mM (pH 8,0), contendo 1 mM de EDTA, 1 mM de GSH-GSSG e 20% de glicerol,
com uma concentra¢do de peptideo de 0,05 mg/mL. Apds incubacdo por 24-36 horas a 4°C, o
pH foi ajustado para 3 com TFA a 30%, e os peptideos enovelados foram purificados novamente
por HPLC. A caracterizagdo final da estrutura e pureza foi realizada por espectrometria de
massa ESI-MS em um Bruker Esquire HCT 3000 plus. Para evitar adsor¢do de proteinas, o
enovelamento foi conduzido em tubos Microsorb de 10 mL (Nunc, Thermo Fisher Scientific).

Para maior clareza, a toxina sintética sera identificada por SNXHS.

3.2 Letalidade de SNXHS8 in vivo

Camundongos Balb/c, fémeas, com peso de aproximadamente 20g foram divididos em 3
grupos de 5 animais, cada. Grupo controle: recebeu 3 DLso de veneno de Micrurus corallinus
[24]. Grupo 20 pg: recebeu 20ug de NXHS sintética; Grupo 40 pg: recebeu 40 pg de NXHS
sintética. A sobrevida dos animais foi monitorada por 48 horas. Ao final do experimento, os

animais foram eutanasiados.

3.2.1 Ensaio de sobrevivéncia

25 camundongos Balb/c, fémeas, com peso aproximado de 20 g, foram divididos em cinco
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grupos de 5 animais, os quais foram inoculados com 3 DLs¢ de veneno de Micrurus corallinus
[24] diluido em solugdo salina estéril, na presenca de soro antielapidico (Instituto Butantan), na
presenca de anticorpos anti-sNXHS ou ainda na presenca de um inibidor de PLA>, Varespladib

[25-29] (Tabela 1).

Tabela 1 - Grupos de camundongos utilizados em ensaios de sobrevivéncia

Volume inoculado e via de

Grupo Material inoculado . ~
inoculagdo

Grupo 1 Veneno de M. corallinus pré-incubado (30 min, 37°C), com solugdo salina. 50 pL - Intramuscular

Veneno de M. corallinus pré-incubado (30 min, 37°C), com soro antielapidico

Grupo 2 (Instituto Butantan). 50 pL - Intramuscular
Grupo 3 VenenoNde M. corallinus pré-incubado (30 min, 37°C), com anticorpos anti-NXH8 — 50 L. - Intramuscular
propor¢ao 1:1 (v/v).
G 4 Veneno de M. corallinus pré-incubado (30 min, 37°C), com solugdo salina. S0 pL - Intramuscular
Tupo
Varespladib (VPL) — 0,5 mg-Kg™'. 100 pL - Intraperitoneal
Veneno de M. corallinus pré-incubado (30 min, 37°C), com anticorpos anti-NXHS8 — 50 pL - Intramuscular
Grupo 5 proporgdo 1:1 (v/v).
Varespladib (VPL) — 0,5 mg-Kg™'. 100 pL - Intraperitoneal

3.3 Analises estruturais
3.3.1 Modelagem molecular

Para prever a estrutura 3D da NXHS, foi utilizado o AlphaFold2 (Google DeepMind),
uma ferramenta de predicdo da estrutura de proteinas, tendo como base as sequéncias de
aminoacidos [30].

Para a modelagem da toxina NXHS, utilizou-se a sequéncia isolada do peptideo maduro
da toxina NXHS8 (UniProt: P58370); enquanto para a modelagem da estrutura de NXH8 em
complexo com o receptor nAChR, juntamente com a sequéncia isolada do peptideo maduro da
toxina NXHS, foram também adicionadas as sequéncias das subunidades a,Byo de nAChR de
Torpedo californica (subunidade o: UniProt P02710, subunidade B: UniProt P02712,
subunidade y: UniProt P02714, subunidade 6: UniProt P02718).

Para cada estrutura, foram gerados cinco modelos conformacionais ranqueados com
base na qualidade estrutural. As estruturas preditas foram validadas por meio de diversas
métricas de qualidade: RMSD, utilizado para quantificar a diferenga entre as estruturas preditas
e as estruturas ja determinadas de proteinas homologas, Z-score (ProSA) avaliou a qualidade

global do modelo em comparacdo com estruturas experimentais, LDDT forneceu uma medida
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da precisdo da modelagem em relagdo as proteinas homologas. Por sua vez, o diagrama de
Ramachandran foi empregado para verificar os angulos de tor¢ao das cadeias polipeptidicas,
garantindo a integridade conformacional do modelo [31, 32]. Os modelos com os escores de
confian¢a mais altos (pLDDT entre 70 e 90; ipTM entre 0,6 e 0,8) foram selecionados para as

analises subsequentes.

3.3.1.1 nAChR de Torpedo californica (Tetronarce californica)

A Tetronarce californica, anteriormente conhecida como Torpedo californica, ¢ uma
arraia costeira. Ela utiliza os dois 6rgdos elétricos localizados nas laterais da cabega tanto para
cagar quanto para se defender. Taxonomicamente, pertence a ordem Torpediniformes, a familia
Torpedinidae e ao género Tetronarce, descrito por Gill em 1862 e registrado oficialmente no
ZooBank com o identificador LSID: urn:lsid:zoobank.org:act:1C4C2702-322D-46A7-BE48-
9E7C1891CCD?9 [33]. Para a espécie em questdo, o basidnimo é Torpedo californica Ayres,
1855, enquanto o nome candnico atual € Tetronarce californica [34]. A espécie foi descrita
originalmente por Ayres em 1855 e, posteriormente, transferida para o género Tetronarce por
Gill, devido aos avancos no entendimento taxondmico. O nome do género, Tetronarce, deriva
do grego e faz referéncia as caracteristicas elétricas da espécie, enquanto, californica, denota o
estado da California, onde o animal foi descoberto pela primeira vez [35, 36].

O nAChR de T. californica é composto por cinco subunidades, sendo elas a2y9d, esse
receptor € um sitio de ligacdo, ¢ amplamente utilizado em estudos de predi¢do de proteinas
devido a sua estrutura tridimensional bem caracterizada, que serve como modelo para proteinas
de membrana e canais idnicos ativados por ligantes. Este receptor oferece dados experimentais
de alta qualidade para validar algoritmos de predi¢do, como os baseados em modelagem por
homologia. Além disso, sua interagdo bem documentada com ligantes, como a a-bungarotoxina,

facilita a analise da dindmica molecular [37].

3.3.2 Atracamento molecular (docking)

Apos a predicao das estruturas de NXH8 em complexo com o receptor nAChR de T.
californica, realizou-se um docking com as estruturas de melhor qualidade. Para isso, os
arquivos PDB das proteinas de interesse, gerados previamente pelo AlphaFold2, foram
submetidos ao servidor HADDOCK (High Ambiguity Driven DOCKing), versdo 2.4 (VAN
ZUNDERT et al., 2016). Este servidor utiliza informagdes de restricdes ambiguas e nao
ambiguas para realizar acoplamentos moleculares detalhados.

Os residuos envolvidos nas interfaces ay e ad foram identificados com base na anélise

prévia dos resultados obtidos pelo AlphaFold, especificamente considerando os residuos em
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potencial contato direto no complexo predito.

A tabela 2 apresenta os residuos ativos e passivos identificados nas interfaces ad e ay,
separados por cadeia. Os residuos ativos foram determinados manualmente a partir das analises
de contato com as estruturas obtidas pelo AlphaFold, enquanto os passivos foram identificados
automaticamente pelo HADDOCK, com base em critérios estruturais, como a proximidade
espacial aos residuos ativos. Os residuos passivos representam regides adjacentes ou proximas
aos residuos ativos, com potencial para participar de interagdes intermoleculares. Essa
abordagem automatizada permite que o software inclua areas adicionais que possam contribuir
para a estabilidade e especificidade das intera¢des durante o processo de atracacdo molecular,
garantindo uma analise mais abrangente e objetiva das interfaces de interac¢do, reduzindo o viés

introduzido pelo operador.

Tabela 2. Residuos Ativos e Passivos Identificados nas Interfaces ao e ay

Interface  Cadeia Residuos Ativos Residuos Passivos
D89 L90 N94  A96
D93 W149 wWis7 yige Y127 EL29 K145 G153
a Y190 T191 (193 Y1i9g 137 5159 K185 H186
V188 (€192 P194 D195
T196 P197 L199
ad
D59 I79 Y106 N109
738 wWs7  L111 Dpige R113 Y117 Til9 Li21
h) P181 E182 FE186 1178 1179 A183 F184
T185 G188 E189 E191
K224
D89 L90 N94  A96
E129 K145 G153 S157
o g2;3 vigg W187 Y190 ¢159 K185 H186 V188
Y189 T191 (€192 P194
D195 T196 P197 L199
oy
K34 T36 Y104 N107
L1609 Y117 E163 W170
Y gigs tiég H172 D174 11173 E176 D177 F178
T179 G182 E183 T185
R189 K218

O procedimento foi configurado com 500 passos no primeiro estagio de resfriamento e
1000 passos nos estagios subsequentes. O método de agrupamento aplicado foi o FCC, com
cutoff de 0,6, e 0o modelo dielétrico utilizado foi o rdie, com potencial eletrostatico ativado para
assegurar a precisdo. As analises energéticas consideraram interacdes de van der Waals,
repulsdo estérica, energia eletrostatica e energia de solvatagdo. Além disso, ligacdes de
hidrogénio e a integridade estrutural foram verificadas, enquanto a solvatizacdo inicial foi
realizada sem manutencdo de moléculas de agua.

Os modelos gerados foram agrupados em clusters com base nos valores de energia, € os

melhores modelos de cada cluster foram selecionados para andlise posterior. A validagdo
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considerou a estabilidade conformacional e a relevancia biologica dos complexos, assegurando
que as interagcdes observadas fossem consistentes com os dados obtidos previamente pelo

AlphaFold.

3.3.3 Dinamica Molecular com Amber

Para as analises de dindmica molecular das toxinas NXHS8 ou a-BgTx em contato com
o nAChR, as estruturas primdrias das cindo subunidades (a2Byd) nAChR de T. californica,
junto com a sequéncia (em duplicata) de NXHS8 ou a-BgTx, foram submetidas a simulagdes de
dindmica molecular através do framework disponibilizado no Google Colab, o qual utiliza os
protocolos descritos por Arantes ef al. [38] e que integram o toolkit OpenMM em notebooks
Jupyter.

Inicialmente, os sistemas foram preparados a partir das estruturas PDB, com a aplicacdo
do campo de forca AMBER {f14SB [39, 40] para descrever as interagdes biomoleculares. O
sistema foi imerso em uma caixa de dgua explicita com modelo TIP3P [41], e ions foram
adicionados para neutralizar a carga total. Apoés a minimizacdo de energia e o aquecimento
gradual até 300 K, a simulag¢do foi conduzida em um condigdes de pressdo e temperatura
constantes, permitindo a observacdo da dindmica molecular em condi¢cdes proximas as
fisioldgicas. Devido as limitagdes de tempo de execucdo do Colab, a simulagdo foi dividida em
50 segmentos (strides), com cada segmento cobrindo 2 ns de produg¢do. Ao final de cada stride,
arquivos de estado contendo posi¢des e velocidades dos 4tomos foram gerados, permitindo a
continuidade dos calculos até totalizar 100 ns de simulagao.

As andlises realizadas incluiram o calculo do RMSD (Root Mean Square Deviation),
para monitorar mudangas globais na conformag¢ao do complexo, e do RMSF (Root Mean Square
Fluctuation), para avaliar a flexibilidade local, identificando regides dindmicas e estaveis.
Componentes principais (PC1 e PC2) foram utilizados para entender os principais modos de
movimento do complexo ao longo da simulacdo, enquanto o raio de giro (Rg) forneceu
informagdes sobre a compactacgdo estrutural. Além disso, padrdes de correlacdo cruzada (CCj)
foram analisados para identificar interdependéncias dinamicas entre diferentes regides do
complexo, contribuindo para a compreensdo das interagdes cooperativas entre NXH8 e o
receptor.

As simulagdes também permitiram explorar as interagdes especificas entre NXHS e os
loops C das subunidades o do receptor, que desempenham um papel essencial no
reconhecimento e ligacdo da toxina. Comparagdes com dados de toxinas bem caracterizadas,

como a o-bungarotoxina, reforcaram a relevancia funcional de NXHS8 no bloqueio ou
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modulagdo do receptor nAChR, fornecendo subsidios para entender seu impacto em processos

neuromusculares.

3.3.4 Andlises estatistica

Para avaliar a diferenca estatistica entre os diferentes grupos experimentais nos ensaios
de sobrevivéncia, realizou-se o teste de Kruskal-Wallis. A analise foi feita através do software
R versdo 4.4.1 (The R Foundation for Statistical Computing Platform). Este teste nao
paramétrico foi escolhido devido ao pequeno tamanho amostral (n = 5, por grupo) e a sua
adequagdo para comparar medianas de dois ou mais grupos independentes, sem a necessidade

de suposi¢ao de distribuicdo normal (ANEXO IV).

3.3.5 Declaragdo de Etica

Os experimentos com animais descritos neste relatorio foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/UNINOVE, protocolo n.°
4463100419). Os experimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes éticas gerais para
uso de animais estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratério
(SBCAL) e legislacao brasileira (Lei Federal n.° 11.794, de 8 de outubro de 2008), em conjunto
com as diretrizes para experimentos com animais estabelecidas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e a Diretiva da UE 2010/63/UE para a

protecdo de animais usados para fins cientificos (ANEXO II).
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4. RESULTADOS

4.1 Letalidade in vivo de NXHS.

48 horas ap6s a administracdo, com excecao do grupo que recebeu o veneno de Micrurus
corallinus, todos os camundongos permaneceram vivos, ao fim do experimento, todos os
camundongos foram eutanasiados.

Se considerarmos que o veneno de Micrurus corallinus apresenta DLso de
aproximadamente 0,35 mg-Kg™!' [24], estes resultados sugerem que NXHS apresenta baixa
toxicidade, visto que nem mesmo a dose de 2,0 mg-Kg'!, equivalente a 6 vezes a DLso do
veneno total, apresentou letalidade aos grupos de animais.

Infelizmente, devido ao alto custo para se obter estas toxinas através de sintese quimica,
optamos pela ndo determinagdo dos valores exatos de DLso, visto que esse procedimento
consumiria quantidades importantes de material, o que inviabilizaria futuras caracterizagdes.

Em relacdo, especificamente, a toxina NXHS, esta baixa toxicidade ndo ¢ uma surpresa
se considerarmos que NXHS8 ¢ similar as neurotoxinas ndo convencionais, as quais sao
conhecidas por sua baixa toxicidade [21]. Ademais, como descrito anteriormente [23], a a¢do
bloqueadora de NXHS sobre a placa motora em preparagdes ex vivo de nervo frénico-diafragma,

pode ser facilmente revertida através de lavagem com solucao salina.

4.2 Ensaio de sobrevivéncia

Camundongos injetados com veneno pré-incubado com solucdo salina (G1) morreram
em 6,00 = 1,22 horas (média + DP). Em contrapartida, todos os camundongos injetados com
veneno pré-incubado com soro antielapidico do Instituto Butantan (G2) sobreviveram por mais
de 48 horas. Camundongos injetados com veneno pré-incubado com anticorpos anti-sNXHS8
(G3) nd3o conseguiram neutralizar a toxicidade do veneno, resultando em um tempo de
sobrevivéncia de 7,2 + 0,84 horas, sugerindo que outros componentes do veneno sao
responsaveis pela letalidade. Nao houve diferenca estatisticamente significativa na
sobrevivéncia entre G1 e G3 (p = 0,108).

A administracdo intramuscular de Varespladib (VPL) apds a administracio
intraperitoneal de veneno pré-incubado com solugdo salina (G4) aumentou significativamente
a sobrevivéncia para 10,2 £+ 0,45 horas (p < 0,05), indicando que a PLA> (possivelmente uma
B-neurotoxina pré-sinaptica) contribui para a letalidade. Estes resultados corroboram achados
jé& publicados por outros pesquisadores [25-29].

A administracdo intramuscular de VPL, ap6s a administrac¢do intraperitoneal de veneno
pré-incubado com anti-sNXHS8 (G5) aumentou ainda mais a sobrevivéncia para 11,0 £ 1,22

horas. No entanto, 0 aumento na sobrevivéncia entre G4 e¢ G5 ndo foi estatisticamente
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significativo (p = 0,207), sugerindo que o efeito adicional dos anticorpos anti-sNXH8 ndo ¢

significativo (Figura 6).

Figura 6 - Ensaio de sobrevivéncia e neutralizagdo por anti-sNXH8 e VLP
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Avaliagdo da capacidade de anticorpos anti-sNXH8 e VLP em neutralizar a toxicidade do veneno de M. corallinus.
Letras diferentes indicam haver diferenga estatistica entre os grupos (p < 0.05). Letras iguais indicam ndo haver
diferenga estatistica entre os grupos (p > 0.05).

4.3 Analises estruturais in silico.
4.3.1 Andlise comparativa das interagoes de a-BgTx e NXHS com o Receptor nAChR de T.
californica

A analise das interagdes entre as al¢as de a-BgTx e NXH8 com o receptor nAChR de T.
californica revela diferengas fundamentais que explicam a menor afinidade de NXHS8 em
relacdo a a-BgTx. Essas diferencas refletem o nimero, tipo e especificidade dos contatos

estabelecidos entre os residuos das toxinas e do receptor.

4.3.1.1 Interagdes na interface oy do nAChR

Na interface ay, a primeira alca de o-BgTx forma uma rede complexa e densa de
interagdes com residuos da cadeia o. Dentre os contatos, destacam-se aTrp'®’, que interage
diretamente com os residuos Thr®, Ala’, Thr® e Ser’ de a-BgTx, e aTyr!'*®, que forma multiplas
conexdes com Thr®, Thr®, Ser’, Pro!® e Tle!!. Esses residuos desempenham papéis centrais na
ligacdo, criando uma interface rica em interagdes aromaticas e hidrofobicas, essenciais para
uma estabilidade e alta afinidade. Em contraste, NXHS8 estabelece interagdes menos
diversificadas e com menor densidade, envolvendo oTrp'®” em ligagdo com Phe8, enquanto
aTyr!® interage apenas com Lys’. Essa limitagdo reflete a menor capacidade de NXH8 em
estabelecer uma rede de contatos complexa como a de a-BgTx (Tabela 3).

A segunda alca de a-BgTx também contribui significativamente para a interface ay. Ela
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interage com residuos como aTyr!'®®, aTyr!*® e oThr!®!, formando ligagdes com Val*°, Val*’,
Asp’?, Phe®? e Arg’® de a-BgTx. Essas interagdes incluem contatos aromaticos e hidrofobicos,
que aumentam a estabilidade e especificidade da ligagdo. Por outro lado, NXHS apresenta uma
rede de contatos menos diversificada. Os principais pontos de interagdo envolvem oTyr!%,
aCys'®? e aTyr'®, que se conectam a Arg*®, Thr*3 e Leu’’. A auséncia de residuos aromaticos
adicionais em NXHS limita a formag¢ao de interagdes n-r e hidrofobicas, reduzindo ainda mais

sua afinidade (Tabela 3).

Tabela 3 - Residuos envolvidos nas interagdes de a-BgTx e NXHS8 com a interface ay do

nAChR
nAChR a-BgTx NXH8 Finger #

a Trpl87 Thr6 Ala7 Thr8 Ser9 Phe8 I

« Tyr1go Thr06 Thr08 Ser09 Prol0 Ilell Lys9 I
Val39 Val4o0 Arg38 II

o Tyrl90 Asp30 Phe32 Arg36 Gly37 Lys38 Val39 Thr33 II

o Thrl9l Arg36 Gly37 Lys38 Leu37 II

a Cysl92 Arg36 Arg39 II

a Prol94 Ilell Thrl0 I

a Aspl95 Lys9 I

o Tyrl9s Arg36 Arg39 II

8 y Lys34 Ser34 His34 II
,}_!' Yy Thr36 Ala3l II
a',' y Trp55 Ala3l Phe32 II
E y Tyrll?7 Ser35 Arg35 II
;. y Leulld His34 II
S Yy Glulé3 Ser34 II
y Hisl72 Asp30 Ala3l Thr33 II

Y Aspl74 Asp30 II
Trp3l Asn32 II
AREOLES Tyr54 Pros52 III
y Glul76 RXP25 2::2: IIIII
y Phel78 Pro52 III
y Glulso Pro52 III

y Aspl94 Trp31 Thr33 II

As diferengas se tornam ainda mais evidentes na terceira alga. Na cadeia vy, a-BgTx
utiliza residuos aromaticos, como Trp>> e Tyr!'7, para formar interagdes estiveis e
complementares com residuos como Lys** e Thr® do receptor. Essas interagdes incluem forgas
n-n e hidrofobicas, essenciais para reforcar a estabilidade. Por outro lado, NXHS8 apresenta
interagdes menos especificas e dispersas. Os contatos principais envolvem residuos como Lys*,
Tyr!''7 e Leu!", que interagem com His**, Arg®> e Thr** de NXHS. A auséncia de uma rede
densa de interagdes aromaticas em NXH8 compromete a forga da ligacdo, resultando em uma

menor afinidade geral na interface ay (Tabela 3).
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4.3.1.2 Interagdes na interface oy do nAChR

Na interface ad, a-BgTx demonstra sua capacidade de formar redes de interacdes

amplas e altamente complementares, aproveitando residuos aromaticos, hidrofobicos e polares

tanto na cadeia o quanto na cadeia 6 do receptor (Tabela 4).

Tabela 4 - Residuos envolvidos nas interagdes de a-BgTx e NXHS8 com a interface ad do

nAChR
nAChR a-BgTx NXHS8 Finger #
a Trpl87 Thr6 Ala7 I
« Valiss bts -
I
« Tyr189 Thré Thr8 Ser9 Prol0 Phe8 Lys9 I
Val39 Val4o0 Arg38 II
a Tyrl90 Asp30 Arg36 Arg38 II
o ThrlSl Arg36 Lys38 Valdo0 Ile39 II
a Cysl92 Arg 36 Arg35 II
« Cys193 Arg35 II
a Prol94 Ser9 Glnl0 LysS Thrl0 I
o Aspl95 Lys9 I
o Tyrl9s Arg36 Arg35 II
@ O Thr3s Ala3l His34 II
g & Trp57 Phe32 II
t 5 Leulll Arg35 II
8 5 Thrlld Arg35 II
'E 5 Leul2l Phe32 His34 II
tg 5 Metl63 His34
5 Aspl65 Ser34 Leu37 II
5 Trpl76 Asn32 II
5 Ilel78 Asn32 Thr33 II
5 Ilel79 Trp3l Val54
5 Aspl80 Asp30 Arg38 II
gt ryess vaise
5 Glulg2 :;izi ARgaS IIIII
5 Phel84 Lys51 III
5 Thrl8S Lys51 III
5 Glul86 Lys51 IIT
8 Lysl95 Pro52 Gly53 III

Na cadeia o, destacam-se os residuos oTrp'®’, que estabelece multiplos contatos com

Thr®, Ala’, Thr® e Ser® de 0-BgTx, e aTyr'®, que interage com Thr®, Thr®, Ser’, Pro!® e Ile!!.

Além disso, aVal!®®

e aPro'** reforcam a rede de interagdes ao conectarem-se a Val*®, Ser’ e

GIn!®, Essas conexdes aromaticas e hidrofobicas criam uma interface altamente estavel e

complementar. Por outro lado, NXHS8 apresenta interacdes na cadeia o que sdo menos
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diversificadas e restritas. Por exemplo, aTyr!®® interage com Phe® e Lys’, enquanto aPro!”* e
aAsp!?® estabelecem contatos com Lys® e Thr!®, A auséncia de residuos aromaticos adicionais,
como os encontrados em a-BgTx, limita as interagdes m-n e hidrofobicas, comprometendo a
estabilidade geral da ligacdo.

Na cadeia o, a-BgTx mantém sua superioridade na densidade e diversidade de
interagdes. Residuos como Thr8, Trp®7 e Leu'?! interagem com Ala3!, Phe’? e outros residuos
de a-BgTx. A presenga de residuos aromaticos, como Trp>’ e Phe?2, e de residuos polares, como
Asp'® e Glu'®?, assegura uma rede de interagdes n-m, hidrofobicas e eletrostaticas altamente
estavel. Em contraste, NXH8 forma uma rede mais restrita com a cadeia 9, envolvendo contatos
limitados, como os entre His**, Asn*? e Trp3! de NXH8 com Thr8, Leu!?! e Trp!’® do receptor.
A auséncia de residuos aromdticos, como os equivalentes a Phe* de o-BgTx, reduz
significativamente as interacdes estabilizadoras.

As interagdes especificas da terceira alca na cadeia o reforcam ainda mais essas
diferengas. a-BgTx utiliza residuos como Tyr>* para formar interagdes especificas e altamente
estaveis com Pro'¥! e Glu!®?, criando uma interface robusta. Em contrapartida, NXH8 forma
interagdes mais dispersas, envolvendo residuos como Gly>?, Pro°? e Val>*, mas a predominancia

de residuos hidrofilicos limita a for¢a e a estabilidade dessas interagdes.

4.3.2 Dinamica Molecular

A andlise de dindmica molecular revela diferengas cruciais entre os efeitos
conformacionais de a-BgTx e NXHS8 sobre o nAChR. Embora ambos os ligantes bloqueiem o
receptor, NXHS induz alteragdes conformacionais menos extensas e globalmente disruptivas
do que BgTx, o que estd diretamente associado ao seu menor potencial toxico. A seguir,

apresentamos como os resultados das andlises estruturais ajudam a explicar essas diferencas.

4.3.2.1 Analise de RMSD

Os mapas bidimensionais de RMSD fornecem informagdes sobre as diferengas
conformacionais ao longo do tempo. Para NXHS8, o mapa apresenta uma predominancia de tons
purpuras claros, refletindo pequenas variagdes conformacionais entre os estados estruturais
consecutivos.

A linha verde na base do quadrado evidencia que ainda que variagdes estruturais entre
o estado inicial (t = 0 ns) e os momentos mais avancados da simulag@o estejam presentes, estas
alteracdes ocorrem de forma incremental, sem grandes oscilagdes. Isso sugere que NXHS,
embora ainda possa apresentar atividade antagonista sobre o nAChR, como ja foi observado em

preparacdes ex vivo [23], ndo induz perturbagdes drasticas ou exploragdes conformacionais
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extensas (Figura 7).

Em comparagdo, o mapa de a-BgTx apresenta varias regides esverdeadas dispersas,
especialmente entre o intervalo entre 40 e 60 ns, indicando alteragdes conformacionais
significativas. Esse periodo sugere a capacidade de a-BgTx em promover transi¢des estruturais
mais amplas e desestabilizadoras, eventualmente acompanhadas de perturbagdes globais na

conformagdo do receptor (Figura 7).

Figura 7 - Anélise Comparativa dos Mapas 2D, Graficos Temporais e Histogramas de RMSD
para as Interagdes de BgTx e NXHS8 com o Receptor nAChR de T. californica.
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Os mapas 2D, graficos de RMSD ao longo do tempo e histogramas destacam diferengas conformacionais do
receptor nAChR com a-BgTx (esquerda) e NXHS (direita). Para a-BgTx, as flutuagdes estabilizam-se apds 20 ns,
precedidas por grandes variagdes estruturais. O histograma concentra-se entre 2.5 — 3.0 A, indicando alteragdes
consistentes e possivelmente significativas no sitio ortostérico, comprometendo a ligacao da acetilcolina e abertura
do canal i6nico. NXHS, por outro lado, induz flutuagcdes menos estaveis, com alteragdes ao longo de todo o tempo.
O histograma mais espalhado e o mapa 2D, com predominio de purpura, sugerem interagdes dindmicas, mas sem
causar alteragdes criticas no sitio ortostérico, permitindo a ligagdo da acetilcolina e abertura do canal i6nico.

Os histogramas de distribuigdo de RMSD fornecem uma visdo geral da variagdo
conformacional ao longo da simulagdo. Para a-BgTx, a distribuicdo de RMSD apresenta um
pico mais amplo e centrado em torno de 2,5 — 3,0 A. Esse perfil confirma que a-BgTx induz
variagdes estruturais significativas no receptor, refletindo a explora¢do de diferentes estados
conformacionais ao longo de toda a simula¢do. No caso de NXHS, a distribuicdo de RMSD ¢
mais estreita, com um pico centrado entre 2,0 e 2,5 A, indicando que as alteragdes
conformacionais sdo mais limitadas. No entanto, isso ndo implica uma estabilizacdo funcional

do receptor, mas sim que NXH8 promove mudangas estruturais que, embora suficientes para
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bloquear o receptor, ocorrem de maneira menos drastica e mais incremental, sem que ocorram
grandes perturbagdes globais.

Na comparacdo, BgTx causa mudangas conformacionais globais mais significativas,
como evidenciado pelas maiores flutuagdes no RMSD e pela amplitude da distribuicao. Esse
comportamento estd associado ao seu mecanismo de interagdo mais agressivo, que
frequentemente induz estados conformacionais amplamente divergentes. Por outro lado, NXH8
apresenta um perfil de interagdo mais contido, promovendo alteracdes conformacionais
limitadas que ndo comprometem de forma severa a integridade estrutural do receptor, apesar de
ainda bloquea-lo.

Esses resultados sugerem que a-BgTx explora multiplos estados conformacionais do
receptor, promovendo perturbagdes significativas na sua dindmica global. Em contraste, NXH8
promove alteracdes mais localizadas e menos disruptivas, mantendo o receptor em
conformagdes que, embora bloqueadas, ndo apresentam grandes desvios estruturais. Essa
diferenca reflete os distintos mecanismos de acdo e os perfis de toxicidade de cada ligante, com
BgTx agindo de forma mais disruptiva e NXH8 impactando o receptor de maneira menos
agressiva. Essas observagdes sdo consistentes com outras andlises, como PCA, RMSF e
correlacdo cruzada, que corroboram a natureza distinta das interagdes entre os ligantes e o

nAChR.

4.3.3.2 Graficos de RMSF

Os graficos de RMSF oferecem uma visao detalhada sobre a flexibilidade dos residuos
do receptor em interacdo com os ligantes a-BgTx e NXHS, permitindo identificar padrdes
distintos entre as duas toxinas.

Para o-BgTx, os picos mais acentuados de RMSF estdo associados a residuos
localizados em regides que, por natureza, apresentam maior mobilidade. No entanto, os residuos
finais (faixa 1100-1200), correspondentes as duas moléculas de o-BgTx, exibem uma
flexibilidade relativa com valores proximos a 3 A, indicando que essas regides permanecem
relativamente estdveis ao longo da simulacdo. Esse comportamento sugere que, embora a-BgTx
induza alguma mobilidade em éreas periféricas, sua ligagao ao receptor ¢ solida, com interagdes
suficientemente fortes para estabilizar as regides diretamente envolvidas no contato (Figura 8).

De maneira semelhante, a analise de RMSF para NXH8 também revela picos
pronunciados em residuos localizados em regides de alta mobilidade. Contudo, ao contrario de
a-BgTx, as oscilagdes observadas na faixa de residuos entre 1100 e 1200, correspondentes as

duas moléculas de NXHS, sdo significativamente mais intensas. Esse comportamento esta
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alinhado com os dados previamente analisados (RMSD 2D — Figura 7), que indicam uma
flexibilidade constante de NXHS8 ao longo de toda a simulagao.

Figura 8 - Analise dos Gréficos de RMSF para as Interacdes de BgTx e NXH8 com o
Receptor nAChR de T. californica.
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Graficos de RMSF para o receptor nAChR de Torpedo californica em interagdo com o-BgTx (acima) e NXHS8
(abaixo). O grafico de a-BgTx apresenta dois picos acentuados em regides especificas, os quais representam
residuos (a-Phel35 e Gly-C-Term) localizados em regides naturalmente flexiveis (ilustragdes ao lado. A regido
final (faixa 1100-1200), por outro lado, permanece relativamente estavel, sugerindo uma menor mobilidade por
parte de a-BgTx. O grafico de NXHS (abaixo) também mostra dois picos que representam dois residuos (a-Pro136
e 0-Aspl68) localizados em regides flexiveis; no entanto, a faixa final (1100-1200) mostra oscilagdes mais
intensas, indicando que NXHS apresenta uma maior flexibilidade ao longo da simulagao.

4.3.3.3 Distribui¢cao nos Componentes Principais (PC1 e PC2)

A andlise da distribui¢do nos componentes principais (PC1 e PC2) mostra que BgTx (a
esquerda) apresenta dois agrupamentos bem definidos. Essa separacdo clara entre os clusters
sugere que BgTx induz transi¢cdes conformacionais significativas no receptor, levando-o a
explorar estados estruturais distintos, mas bem definidos, ao longo da simulagdo. O
espagamento maior entre os agrupamentos indica que BgTx tem um impacto mais amplo e

global na dindmica do receptor (Figura 9).
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Figura 9 - Distribui¢do dos Componentes Principais (PC1 e PC2) para as Interagcdes de BgTx
e NXHS8 com o Receptor nAChR de T. californica.
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A figura apresenta a distribui¢do dos componentes principais (PC1 e PC2) para as interagdes de BgTx (a
esquerda) e NXHS (a direita) com o receptor nAChR de T. californica. No caso de BgTx, observa-se a formagao
de dois agrupamentos bem definidos, sugerindo transi¢des conformacionais significativas que levam a
exploragdo de estados estruturais distintos. Esse espagamento maior entre os clusters reflete um impacto global e
dinamico na conformagdo do receptor. Em contraste, o grafico de NXHS apresenta uma distribui¢do mais
uniforme, com os pontos formando um tnico cluster continuo. Isso indica que NXHS8 provoca variagoes
conformacionais menos pronunciadas, mantendo o receptor em estados estruturais mais homogéneos e restritos,
com menor impacto nas transigdes globais.

Por outro lado, NXHS8 (a direita) apresenta uma distribui¢do mais uniforme, com os
pontos formando um tnico cluster continuo, indicando que as variagdes conformacionais
causadas por NXHS8 sdo menos pronunciadas, mantendo o receptor em um conjunto de estados
estruturais mais restrito ¢ homogéneo. A auséncia de separagdo clara em clusters sugere que

NXHS8 tem menor impacto sobre as transi¢cdes conformacionais globais do receptor.

4.3.3.4 Gréficos do Raio de Giro (Rg)

Os gréficos apresentados na figura 10 comparam o comportamento do raio de giro do
receptor nAChR de 7. californica em interacdo com as toxinas a-BgTx e NXH8 ao longo do
tempo de simulagdo, fornecendo informagdes relevantes sobre a estabilidade e a flexibilidade
conformacional do receptor. No caso da a-Bungarotoxina (a-BgTx), observa-se que o raio de
giro apresenta flutuagdes ao longo da simula¢io, com valores variando entre 33,4 e 34,2 A.
Apesar dessas oscilagdes, a tendéncia média se mantém constante em torno de 33,8 A, conforme
indicado pela linha de tendéncia azul pontilhada. Esse comportamento sugere que, embora haja
pequenas variagdes locais, a estrutura global do receptor permanece estavel durante toda a
simula¢do, indicando uma conformacao equilibrada e consistente na presenca de a-BgTx.

Por outro lado, a analise do comportamento na presenca de NXHS8 revela um padrdo
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distinto. O grafico mostra um aumento progressivo no raio de giro ao longo do tempo, partindo
de valores proximos a 33,3 A no inicio da simulagio e atingindo aproximadamente 34,2 A ao
final. A linha de tendéncia azul pontilhada apresenta uma inclinagdo positiva, indicando uma
expansao gradual e continua da estrutura global do receptor. Esse comportamento sugere que
NXHS8 promove uma maior flexibilidade conformacional, levando a uma expansdo estrutural
ao longo da simulagdo. Essa observacao ¢ corroborada pela distribui¢do do raio de giragdo, que
apresenta um pico menos definido e maior dispersao, evidenciando a dindmica mais flexivel do
sistema em comparacao a interagdo com a-BgTx.

Figura 10 - Comparac¢do do Raio de Giro (Rg) entre as Interagdes de BgTx e NXH8 com o
Receptor nAChR de T. californica
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A figura ilustra as flutuagdes do raio de giro (Rg) do receptor nAChR em interagdo com a-BgTx e NXHS. A a-
BgTx apresenta flutuagcdes mais controladas, com valores médios constantes ao longo do tempo, refletindo uma
estabilidade estrutural global, apesar das variagdes locais. Em contraste, o NXHS8 exibe um aumento progressivo
no Rg, indicando uma expansdo gradual da estrutura do receptor e uma maior flexibilidade conformacional ao
longo da simulagao.

A comparagdo entre os dois comportamentos revela efeitos distintos das toxinas sobre o
receptor nAChR. Enquanto a-BgTx atua de forma estabilizadora, mantendo a conformagao
estrutural com oscilagdes controladas e estabilidade ao longo do tempo, NXHS8 induz uma maior
mobilidade e uma expansdo gradual da estrutura, refletindo um comportamento mais dindmico

e menos estavel. Esses resultados sugerem que, embora ambas as toxinas interajam com o
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receptor, elas modulam de maneira diferenciada sua estrutura e estabilidade conformacional.

4.3.3.5 Padrdes de Correlagdo Cruzada

A figura 11 apresenta mapas de correlagdo cruzada (CCij) dos residuos do receptor
nAChR de 7. californica em interagdo com o-BgTx e NXHS8. Esses mapas representam a
relacdo dindmica entre os residuos, com areas escuras indicando fortes correlagdes cruzadas
positivas (pairpura) ou negativas (verde), enquanto areas em branco indicam baixa ou nenhuma
correlacdo. A andlise dos dois mapas revela comportamentos distintos na modulacao estrutural
do receptor promovida pelas duas toxinas.

Figura 11 - Padrdes de Correlagdo Cruzada para as Interacdes de BgTx e NXHS8 com o
Receptor nAChR de T. californica
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A figura apresenta os padrdes de correlagdo cruzada (CCij) entre os residuos do receptor nAChR de T. californica
em interacdo com 0-BgTx e NXHS. No grafico de NXHS, predominam blocos de correlagdo positiva (purpura)
concentrados ao longo da diagonal principal, sugerindo movimentos coordenados localizados e limitados a regides
especificas do receptor. As areas de correlagdo negativa (verde) sdo esparsas, indicando que a ligacdo de NXHS
promove poucas alteragdes estruturais globais, mantendo o receptor em um estado mais estavel. Em contraste, o
grafico de a-BgTx exibe padrdes mais extensos de correlagdo positiva e negativa. Isso reflete uma reestruturagao
conformacional global mais pronunciada, com movimentos sincronizados (purpura) e anticorrelacionados (verde)
entre residuos distantes.

No caso da a-BgTx (a esquerda), o mapa apresenta maiores regioes escuras, tanto em
purpura quanto em verde. Essas areas indicam correlagdes cruzadas significativas entre os
residuos, refletindo mudancas estruturais coordenadas e dindmicas em multiplas regides do
receptor. A intensidade e extensdo dessas correlagdes sugerem que a a-BgTx promove uma
reestruturacdo conformacional global, envolvendo varias regides do receptor, com interagdes
dindmicas mais acentuadas e interdependentes.

Em contraste, o mapa para NXHS8 (a direita) exibe maiores areas em branco e regides de
correlacdo menos intensas, embora ainda existam correlagdes positivas e negativas

concentradas em torno da diagonal principal. Esse padrao indica que, sob a influéncia de NXHS,
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as correlacdes cruzadas entre residuos sdo mais restritas e menos intensas em comparagdo com
a-BgTx. A predominancia de areas em branco sugere uma menor reorganizacgao estrutural, com
menos mudangas coordenadas ao longo do receptor. Assim, NXHS8 parece manter a estrutura
global do receptor em um estado mais estavel, com menos flexibilidade dindmica e menores
interdependéncias entre regides distantes.

Portanto, a comparagdo entre os dois mapas destaca os efeitos distintos das toxinas na
modulag¢do conformacional do receptor nAChR. A a-BgTx induz mudangas estruturais mais
amplas e dinamicas, promovendo interagdes sincronizadas e anticorrelacionadas entre residuos
distantes. Por outro lado, a NXHS apresenta um efeito mais localizado e estavel, com menor
intensidade de correlagdes cruzadas e, consequentemente, menor reorganizagdo estrutural do
receptor. Esses resultados corroboram as analises anteriores, sugerindo que a-BgTx atua como
um modulador mais dinamico, enquanto NXH8 exerce um papel mais estabilizador sobre a

estrutura do receptor.
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A baixa toxicidade in vivo da toxina NXHS, evidenciada pela auséncia de letalidade
mesmo em doses equivalentes a seis vezes a DLso do veneno total de M. corallinus, reflete
caracteristicas estruturais tipicas das a-neurotoxinas nao convencionais. Ao contrario de toxinas
altamente potentes, como a a-BgTx, NXHS8 apresenta uma afinidade significativamente
reduzida pelos nAChRs, conforme demonstrado pelas andlises estruturais e de interagdo in
silico [23, 42]. Essa afinidade reduzida limita a capacidade da toxina de modular a funcao do
receptor de forma eficaz, contribuindo para sua menor toxicidade.

Os dados de sobrevivéncia dos camundongos refor¢gam a importancia da PLA; como o
principal fator de letalidade no veneno de M. corallinus. A administracdo de VPL, um inibidor
de PLA», aumentou significativamente a sobrevivéncia dos animais, sugerindo que a toxicidade
do veneno esta fortemente associada a acdo dessa B-neurotoxina. Essa observacdo, junto ao fato
de que a administragdo de VPL em conjunto com anticorpos anti-sSNXHS8 ndo ter resultado em
maior protegdo, corrobora o papel limitado que a toxina NXHS tem sobre a letalidade global do
veneno.

A anélise estrutural das interagdes de NXH8 com o nAChR nas interfaces ay e ad
revelou diferengas fundamentais em comparagdo com a a-BgTx. Na primeira alca, Finger I,
enquanto a a-BgTx possui uma rede densa de interagdes envolvendo residuos aromaticos,
hidrofébicos e polares, promovendo alta afinidade ao nAChR, NXHS8 demonstra interagdes
limitadas e auséncia de ligagdes entre residuos aromaticos. Essa diferenca enfraquece
significativamente a interacdo de NXHS, refletindo sua baixa afinidade e menor impacto na
modulag¢do do receptor.

Nas interag¢des envolvendo a segunda alca de NXHS8 e a-BgTx nas interfaces ay e ad do
nAChR, a densidade e diversidade dos contatos sdo caracteristicas cruciais que influenciam
diretamente a afinidade de cada toxina pelo receptor. Na interface ay, a-BgTx se destaca por
estabelecer interacdes mais densas e diversificadas, enquanto NXHS8 depende de interagdes
mais restritas e de menor forga estabilizadora. Padrdes semelhantes sdo observados na interface
ad, onde a estabilidade geral do complexo ¢ influenciada pela maior complementaridade de a-
BgTx em comparacao com NXHS.

Embora ambas as toxinas compartilhem o mesmo sitio de ligagdo no receptor, suas
capacidades de estabilizar as interacdes e induzir mudangas conformacionais no nAChR
diferem significativamente devido as variagdes em suas composigdes estruturais. Em a-BgTx,
essas interacdes sdo altamente diversificadas e robustas, proporcionando uma ligagdo estavel e

eficiente ao receptor, corroborando o que ja foi descrito na literatura [43].
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NXHS, por outro lado, apresenta uma rede de interagdes menos diversificada. Embora
possua caracteristicas importantes, como a ligagao dissulfeto no loop II e interagdes idnicas que
fornecem estabilidade adicional, essas interacdes sdo consideravelmente mais fracas em
comparagdo com as de a-BgTx, resultando em uma ligagdo menos estavel.

Na andlise da terceira alga também se observa uma contribui¢cdo significativa para a
modulacdo das interacdes com as subunidades ay ¢ ad do nAChR. a-BgTx demonstra alta
eficiéncia em estabelecer contatos robustos e direcionais. Residuos como Tyr54 e Trp55
desempenham papéis centrais, criando uma rede de interagdes que combina forcas hidrofobicas
com estabilidade eletrostatica, promovendo ajustes conformacionais que favorecem a ligacao e
aumentam a afinidade ao receptor.

Por outro lado, NXHS, ao interagir com as mesmas interfaces, apresenta uma estratégia
de ligagdo substancialmente diferente. Suas interagdes sdo majoritariamente mediadas por
ligacdes de van der Waals e contatos hidrofilicos, resultando em intera¢des mais frageis € menos
direcionais. Essa diferenca compromete a estabilidade e a afinidade do complexo, evidenciando
que o Finger III de NXHS8 possui um papel estabilizador mais limitado. Essas caracteristicas
reforcam a baixa toxicidade de NXH8 em comparagdo a a-BgTx, destacando a influéncia das
diferencas estruturais nas propriedades funcionais de ambas as toxinas.

A andlise de RMSD, RMSF e Rg evidencia que NXH8 induz menos alteragdes
conformacionais no nAChR em comparacdo a a-BgTx. Os graficos de RMSD demonstram que
a NXHS8 mantém a estrutura do receptor em um estado mais estavel, com flutuagdes menores e
menos dispersas. De forma semelhante, os padrdes de RMSF revelam uma interacao
estabilizadora da NXHS, enquanto a a-BgTx promove maior mobilidade em regides criticas do
receptor.

Os padrdes de correlagdo cruzada reforcam que NXHS8 impacta apenas dominios
limitados do receptor, sem causar mudangas conformacionais globais. Isso sugere que sua
interagdo ¢ mais localizada e menos disruptiva, diferentemente da a-BgTx, que explora
multiplos estados conformacionais.

A falta de validagdo como a cristalografia de raios X para os dados in silico ¢ uma
limitacdo deste estudo. Sugere-se a utilizagdo futura dessas técnicas para refinar as informagdes
dos modelos preditos. Do ponto de vista cientifico, a identificacdo de interagdes especificas
entre NXHS8 e o nAChR oferece informagdes valiosas para o desenvolvimento de intervengdes
mais eficazes, como anticorpos monoclonais direcionados, € para uma compreensao mais ampla
dos mecanismos de acdo da NXHS e das diferencas em relagdo a outras neurotoxinas, como a

a-BgTx.
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Este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade in vivo e in silico de NXHS8, uma
a-neurotoxina nao convencional de Micrurus corallinus, investigando sua afinidade com o
nAChR de 7. californica e comparando-a com as interagdes da o-BgTx, uma toxina
amplamente descrita na literatura cientifica. Além disso, buscou-se correlacionar os resultados
estruturais e funcionais que contribuem para a toxicidade de NXHS.

Os resultados demonstraram que NXHS apresentou baixa toxicidade e que os anticorpos
anti-NXHS8 ndo foram capazes de neutralizar o veneno de M. corallinus em camundongos. Por
outro lado, a administragcdo de VPL aumentou significativamente a sobrevida dos animais,
sugerindo que a letalidade do veneno estd provavelmente associada a a¢do de B-neurotoxinas,
como a PLA,.

Este estudo também revelou que NXHS, em comparacao com a-BgTx, exibe interagdes
menos densas e especificas com o nAChR, o que contribui para sua baixa toxicidade e funcao
menos disruptiva. Essas diferencas destacam os papéis distintos de a-neurotoxinas
convencionais € ndo convencionais, como NXHS8, no contexto da agao de venenos.

Assim, esta pesquisa ndo apenas aprimora o entendimento sobre os mecanismos de ag¢ao
de NXHS, mas também amplia a compreensao das particularidades estruturais e funcionais das
a-neurotoxinas nao convencionais. Esses achados possuem implicagdes praticas relevantes,
fornecendo uma base solida para o desenvolvimento de antivenenos mais eficazes e
direcionados, capazes de neutralizar diferentes componentes do veneno de Micrurus spp. €

reduzir sua letalidade.
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APENDICE I

AlphaFold (nAChR - Porc¢ao extracelular + 2 x NXHS)

pLDDT=83.7
pTM=0.807
ipTM=0.774
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APENDICE II

BgTx - Finger I o chain

Torpedo californica - nAChR - ay interface
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BgTx - Finger |

- nAChR - 03 interface|

|Torpedo californica




56

Apéndice 11

.......

c

o chain|~

|Torpedo californica - nAChR - 0 interface]

BgTx - Finger ll

|Torpedo californica - nAChR - a3 interface|




57

Apéndice 11

1 P —
0 chain BgTx - Finger II1
Tyrs4
oProl81

3.689A
®0oe
3.714A

.67
3Glul82
1)
3.767A

| Torpedo californica - nAChR - 0 interface]




58

APENDICE III







60

Apéndice 11l

NXHS - Finger 111

@ yProl75

0%

¥Glul80

| Torpedo californica - nAChR - oy interface




61




62

Apéndice 11l

NXHS - Finger 11

1
« chain

1
|Torpedo californica - nAChR - 0 interface

\Torpedo californica - nAChR - a3 interface
1 1 A} - 1 1

NXHS - Finger I1




63

Apéndice 11l

S

oProl81

I dThr185

NXHS - Finger 111

¥

|Torpedo californica - nAChR - 04 interface|
e I




64

ANEXO 1

Licenga de uso para a figura 2

License Number
License date
Licensed Content

Licensed Content Publisher
Licensed Content Publication

Licensed Content Title

Licensed Content Author

Licensed Content Date
Licensed Content Volume
Licensed Content Issue
B About Your Work
Title of new work

Institution name

Expected presentation date

Q Requestor Location

Requestor Location

5867070212261

Sep 13,2024

BM]J Publishing Group Ltd.
BM) Case Reports

Acute myasthenic syndrome following coral
snake envenomation in the Caribbean: a

harbinger for admission to the intensive care

unit

Narine Mack,Antonio Jose Reyes,Kanterpersad

Ramcharan,Stanley Lawrence Giddings
Mar 1, 2021

14

3

Caracterizagdo estrutural e toxicolégica de
NXH8, a-neurotoxina ndo convencional da
cobra coral brasileira, Micrurus corallinus.
Universidade Nove de Julho

Dec 2024

Dr. Henrique Ramos
Rua Vergueiro, 235/249

Sao Paulo, SP 01504-001
Brazil
Attn: Dr. Henrique Ramos

B oOrder Details

Type of Use

Requestor Type

Format

Portion Used

Number of languages

Number of figure/table/extracts
Will you be translating?

& Additional Data

Order reference number
Portions

The Requesting Person /
Organization to Appear on the
License

Specific Languages
Circulation

B Tax Details

Publisher Tax ID
Customer Tax ID

Dissertation/Thesis
Individual
Electronic

Figure/table/extract

001
Figure 1.

Prof. Dr. Henrique Roman Ramos

Brazilian Portuguese
1

GB674738491




65

ANEXO I1

Certificado de Aprovagio pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA).

UNINOVE Comisséo de Etica no
¥ N N N Uso de Animais

Universidade Nove de Julho

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Sintese quimica e caracterizagao farmacolégica de quatro alfa neurotoxinas presentes no
veneno de Micrurus corallinus (cobra coral).", protocolada sob o CEUA n® 4463100419 (o cco188), Sob a responsabilidade de
Henrique Roman Ramos - que envolve a producdo, manutencao e/ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de
Julho (CEUA/UNINOVE) na reunido de 22/10/2019.

We certify that the proposal "Chemical synthesis and pharmacological characterization of four alpha-neurotoxins from Micrurus
corallinus (coral snake) venom.", utilizing 125 Isogenics mice (125 females), protocol number CEUA 4463100419 (o 000188, under
the responsibility of Henrique Roman Ramos - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to
the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Nove de Julho
University (CEUA/UNINOVE) in the meeting of 10/22/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 10/2019 a 12/2020 Area: Medicina
Origem: Biotério - Unidade Vergueiro

Espécie:  Camundongos isogénicos sexo: Fémeas idade: 5 a7 semanas N: 125
Linhagem: Balb/c Peso: 20a30g

Local do experimento: Todos os experimentos serdo realizados em local adequado ao manejo de animais, nas dependéncias do
biotério da Universidade Nove de Julho, Vergueiro.

Sao Paulo, 22 de outubro de 2019
Prof. Dr. Rodrigo Labat Marcos Profa. Dra. Stella Regina Zamuner

Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Universidade Nove de Julho Universidade Nove de Julho
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ANEXO 111

Certificado de Prorrogagio de Prazo Aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA).

UNINOVE Comissé&o de Etica no

P99 O0O Uso de Animais
Universidade Nove de Julho

Sao Paulo, 08 de dezembro de 2021
CEUA N 4463100419

limo(a). Sr(a).
Responsavel: Henrique Roman Ramos
Area: Medicina

Titulo da proposta: “Sintese quimica e caracterizagao farmacolégica de quatro alfa neurotoxinas presentes no veneno de Micrurus
corallinus (cobra coral).".

Parecer Consubstanciado da Comissédo de Etica no Uso de Animais UNINOVE (o 000103)

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho, no cumprimento das suas atribuicdes, analisou e
APROVOU a Emenda (versao de 01/dezembro/2021) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "Prezados membros da comisséo de ética no uso de animais. Considerando que durante o
primeiro semestre de 2021 tivemos uma segunda onda de covid, prejudicando novamente o acesso € manuseio de animais de
laboratério nas dependéncias da universidade, solicito que o prazo final do presente protocolo seja mais uma vez prorrogado, agora
para o dia 30.06.2022. Este prazo adicional é necessario para que possamos concluir os experimentos com os animais que ja se
encontram sob tratamento no biotério da universidade. Havendo qualquer necessidade de informagdes adicionais, estou a inteira
disposicao. Desde ja agradego a atengao. Cordialmente. Henrique Roman Ramos ".

Comentario da CEUA: "Projeto aprovado com alteragao do prazo para 30 de junho de 2022.".
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Prof. Dr. Rodrigo Labat Marcos Profa. Dra. Stella Regina Zamuner
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais

Universidade Nove de Julho Universidade Nove de Julho
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ANEXO 1V
Checklist Pés-Realizacdo do Experimento - Normas ARRIVE

Categoria Descrigado

Desenho do Estudo experimental com abordagem in vivo e in silico:

Estudo Invivo: Testes de toxicidade e sobrevivéncia em camundongos Balb/c, com uso de um grupo controle,
analisando os efeitos da toxina NXH8 e do veneno de Micrurus corallinus.
In silico: Modelagem molecular e simulagdo de dindmica molecular para estudar as interagdes de
NXHS com o receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR).

Tamanho da In vivo:

Amostra 25 camundongos Balb/c fémeas, divididos em cinco grupos de cinco animais cada.

In silico:
Utilizagdo de modelos computacionais baseados em dados de sequéncias de proteinas do receptor
nAChR e da NXHS.

Critérios de Inclusao:

Inclusdo e Camundongos da linhagem Balb/c, fémeas, com peso aproximado de 20 g

Exclusdo Animais saudaveis e aptos para 0s procedimentos experimentais.
Exclusao:

Animais com condi¢des pré-existentes que pudessem comprometer a validade dos resultados ou a ética
do experimento.

Randomizacao Animais foram agrupados de forma randomizada em grupos de 5 animais.

Cegamento Durante o experimento, todos os camundongos Balb/c fémeas foram escolhidos aleatoriamente para
cada etapa, garantindo a aleatoriedade no manejo e minimizando o viés experimental. No entanto, o
experimento ndo envolveu cegamento do pesquisador em relagdo a alocagdo dos grupos de tratamento,
uma vez que a observagdo direta das respostas ao veneno e as intervenc¢des (soro antielapidico,
anticorpos anti-NXHS e Varespladib) era essencial para o registro detalhado dos desfechos.

Desfechos In vivo:

Letalidade da NXHS e do veneno completo de Micrurus corallinus em diferentes condigdes.
Sobrevivéncia dos animais apds intervengdes com soro antielapidico, anticorpos anti-NXHS8 e
inibidor de PLA2 (Varespladib).

In silico:

Estabilidade das interagdes entre NXHS e nAChR.

Alteragdes conformacionais induzidas no receptor pelo NXHS8, em comparagdo com a a-
bungarotoxina.

Meétodos Teste de Kruskal-Wallis utilizado para andlise de diferencas entre os grupos experimentais nos ensaios

Estatisticos de sobrevivéncia, adequado ao pequeno tamanho amostral.

Animais Camundongos Balb/c fémeas, com peso médio de 20 g.

Experimentais Os experimentos foram conduzidos conforme as normas éticas do CEUA/UNINOVE e legisla¢des
brasileiras e internacionais para uso de animais em pesquisa.

Procedimentos In vivo:

Experimentais Grupos experimentais receberam:

Dose letal (3 DL50) de veneno de Micrurus corallinus.
NXHS8 em doses de 20 pg ou 40 pg.
Intervengdes adicionais (soro antielapidico, anticorpos anti-NXHS8 e Varespladib).
Sobrevivéncia monitorada por 48 horas.
In silico:
Modelagem molecular com AlphaFold2.
Docking molecular com HADDOCK. Dindmica molecular com AMBER, simulando interagdes da
NXHS e a-bungarotoxina com nAChR.
Resultados In vivo:

NXHS8 demonstrou baixa toxicidade em camundongos.

O soro antielapidico neutralizou completamente a toxicidade do veneno.

Varespladib aumentou a sobrevivéncia, indicando o papel da PLA2 na letalidade.
Anticorpos anti-NXHS8 ndo foram suficientes para neutralizar a toxicidade do veneno.

In silico:

NXHS interage com nAChR nas interfaces ay e ad, mas com menor afinidade do que a o-
bungarotoxina.

Menores alteracdes conformacionais foram observadas no receptor em presenca de NXHS,
explicando sua baixa toxicidade.




