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RESUMO 

 

A pesquisa teve como objetivo avaliar a toxicidade in vivo da toxina NXH8, uma α-neurotoxina 
não convencional de Micrurus corallinus, e investigar sua interação com o receptor nicotínico 
de acetilcolina (nAChR) de Tetronarce californica (anteriormente conhecida como Torpedo 
californica). Para isso, foram realizados experimentos de letalidade para determinar a 
toxicidade da NXH8 e a eficácia de anticorpos anti-NXH8 na neutralização 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. 
Análises in silico foram conduzidas para compreender as interações moleculares entre NXH8 e 
o nAChR de T. californica, comparando-as com as interações da α-bungarotoxina (α-BgTx), 
uma neurotoxina de Bungarus multicinctus com alta afinidade pelo mesmo receptor. Os 
resultados mostraram que a NXH8 apresenta baixa toxicidade in vivo e que os anticorpos anti-
NXH8 não foram eficazes na neutralização do envenenamento por M. corallinus. Em 
contrapartida, a administração de Varespladib aumentou a sobrevida dos animais, sugerindo a 
relevância da atividade PLA2 para a ação letal do veneno. As análises in silico, incluindo 
modelagem molecular, docking molecular e dinâmicas moleculares, revelaram que a NXH8 se 
liga às mesmas interfaces do nAChR que a α-BgTx (αδ e αγ), mas apresenta interações menos 
favoráveis devido à ausência de resíduos críticos necessários para uma ligação eficaz. Enquanto 
a α-BgTx promove grandes alterações estruturais no nAChR, a NXH8 mantém a estrutura do 
receptor praticamente inalterada, explicando sua menor toxicidade. Esses achados contribuem 
para uma melhor compreensão dos mecanismos de ação da NXH8 e das diferenças em relação 
a outras neurotoxinas, como a α-BgTx. 
 
Palavras-chave: Micrurus corallinus, receptor nicotínico de acetilcolina (nAChR), 3FTx, α-
bungarotoxina, NXH8, neurotoxinas, docking molecular, modelagem molecular, dinâmica 
molecular, Varespladib, Fosfolipase A2.  



ABSTRACT 

 

The study aimed to evaluate the in vivo toxicity of NXH8, a non-conventional α-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-NXH8 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 NXH8 and the nAChR of T. californica, 
comparing them with the interactions of α-bungarotoxin (α-BgTx), a neurotoxin from Bungarus 
multicinctus with high affinity for the same receptor. The results showed that NXH8 exhibits 
low in vivo toxicity and that anti-NXH8 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. In silico analyses, 
including molecular modelling, molecular docking, and molecular dynamics, revealed that 
NXH8 binds to the same nAChR interfaces as α-BgTx (αδ and αγ) but displays less favourable 
interactions due to the absence of critical residues required for effective binding. While α-BgTx 
induces significant structural alterations in the nAChR, NXH8 preserves the receptor’s structure 
nearly unchanged, explaining its lower toxicity. These findings contribute to a better 
understanding of NXH8’s mechanisms of action and its differences compared to other 
neurotoxins, such as α-BgTx. 

 

 
Key-words: Micrurus corallinus, nicotinic acetylcholine receptor (nAChR), 3FTx, α-
bungarotoxin, NXH8, neurotoxins, molecular docking, molecular modelling, molecular 
dynamics, Varespladib, Phospholipase A2. 
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   1. INTRODUÇÃO 
1.1 Características e Classificação da Família Elapidae 

As cobras-corais (Ordem: Squamata; Subordem: Serpentes; Família: Elapidae) são os 

únicos elapídeos em todo o continente americano. Dentro da família Elapidae, o gênero 

Micrurus destaca-se como o mais abundante e diverso, com distribuição geográfica 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 é mais específico, sendo associado a espécies como a 

cobra-rei (Ophiophagus hannah), a cobra-indiana (Naja naja), a cobra-egípcia (Naja haje), a 

cobra-capelo (Naja kaouthia) e, naturalmente, às cobras-corais (Micrurus spp.), todos 

representantes da família Elapidae. 

Classificadas na subfamília Elapinae, as cobras-corais têm no gênero Micrurus sua 

maior representatividade. Entre as espécies destacadas, encontra-se Micrurus corallinus, que, 

por ser endêmica do Brasil, é conhecida como cobra-coral brasileira. As serpentes do gênero 

Micrurus exibem padrões de coloração aposemática característicos, que funcionam como um 

alerta visual sobre sua toxicidade. Além disso, M. corallinus apresenta dentição proteróglifa, 

com dentes canaliculados adaptados para a inoculação de peçonha [1] (Figura 1). 

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

 
Fotografias de quatro diferentes espécies de cobras-corais do gênero Micrurus spp. Em cima: M. frontalis e M. 
corallinus. Em baixo: M. surinamensis e M. ruatanus. Essas espécies exibem variações notáveis nos padrões de 
coloração e na disposição das faixas anelares, características fundamentais para sua identificação. 
 
1.2 Importância Médica das Cobras Corais 

Os acidentes ofídicos resultam da inoculação de peçonha durante a picada de serpentes, 
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podendo ocasionar quadros clínicos de gravidade variável, desde sintomas locais até 

complicações sistêmicas graves. Mundialmente, estima-se que 5,4 milhões de pessoas sejam 

afetadas anualmente, com 1,8 a 2,7 milhões de casos de envenenamento e entre 81.410 e 

137.880 óbitos [2]. No Brasil, as serpentes de importância médica pertencem às famílias 

Viperidae e Elapidae, com 35 e 38 espécies descritas, respectivamente. Dentre os elapídeos, as 

cobras-corais verdadeiras (Micrurus spp.) são conhecidas por seu veneno neurotóxico e seu 

impacto na saúde pública [3]. 

1.2.1 Epidemiologia dos Acidentes Ofídicos 

Em 2022, o Brasil notificou 29.543 acidentes ofídicos, dos quais apenas 1,15% foram 

atribuídos a serpentes da família Elapidae. Apesar da baixa frequência, os acidentes elapídicos 

demandam atenção devido à elevada toxicidade de seu veneno. A taxa de letalidade geral dos 

acidentes ofídicos no Brasil foi de 0,32%, com predominância de óbitos causados por serpentes 

da família Viperidae. Não houve registro de óbitos 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 são as principais responsáveis pelos 

casos de envenenamento por cobras-corais. A peçonha de M. frontalis é predominantemente 

composta por α-neurotoxinas que atuam sobre os receptores nicotínicos de acetilcolina 

(nAChR) pós-sinápticos localizados na junção neuromuscular, provocando paralisia muscular. 

Devido à sua ação antagonista, o uso de anticolinesterásicos é frequentemente empregado como 

medida terapêutica pois, ao inibirem a ação da enzima acetilcolinesterase (AChE) EC 3.1.1.7, 

responsável pela hidrólise de acetilcolina (ACh) em acetato e colina, estes fármacos elevam a 

concentração de ACh na fenda sináptica, dificultando por competição a ligação das toxinas ao 

receptor [4, 5].  

Em relação à peçonha de M. corallinus, além de conter α-neurotoxinas semelhantes às 

de M. frontalis, o envenenamento caracteriza-se por apresentar um bloqueio tanto pré-sináptico 

quanto pós-sináptico. Esse efeito combinado ocorre devido à presença de β-neurotoxinas, que, 

diferentemente das α-neurotoxinas, inibem a liberação de ACh pelos terminais pré-sinápticos. 

Nessas condições, a ausência de ACh na fenda sináptica torna o uso de anticolinesterásicos 

ineficaz [4, 5]. 

Devido ao comportamento fossorial das cobras-corais, sua menor agressividade e à 

ocorrência de “picadas secas”, onde há pouca ou nenhuma inoculação de peçonha, os acidentes 

elapídicos são bem menos frequentes do que os acidentes botrópicos e crotálicos. Ainda assim, 
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quando há inoculação, a ação das neurotoxinas presentes no veneno causam efeitos sistêmicos 

como fraqueza muscular, oftalmoplegia, diplopia e ptose palpebral (Figura 2), podendo evoluir 

para quadros graves de insuficiência respiratória, potencialmente fatais. 

Figura 2 - Sintomas sistêmicos após picada por Micrurus corallinus 

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

A conscientização sobre prevenção, reconhecimento de acidentes e acesso rápido ao 

tratamento são fundamentais para minimizar os impactos desse tipo de envenenamento. A 

administração precoce de soro antielapídico (SAE) é essencial para reverter os efeitos do 

envenenamento e evitar complicações fatais. 

1.2.2.1 Relato de caso 

Dado o papel das α e β-neurotoxinas nos envenenamentos por serpentes do gênero 

Micrurus spp., a compreensão das ações dessas toxinas é essencial para o manejo clínico, sendo 

a identificação correta da espécie fundamental, especialmente em crianças. Como já descrito, a 

peçonha de M. corallinus contém β-neurotoxinas que bloqueiam a liberação de ACh pelos 

terminais pré-sinápticos, dificultando a eficácia terapêutica de anticolinesterásicos. 

Em um relato recente, realizado pelo Centro de Informações Toxicológicas de Santa 

Catarina, destacou um caso de envenenamento por M. corallinus envolvendo uma criança de 1 

ano de idade [6]. O paciente apresentou vômitos e dificuldade respiratória cerca de uma hora 

após o acidente, evoluindo rapidamente para depressão do nível de consciência, necessitando 

de intubação por três dias devido a insuficiência respiratória, além de desenvolver pneumonia 

aspirativa. A alta hospitalar ocorreu nove dias após o acidente. 

A transferência para o hospital de referência foi realizada três horas após a intubação na 
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Unidade de Pronto Atendimento (UPA). Estima-se que o intervalo entre o acidente e a 

administração de SAE tenha sido de aproximadamente seis horas, período suficiente para que 

as β-neurotoxinas fossem endocitadas pelos terminais pré-sinápticos. Uma vez internalizadas, 

essas toxinas tornam-se inacessíveis aos anticorpos do SAE, o que pode ter contribuído para as 

complicações clínicas observadas, como a necessidade de ventilação mecânica prolongada. 

Ainda assim, a identificação da serpente, que se encontrava morta junto ao gato da família, 

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

1.2.2.2 O estudo de toxinas de cobras-corais. 

As serpentes da família Viperidae produzem grandes volumes de veneno e podem ser 

mantidas em cativeiro com relativa facilidade. Essas características favorecem tanto a extração 

de veneno para pesquisas científicas quanto para a produção de soros antiofídicos. 

Por outro lado, as cobras-corais apresentam desafios significativos para estudos 

científicos e produção de soros devido a algumas peculiaridades: essas serpentes produzem 

quantidades significativamente menores de veneno e possuem comportamento fossorial, além 

de uma dieta predominantemente ofiófaga, composta por outras serpentes, lagartos e cecílias. 

Essas características dificultam a captura, manejo e manutenção em cativeiro [7], fazendo com 

que quase a totalidade do veneno extraído seja destinado à produção de soro antielapídico, 

restando quantidades insuficientes (quando disponíveis) para pesquisas científicas. 

A consequência dessas dificuldades é refletida grande disparidade no número de estudos 

relacionados a cobras-corais em comparação aos realizados com outras serpentes da família 

Elapidae, como as espécies do gênero Naja spp. e 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” (elapídeos amplamente distribuídos em 

regiões da África e da Ásia) e “Notechis” (elapídeo nativo da Austrália) retornaram 2.909 e 

2.605 estudos, respectivamente.  

Esses números refletem não apenas as dificuldades práticas associadas ao manejo e à 

extração de veneno de Micrurus spp., mas também a maior relevância de outros gêneros de 

elapídeos para fins práticos, como o desenvolvimento de soros e pesquisas biomédicas 

aplicadas. 

1.3 O veneno de Micrurus corallinus 

Com base no estudo transcriptômico de Micrurus corallinus [8], duas classes de toxinas 

se destacam entre as diversas identificadas: as toxinas de três dedos (3FTx – Three Finger 

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

1.3.1 Fosfolipases A2 

As PLA2 estão amplamente presentes nos venenos de serpentes e desempenham funções 

críticas no envenenamento, sendo divididas em dois subtipos principais: tipo I, predominante 

nos elapídeos, e tipo II, mais frequente nos viperídeos. Dentro dos elapídeos, essas enzimas se 

subdividem em variantes Ia e Ib, sendo a forma Ia a mais comum. 

Estruturalmente, as PLA2 possuem estrutura primária com cerca de 120 resíduos de 

aminoácidos e entre seis e sete ligações dissulfeto que contribuem para sua estabilidade e 

funcionalidade. Sua estrutura secundária é caracterizada predominantemente por α-hélices, com 

algumas regiões de folhas beta (Figura 3). 

Figura 3 - Estrutura da fosfolipase A2 de Micrurus corallinus 

 
Representação estereoscópica da estrutura tridimensional da fosfolipase A2 (PLA2) de M. corallinus. 
As α-hélices estão representadas em azul; as folhas β em vermelho, e a superfície molecular é exibida 
em rosa translúcido. 
 

Funcionalmente, as PLA2 exibem uma ampla gama de atividades tóxicas, dentre as quais 

se encontra a ação como β-neurotoxinas, bloqueando a liberação de acetilcolina nas junções 

neuromusculares e causando paralisia muscular [9]. Além disso, essas enzimas podem causar 

miotoxicidade grave, despolarizando membranas celulares e promovendo necrose e inflamação 

muscular. Também contribuem para disfunções na coagulação sanguínea, provocando 

hemorragias locais e sistêmicas, o que amplia sua relevância clínica em envenenamentos graves 

[10, 11]. 

A versatilidade funcional das PLA2 as posiciona como componentes patogênicos 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 três dedos (3FTx) 

As 3FTx constituem uma das classes mais intrigantes e estudadas de proteínas presentes 

nos venenos de serpentes, especialmente as da família Elapidae, como cobras e mambas. Essas 

toxinas ganharam atenção especial devido à sua ampla gama de atividades biológicas, alta 

especificidade de ligação a alvos celulares e potencial para aplicações biomédicas.  

Apresentando uma estrutura de três alças que se projetam a partir de uma região central 

estabilizada por ligações dissulfeto, assemelhando-se a “dedos” (característica que deu origem 

ao nome), as 3FTx são pequenos polipeptídeos, contendo de 60 a 80 resíduos de aminoácidos, 

estabilizados por ligações dissulfeto que conferem uma arquitetura tridimensional robusta e 

conservada. Possuem um núcleo hidrofóbico do qual partem três alças beta, formando uma 

estrutura semelhante a uma mão com três dedos. Apesar de sua simplicidade estrutural aparente, 

a sequência de aminoácidos e as modificações pós-traducionais conferem a essas toxinas uma 

ampla diversidade funcional [13] (Figura 4). 

Figura 4 - Exemplos de toxinas de três dedos de serpentes 

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

As 3FTx podem ser classificadas em subtipos com base em sua estrutura e número de 

ligações dissulfeto: i. cadeia curta: compostas por quatro ligações dissulfeto e menos de 66 

aminoácidos; ii. cadeia longa: possuem uma ligação dissulfeto adicional na segunda alça, 

estendendo-se a pelo menos 66 aminoácidos. iii. não convencionais: incluem uma ligação 

dissulfeto extra na primeira alça. 

1.3.2.1 Mecanismos de ação 

A versatilidade funcional das 3FTx é observada em sua capacidade de interagir com 

múltiplos alvos moleculares. Esses alvos incluem receptores de membrana, canais iônicos e 

enzimas, resultando em uma ampla variedade de efeitos tóxicos e farmacológicos, conforme 
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descrito a seguir. 

1.3.2.2 Ação antagonista sobre nAChR. 

As α-neurotoxinas são talvez o grupo mais bem estudado de 3FTx. Elas se ligam com 

alta afinidade e especificidade aos nAChRs na junção neuromuscular, inibindo a ação da ACh 

e resultando em paralisia muscular, sendo esse efeito responsável pela letalidade do veneno em 

muitas espécies. Dentre as α-neurotoxinas mais conhecidas, podemos citar a α-bungarotoxina 

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

1.3.2.3 Atuação nos Receptores Muscarínicos de Acetilcolina (mAChRs). 

Toxinas como a muscarínica MT7 [16, 17], isolada do veneno de Dendroaspis 

angusticeps (mamba-verde-oriental), atuam como antagonistas altamente seletivos dos 

receptores muscarínicos do subtipo M1. Essa toxina interage com um sítio alostérico do 

receptor, modulando a afinidade de ligantes no sítio ortostérico e formando complexos ternários 

que influenciam a dinâmica de ligação e dissociação de outros ligantes, como a N-metil 

escopolamina (NMS). Estudos demonstraram que a MT7 reduz significativamente a taxa de 

dissociação do NMS, evidenciando sua capacidade de estabilizar a ligação ao receptor 

muscarínico M1. 

A especificidade estrutural da MT7 é atribuída principalmente aos resíduos localizados 

no loop II, como Arg34, Met35 e Tyr36, que desempenham um papel crucial na interação 

alostérica com o receptor. Essas interações foram confirmadas por mutações nos resíduos 

críticos, indicando que tais posições são essenciais para a alta afinidade e seletividade da toxina. 

A configuração estrutural da MT7, característica das toxinas de três dedos (3FTx), fornece a 

base para sua estabilidade e eficácia na modulação de receptores muscarínicos, destacando-a 

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

1.3.2.4 Inibição da Acetilcolinesterase 

Algumas toxinas, como as fasciculinas, inibem a AChE, uma enzima que degrada a 

acetilcolina na fenda sináptica. Isso leva à acumulação de acetilcolina e à estimulação excessiva 

dos músculos, causando espasmos e fasciculações. 

1.3.2.5 Modulação de Canais Iônicos 

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

resultando na inibição da contração muscular. 

Canais iônicos sensíveis ao ácido: 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 Hemorrágicos e Citotóxicos 

Além de atuarem no sistema nervoso, algumas 3FTx têm efeitos diretos sobre células 

epiteliais e musculares. A cardiotoxina III da Naja atra, por exemplo, promove a formação de 

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

1.3.2.7 NXH8, uma 3FTx com ação pós-sináptica sobre nAChR. 

Identificada e isolada do veneno de M. corallinus, a NXH8 é uma toxina de três dedos 

(3FTx) particularmente interessante. Sua estrutura se assemelha às das toxinas não 

convencionais [21, 22], apresentando uma estrutura primária com 10 resíduos de cisteína e uma 

quinta ligação dissulfeto a primeira alça [8, 12, 22] (Figura 5). 

Posteriormente, observou-se que NXH8 foi capaz de se ligar aos nAChRs pós-

sinápticos presentes em preparações ex vivo de nervo frênico-diafragma de camundongos. Essa 

interação, entretanto, mostrou-se consideravelmente fraca, visto que a reversão do bloqueio 

pôde ser facilmente atingida com uma simples lavagem com solução salina [23]. 

Figura 5 - Estrutura da toxina NXH8 de Micrurus corallinus 

 
Representação estereoscópica da estrutura da NXH8 mostrando sua superfície molecular, bem como as suas 
estruturas secundárias. 

A partir destas informações, o presente trabalho tem como objetivo avaliar, por meio de 

experimentos in vivo, a toxicidade da NXH8 e a capacidade de anticorpos gerados contra essa 

proteína em neutralizar a letalidade do veneno de Micrurus corallinus. 

Juntamente aos estudos in vivo, serão realizadas análises in silico utilizando ferramentas 

avançadas, como o AlphaFold2 e técnicas de docking molecular, para investigar as possíveis 
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interações da NXH8 com os nAChRs. Essas análises serão comparadas à estrutura da α-

bungarotoxina (α-BgTx), cuja ação pós-sináptica é amplamente descrita na literatura científica. 

Através dessas abordagens, espera-se alcançar uma compreensão mais profunda sobre 

o mecanismo de ação da NXH8 nos nAChRs e sua relevância para a letalidade do veneno de 

M. corallinus, contribuindo para o desenvolvimento de intervenções terapêuticas mais eficazes 

no tratamento de envenenamentos causados por serpentes da família Elapidae. 
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        2. OBJETIVOS 
2.1 Objetivos gerais 

• Investigar a toxicidade in vivo da toxina NXH8 em grupos de camundongos 

Balb/c fêmeas; 

• Investigar, in silico, as interações moleculares de NXH8 com o nAChR de 

Torpedo californica, visando a compreensão dos mecanismos moleculares que influenciam 

em sua toxicidade; 

• Comparar as interações de NXH8 com o nAChR com aquelas observadas com 

α-bungarotoxina, cuja alta afinidade sobre estes receptores já está bem descrita. 

2.2 Objetivos específicos 

• Determinar a estrutura molecular de NXH8 através de AlphaFold2; 

• Realizar o docking molecular in silico da NXH8 com receptores nAChR de 

torpedo; 

• Comparar as interações da NXH8 com nAChR as interações da α-BgTx; 

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

identificando possíveis fatores estruturais na NXH8 que contribuem para a toxicidade em 

comparação à α-BgTx.
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 3.  MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 Síntese Química de NXH8 

A forma ativa de NXH8 foi obtida por meio da síntese química, conforme descrito anteriormente 

[23]. Resumidamente, a sequência madura de NXH8 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 

aminoácido protegido adequado. As proteções de cadeia lateral dos aminoácidos Fmoc 

utilizados incluíram éster t-butílico (Glu, Asp), éter t-butílico (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 aminoácidos foi realizado em ciclos de 5 minutos, com uma mistura 

de Fmoc-aminoácido, HCTU e N-metilmorfolina (NMM) em N-metilpirrolidona (NMP), 

seguido pela cobertura da resina. A remoção da proteção Fmoc foi conduzida utilizando uma 

solução de piperidina a 20% em NMP. Após a clivagem da resina e desproteção das cadeias 

laterais com uma solução de TFA, H₂O e TIS (90:5:5), os peptídeos foram precipitados em 

etanol frio, liofilizados em ácido 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 peptídeos foram submetidos ao processo de enovelamento em uma solução de Tris-

HCl 100 mM (pH 8,0), contendo 1 mM de EDTA, 1 mM de GSH-GSSG e 20% de glicerol, 

com uma concentração de peptídeo de 0,05 mg/mL. Após incubação por 24–36 horas a 4°C, o 

pH foi ajustado para 3 com TFA a 30%, e os peptídeos enovelados foram purificados novamente 

por HPLC. A caracterização final da estrutura e pureza foi realizada por espectrometria de 

massa ESI-MS em um Bruker Esquire HCT 3000 plus. Para evitar adsorção de proteínas, o 

enovelamento foi conduzido em tubos Microsorb de 10 mL (Nunc, Thermo Fisher Scientific). 

Para maior clareza, a toxina sintética será identificada por sNXH8. 

3.2 Letalidade de sNXH8 in vivo 

 Camundongos Balb/c, fêmeas, com peso de aproximadamente 20g foram divididos em 3 

grupos de 5 animais, cada. Grupo controle: recebeu 3 DL50 de veneno de Micrurus corallinus 

[24]. Grupo 20 μg: recebeu 20μg de NXH8 sintética; Grupo 40 μg: recebeu 40 μg de NXH8 

sintética. A sobrevida dos animais foi monitorada por 48 horas. Ao final do experimento, os 

animais foram eutanasiados.  

3.2.1 Ensaio de sobrevivência 

25 camundongos Balb/c, fêmeas, com peso aproximado de 20 g, foram divididos em cinco 
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grupos de 5 animais, os quais foram inoculados com 3 DL50 de veneno de Micrurus corallinus 

[24] diluído em solução salina estéril, na presença de soro antielapídico (Instituto Butantan), na 

presença de anticorpos anti-sNXH8 ou ainda na presença de um inibidor de PLA2, Varespladib 

[25-29] (Tabela 1). 

Tabela 1 - Grupos de camundongos utilizados em ensaios de sobrevivência 

Grupo Material inoculado Volume inoculado e via de 
inoculação 

Grupo 1 Veneno de M. corallinus pré-incubado (30 min, 37ºC), com solução salina. 50 μL - Intramuscular 

Grupo 2 Veneno de M. corallinus pré-incubado (30 min, 37ºC), com soro antielapídico 
(Instituto Butantan). 50 μL - Intramuscular 

Grupo 3 Veneno de M. corallinus pré-incubado (30 min, 37ºC), com anticorpos anti-NXH8 – 
proporção 1:1 (v/v). 50 μL - Intramuscular 

Grupo 4 
Veneno de M. corallinus pré-incubado (30 min, 37ºC), com solução salina. 50 μL - Intramuscular 

Varespladib (VPL) – 0,5 mg·Kg-1. 100 μL - Intraperitoneal 

Grupo 5 
Veneno de M. corallinus pré-incubado (30 min, 37ºC), com anticorpos anti-NXH8 – 
proporção 1:1 (v/v). 

50 μL - Intramuscular 

Varespladib (VPL) – 0,5 mg·Kg-1. 100 μL - Intraperitoneal 

 
3.3 Análises estruturais 

3.3.1 Modelagem molecular 

Para prever a estrutura 3D da NXH8, foi utilizado o AlphaFold2 (Google DeepMind), 

uma ferramenta de predição da estrutura de proteínas, tendo como base as sequências de 

aminoácidos [30].  

Para a modelagem da toxina NXH8, utilizou-se a sequência isolada do peptídeo maduro 

da toxina NXH8 (UniProt: P58370); enquanto para a modelagem da estrutura de NXH8 em 

complexo com o receptor nAChR, juntamente com a sequência isolada do peptídeo maduro da 

toxina NXH8, foram também adicionadas as sequências das subunidades α2βγδ de nAChR de 

Torpedo californica (subunidade α: UniProt P02710, subunidade β: UniProt P02712, 

subunidade γ: UniProt P02714, subunidade δ: 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 diferença entre as estruturas preditas 

e as estruturas já determinadas de proteínas homólogas, Z-score (ProSA) avaliou a qualidade 

global do modelo em comparação com estruturas experimentais, LDDT forneceu uma medida 
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da precisão da modelagem em relação às proteínas homólogas. Por sua vez, o diagrama de 

Ramachandran foi empregado para verificar os ângulos de torção das cadeias polipeptídicas, 

garantindo a integridade conformacional do modelo [31, 32]. Os modelos com os escores de 

confiança mais altos (pLDDT entre 70 e 90; ipTM entre 0,6 e 0,8) foram selecionados para as 

análises subsequentes. 

3.3.1.1 nAChR de Torpedo californica (Tetronarce californica) 

 A Tetronarce californica, anteriormente conhecida como Torpedo californica, é uma 

arraia costeira. Ela utiliza os dois órgãos elétricos localizados nas laterais da cabeça tanto para 

caçar quanto para se defender. Taxonomicamente, pertence à ordem Torpediniformes, à família 

Torpedinidae e ao gênero Tetronarce, descrito por Gill em 1862 e registrado oficialmente no 

ZooBank com o identificador LSID: urn:lsid:zoobank.org:act:1C4C2702-322D-46A7-BE48-

9E7C1891CCD9 [33]. Para a espécie em questão, o basiônimo é Torpedo californica Ayres, 

1855, enquanto o nome canônico atual é Tetronarce californica [34]. A espécie foi descrita 

originalmente por Ayres em 1855 e, posteriormente, transferida para o gênero Tetronarce por 

Gill, devido aos avanços no entendimento taxonômico. O nome do gênero, Tetronarce, deriva 

do grego e faz referência às características elétricas da espécie, enquanto, californica, denota o 

estado da Califórnia, onde o animal foi descoberto pela primeira vez [35, 36].  

O nAChR de T. californica é composto por cinco subunidades, sendo elas α2βγδ, esse 

receptor e um sítio de ligação, é amplamente utilizado em estudos de predição de proteínas 

devido à sua estrutura tridimensional bem caracterizada, que serve como modelo para proteínas 

de membrana e canais iônicos ativados por ligantes. Este receptor oferece dados experimentais 

de alta qualidade para validar algoritmos de predição, como os baseados em modelagem por 

homologia. Além disso, sua interação bem documentada com ligantes, como a α-bungarotoxina, 

facilita a análise da dinâmica molecular [37]. 

3.3.2 Atracamento molecular (docking) 

Após a predição 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 proteínas de interesse, gerados previamente pelo AlphaFold2, foram 

submetidos ao servidor HADDOCK (High Ambiguity Driven DOCKing), versão 2.4 (VAN 

ZUNDERT et al., 2016). Este servidor utiliza informações de restrições ambíguas e não 

ambíguas para realizar acoplamentos moleculares detalhados. 

Os resíduos envolvidos nas interfaces αγ e αδ foram identificados com base na análise 

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

A tabela 2 apresenta os resíduos ativos e passivos identificados nas interfaces αδ e αγ, 

separados por cadeia. Os resíduos ativos foram determinados manualmente a partir das análises 

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 resíduos ativos. Os resíduos passivos representam regiões adjacentes ou próximas 

aos resíduos ativos, com potencial para participar de interações intermoleculares. Essa 

abordagem automatizada permite que o software inclua áreas adicionais que possam contribuir 

para a estabilidade e especificidade das interações durante o processo de atracação molecular, 

garantindo uma análise mais abrangente e objetiva das interfaces de interação, reduzindo o viés 

introduzido pelo operador. 

Tabela 2. Resíduos Ativos e Passivos Identificados nas Interfaces αδ e αγ 

 

O procedimento foi configurado com 500 passos no primeiro estágio de resfriamento e 

1000 passos nos estágios subsequentes. O método de agrupamento aplicado foi o FCC, com 

cutoff de 0,6, e o modelo dielétrico utilizado foi o rdie, com potencial eletrostático ativado para 

assegurar a precisão. As análises energéticas consideraram interações de van der Waals, 

repulsão estérica, energia eletrostática e energia de solvatação. Além disso, ligações de 

hidrogênio e a integridade estrutural foram verificadas, enquanto a solvatização inicial foi 

realizada sem manutenção de moléculas de água. 

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

melhores modelos de cada cluster foram selecionados para análise posterior. A validação 
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considerou a estabilidade conformacional e a relevância biológica dos complexos, assegurando 

que as interações observadas fossem consistentes com os dados obtidos previamente pelo 

AlphaFold. 

3.3.3 Dinâmica Molecular com Amber 

Para as análises de dinâmica molecular das toxinas NXH8 ou α-BgTx em contato com 

o nAChR, as estruturas primárias das cindo subunidades (α2βγδ) nAChR de T. californica, 

junto com a sequência (em duplicata) de NXH8 ou α-BgTx, foram submetidas a simulações de 

dinâmica molecular através do framework disponibilizado no Google Colab, o qual utiliza os 

protocolos descritos por Arantes et al. [38] e que integram o toolkit OpenMM em notebooks 

Jupyter. 

Inicialmente, os sistemas foram preparados a partir das estruturas PDB, com a aplicação 

do campo de força AMBER ff14SB [39, 40] para descrever as interações biomoleculares. O 

sistema foi imerso em uma caixa de água explícita com modelo TIP3P [41], e íons foram 

adicionados para neutralizar a carga total. Após a minimização de energia e o aquecimento 

gradual até 300 K, a simulação foi conduzida em um condições de pressão e temperatura 

constantes, permitindo a observação da dinâmica molecular em condições próximas às 

fisiológicas. Devido às limitações de tempo de execução do Colab, a simulação foi dividida em 

50 segmentos (strides), com cada segmento cobrindo 2 ns de produção. Ao final de cada stride, 

arquivos de estado contendo posições e velocidades dos átomos foram gerados, permitindo a 

continuidade dos cálculos até totalizar 100 ns de simulação. 

As análises realizadas incluíram o cálculo do RMSD (Root Mean Square Deviation), 

para monitorar mudanças globais na conformação do complexo, e do RMSF (Root Mean Square 

Fluctuation), para avaliar a flexibilidade local, identificando regiões dinâmicas e estáveis. 

Componentes principais (PC1 e PC2) foram utilizados para entender os principais modos de 

movimento do complexo ao longo da simulação, enquanto o raio de giro (Rg) forneceu 

informações sobre a compactação estrutural. Além disso, padrões de correlação cruzada (CCj) 

foram analisados para identificar interdependências dinâmicas entre diferentes regiões do 

complexo, contribuindo para a compreensão das interações cooperativas entre NXH8 e o 

receptor. 

As simulações também permitiram explorar as interações específicas entre NXH8 e os 

loops C das subunidades α do receptor, que desempenham um papel essencial no 

reconhecimento e ligação da toxina. Comparações com dados de toxinas bem caracterizadas, 

como a α-bungarotoxina, reforçaram a relevância funcional de NXH8 no bloqueio ou 
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modulação do receptor nAChR, fornecendo subsídios para entender seu impacto em processos 

neuromusculares. 

3.3.4 Análises estatística 

Para avaliar a diferença estatística entre os diferentes grupos experimentais nos ensaios 

de sobrevivência, realizou-se o teste de Kruskal-Wallis. A análise foi feita através do software 

R versão 4.4.1 (The R Foundation for Statistical Computing Platform). Este teste não 

paramétrico foi escolhido devido ao pequeno tamanho amostral (n = 5, por grupo) e à sua 

adequação para comparar medianas de dois ou mais grupos independentes, sem a necessidade 

de suposição de distribuição normal (ANEXO IV). 

3.3.5 Declaração de Ética 

Os experimentos com animais descritos neste relatório foram aprovados pelo Comitê de 

Ética no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/UNINOVE, protocolo n.º 

4463100419). Os experimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes éticas gerais para 

uso de animais estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Ciência de Animais de Laboratório 

(SBCAL) e legislação brasileira (Lei Federal n.º 11.794, de 8 de outubro de 2008), em conjunto 

com as diretrizes para experimentos com animais estabelecidas pelo Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e a Diretiva da UE 2010/63/UE para a 

proteção de animais usados para fins científicos (ANEXO II). 
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4.1 Letalidade in vivo de NXH8. 

48 horas após a administração, com exceção 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 DL50 de 

aproximadamente 0,35 mg·Kg-1 [24], estes resultados sugerem que NXH8 apresenta baixa 

toxicidade, visto que nem mesmo a dose de 2,0 mg·Kg-1, equivalente a 6 vezes a DL50 do 

veneno total, apresentou letalidade aos grupos de animais. 

Infelizmente, devido ao alto custo para se obter estas toxinas através de síntese química, 

optamos pela não determinação dos valores exatos de DL50, visto que esse procedimento 

consumiria quantidades importantes de material, o que inviabilizaria futuras caracterizações. 

Em relação, especificamente, à toxina NXH8, esta baixa toxicidade não é uma surpresa 

se considerarmos que NXH8 é similar às neurotoxinas não convencionais, às quais são 

conhecidas por sua baixa toxicidade [21]. Ademais, como descrito anteriormente [23], a ação 

bloqueadora de NXH8 sobre a placa motora em preparações ex vivo de nervo frênico-diafragma, 

pode ser facilmente revertida através de lavagem com solução salina. 

4.2 Ensaio de sobrevivência 

Camundongos injetados com veneno pré-incubado com solução salina (G1) morreram 

em 6,00 ± 1,22 horas (média ± DP). Em contrapartida, todos os camundongos injetados com 

veneno pré-incubado com soro antielapídico do Instituto Butantan (G2) sobreviveram por mais 

de 48 horas. Camundongos injetados com veneno pré-incubado com anticorpos anti-sNXH8 

(G3) não conseguiram neutralizar a toxicidade do veneno, resultando em um tempo de 

sobrevivência de 7,2 ± 0,84 horas, sugerindo que outros componentes do veneno são 

responsáveis pela letalidade. Não houve diferença estatisticamente significativa na 

sobrevivência entre G1 e G3 (p = 0,108).  

A administração intramuscular de Varespladib (VPL) após a administração 

intraperitoneal de veneno pré-incubado com solução salina (G4) aumentou significativamente 

a sobrevivência para 10,2 ± 0,45 horas (p < 0,05), indicando que a PLA2 (possivelmente uma 

β-neurotoxina pré-sináptica) contribui para a letalidade. Estes resultados corroboram achados 

já publicados por outros pesquisadores [25-29]. 

A administração intramuscular de VPL, após a administração intraperitoneal de veneno 

pré-incubado com anti-sNXH8 (G5) aumentou ainda mais a sobrevivência para 11,0 ± 1,22 

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

significativo (Figura 6). 

Figura 6 - Ensaio de sobrevivência e neutralização por anti-sNXH8 e VLP 

 
Avaliação da capacidade de anticorpos anti-sNXH8 e VLP em neutralizar a toxicidade do veneno de M. corallinus. 
Letras diferentes indicam haver diferença estatística entre os grupos (p < 0.05). Letras iguais indicam não haver 
diferença estatística entre os grupos (p > 0.05). 

4.3 Análises estruturais in silico. 

4.3.1 Análise comparativa das interações de α-BgTx e NXH8 com o Receptor nAChR de T. 

californica 

A análise das interações entre as alças de α-BgTx e NXH8 com o receptor nAChR de T. 

californica revela diferenças fundamentais que explicam a menor afinidade de NXH8 em 

relação a α-BgTx. Essas diferenças refletem o número, tipo e especificidade dos contatos 

estabelecidos entre os resíduos das toxinas e do receptor. 

4.3.1.1 Interações na interface αγ do nAChR 

Na interface αγ, a primeira alça de α-BgTx forma uma rede complexa e densa de 

interações com resíduos da cadeia α. Dentre os contatos, destacam-se αTrp187, que interage 

diretamente com os resíduos Thr6, Ala7, Thr8 e Ser9 de α-BgTx, e αTyr189, que forma múltiplas 

conexões com Thr6, Thr8, Ser9, Pro10 e Ile11. Esses resíduos desempenham papéis centrais na 

ligação, criando uma interface rica em interações aromáticas e hidrofóbicas, essenciais para 

uma estabilidade e alta afinidade. Em contraste, NXH8 estabelece interações menos 

diversificadas e com menor densidade, envolvendo αTrp187 em ligação com Phe8, enquanto 

αTyr189 interage apenas com Lys9. Essa limitação reflete a menor capacidade de NXH8 em 

estabelecer uma rede de contatos complexa como a de α-BgTx (Tabela 3). 

A segunda alça de α-BgTx também contribui significativamente para a interface αγ. Ela 
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interage com resíduos como αTyr189, αTyr190 e αThr191, formando ligações com Val39, Val40, 

Asp30, Phe32 e Arg36 de α-BgTx. Essas interações incluem contatos aromáticos e hidrofóbicos, 

que aumentam a estabilidade e especificidade da ligação. Por outro lado, NXH8 apresenta uma 

rede de contatos menos diversificada. Os principais pontos de interação envolvem αTyr198, 

αCys192 e αTyr190, que se conectam a Arg39, Thr33 e Leu37. A ausência de resíduos aromáticos 

adicionais em NXH8 limita a formação de interações π-π e hidrofóbicas, reduzindo ainda mais 

sua afinidade (Tabela 3). 

Tabela 3 - Resíduos envolvidos nas interações de α-BgTx e NXH8 com a interface αγ do 
nAChR 

 

As diferenças se tornam ainda mais evidentes na terceira alça. Na cadeia γ, α-BgTx 

utiliza resíduos aromáticos, como Trp55 e Tyr117, para formar interações estáveis e 

complementares com resíduos como Lys34 e Thr36 do receptor. Essas interações incluem forças 

π-π e hidrofóbicas, essenciais para reforçar a estabilidade. Por outro lado, NXH8 apresenta 

interações menos específicas e dispersas. Os contatos principais envolvem resíduos como Lys34, 

Tyr117 e Leu119, que interagem com His34, Arg35 e Thr33 de NXH8. A ausência de uma rede 

densa de interações aromáticas em NXH8 compromete a força da ligação, resultando em uma 

menor afinidade geral na interface αγ (Tabela 3). 
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4.3.1.2 Interações na interface αγ do nAChR 

Na interface αδ, α-BgTx demonstra sua capacidade de formar redes de interações 

amplas e altamente complementares, aproveitando resíduos aromáticos, hidrofóbicos e polares 

tanto na cadeia α quanto na cadeia δ do receptor (Tabela 4). 

Tabela 4 - Resíduos envolvidos nas interações de α-BgTx e NXH8 com a interface αδ do 
nAChR 

 

Na cadeia α, destacam-se os resíduos αTrp187, que estabelece múltiplos contatos com 

Thr6, Ala7, Thr8 e Ser9 de α-BgTx, e αTyr189, que interage com Thr6, Thr8, Ser9, Pro10 e Ile11. 

Além disso, αVal188 e αPro194 reforçam a rede de interações ao conectarem-se a Val39, Ser9 e 

Gln10. Essas conexões aromáticas e hidrofóbicas criam uma interface altamente estável e 

complementar. Por outro lado, NXH8 apresenta interações na cadeia α que são menos 
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diversificadas e restritas. Por exemplo, αTyr189 interage com Phe8 e Lys9, enquanto αPro194 e 

αAsp195 estabelecem contatos com Lys9 e Thr10. A ausência de resíduos aromáticos adicionais, 

como os encontrados em α-BgTx, limita as interações π-π e hidrofóbicas, comprometendo a 

estabilidade geral da ligação. 

Na cadeia δ, α-BgTx mantém sua superioridade na densidade e diversidade de 

interações. Resíduos como Thr38, Trp57 e Leu121 interagem com Ala31, Phe32 e outros resíduos 

de α-BgTx. A presença de resíduos aromáticos, como Trp57 e Phe32, e de resíduos polares, como 

Asp180 e Glu182, assegura uma rede de interações π-π, hidrofóbicas e eletrostáticas altamente 

estável. Em contraste, NXH8 forma uma rede mais restrita com a cadeia δ, envolvendo contatos 

limitados, como os entre His34, Asn32 e Trp31 de NXH8 com Thr38, Leu121 e Trp176 do receptor. 

A ausência de resíduos aromáticos, como os equivalentes a Phe32 de α-BgTx, reduz 

significativamente as interações estabilizadoras.  

As interações específicas da terceira alça na cadeia δ reforçam ainda mais essas 

diferenças. α-BgTx utiliza resíduos como Tyr54 para formar interações específicas e altamente 

estáveis com Pro181 e Glu182, criando uma interface robusta. Em contrapartida, NXH8 forma 

interações mais dispersas, envolvendo resíduos como Gly53, Pro52 e Val54, mas a predominância 

de resíduos hidrofílicos limita a força e a estabilidade dessas interações. 

4.3.2 Dinâmica Molecular 

A análise de dinâmica molecular revela diferenças cruciais entre os efeitos 

conformacionais de α-BgTx e NXH8 sobre o nAChR. Embora ambos os ligantes bloqueiem o 

receptor, NXH8 induz alterações conformacionais menos extensas e globalmente disruptivas 

do que BgTx, o que está diretamente associado ao seu menor potencial tóxico. A seguir, 

apresentamos como os resultados das análises estruturais ajudam a explicar essas diferenças. 

4.3.2.1 Análise de RMSD 

Os mapas bidimensionais de RMSD fornecem informações sobre as diferenças 

conformacionais ao longo do tempo. Para NXH8, o mapa apresenta uma predominância de tons 

púrpuras claros, refletindo pequenas variações conformacionais entre os estados estruturais 

consecutivos.  

A linha verde na base do quadrado evidencia que ainda que variações estruturais entre 

o estado inicial (t = 0 ns) e os momentos mais avançados da simulação estejam presentes, estas 

alterações ocorrem de forma incremental, sem grandes oscilações. Isso sugere que NXH8, 

embora ainda possa apresentar atividade antagonista sobre o nAChR, como já foi observado em 

preparações ex vivo [23], não induz perturbações drásticas ou explorações conformacionais 
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extensas (Figura 7). 

Em comparação, o mapa de α-BgTx apresenta várias regiões esverdeadas dispersas, 

especialmente entre o intervalo entre 40 e 60 ns, indicando alterações conformacionais 

significativas. Esse período sugere a capacidade de α-BgTx em promover transições estruturais 

mais amplas e desestabilizadoras, eventualmente acompanhadas de perturbações globais na 

conformação do receptor (Figura 7). 

 
Figura 7 - Análise Comparativa dos Mapas 2D, Gráficos Temporais e Histogramas de RMSD 

para as Interações de BgTx e NXH8 com o Receptor nAChR de T. californica. 

 
Os mapas 2D, gráficos de RMSD ao longo do tempo e histogramas destacam diferenças conformacionais do 
receptor nAChR com α-BgTx (esquerda) e NXH8 (direita). Para α-BgTx, as flutuações estabilizam-se após 20 ns, 
precedidas por grandes variações estruturais. O histograma concentra-se entre 2.5 – 3.0 Å, indicando alterações 
consistentes e possivelmente significativas no sítio ortostérico, comprometendo a ligação da acetilcolina e abertura 
do canal iônico. NXH8, por outro lado, induz flutuações menos estáveis, com alterações ao longo de todo o tempo. 
O histograma mais espalhado e o mapa 2D, com predomínio de púrpura, sugerem interações dinâmicas, mas sem 
causar alterações críticas no sítio ortostérico, permitindo a ligação da acetilcolina e abertura do canal iônico. 

Os histogramas de distribuição de RMSD fornecem uma visão geral da variação 

conformacional ao longo da simulação. Para α-BgTx, a distribuição de RMSD apresenta um 

pico mais amplo e centrado em torno de 2,5 – 3,0 Å. Esse perfil confirma que α-BgTx induz 

variações estruturais significativas no receptor, refletindo a exploração de diferentes estados 

conformacionais ao longo de toda a simulação. No caso de NXH8, a distribuição de RMSD é 

mais estreita, com um pico centrado entre 2,0 e 2,5 Å, indicando que as alterações 

conformacionais são mais limitadas. No entanto, isso não implica uma estabilização funcional 

do receptor, mas sim que NXH8 promove mudanças estruturais que, embora suficientes para 
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bloquear o receptor, ocorrem de maneira menos drástica e mais incremental, sem que ocorram 

grandes perturbações globais. 

Na comparação, BgTx causa mudanças conformacionais globais mais significativas, 

como evidenciado pelas maiores flutuações no RMSD e pela amplitude da distribuição. Esse 

comportamento está associado ao seu mecanismo de interação mais agressivo, que 

frequentemente induz estados conformacionais amplamente divergentes. Por outro lado, NXH8 

apresenta um perfil de interação mais contido, promovendo alterações conformacionais 

limitadas que não comprometem de forma severa a integridade estrutural do receptor, apesar de 

ainda bloqueá-lo. 

Esses resultados sugerem que α-BgTx explora múltiplos estados conformacionais do 

receptor, promovendo perturbações significativas na sua dinâmica global. Em contraste, NXH8 

promove alterações mais localizadas e menos disruptivas, mantendo o receptor em 

conformações que, embora bloqueadas, não apresentam grandes desvios estruturais. Essa 

diferença reflete os distintos mecanismos de ação 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 observações são consistentes com outras análises, como PCA, RMSF e 

correlação cruzada, que corroboram a natureza distinta das interações entre os ligantes e o 

nAChR. 

4.3.3.2 Gráficos de RMSF 

Os gráficos de RMSF oferecem uma visão detalhada sobre a flexibilidade dos resíduos 

do receptor em interação com os ligantes α-BgTx e NXH8, permitindo identificar padrões 

distintos entre as duas toxinas. 

Para α-BgTx, os picos mais acentuados de RMSF estão associados a resíduos 

localizados em regiões que, por natureza, apresentam maior mobilidade. No entanto, os resíduos 

finais (faixa 1100–1200), correspondentes às duas moléculas de α-BgTx, exibem uma 

flexibilidade relativa com valores próximos a 3 Å, indicando que essas regiões permanecem 

relativamente estáveis ao longo da simulação. Esse comportamento sugere que, embora α-BgTx 

induza alguma mobilidade em áreas periféricas, sua ligação ao receptor é sólida, com interações 

suficientemente fortes para estabilizar as regiões diretamente envolvidas no contato (Figura 8).  

De maneira semelhante, a análise de RMSF para NXH8 também revela picos 

pronunciados em resíduos localizados em regiões de alta mobilidade. Contudo, ao contrário de 

α-BgTx, as oscilações observadas na faixa de resíduos entre 1100 e 1200, correspondentes às 

duas moléculas de NXH8, são significativamente mais intensas. Esse comportamento está 
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alinhado com os dados previamente analisados (RMSD 2D – Figura 7), que indicam uma 

flexibilidade constante de NXH8 ao longo de toda a simulação. 

Figura 8 - Análise dos Gráficos de RMSF para as Interações de BgTx e NXH8 com o 
Receptor nAChR de T. californica. 

 
Gráficos de RMSF para o receptor nAChR de Torpedo californica em interação com α-BgTx (acima) e NXH8 
(abaixo). O gráfico de α-BgTx apresenta dois picos acentuados em regiões específicas, os quais representam 
resíduos (α-Phe135 e Gly-C-Term) localizados em regiões naturalmente flexíveis (ilustrações ao lado. A região 
final (faixa 1100–1200), por outro lado, permanece relativamente estável, sugerindo uma menor mobilidade por 
parte de α-BgTx. O gráfico de NXH8 (abaixo) também mostra dois picos que representam dois resíduos (α-Pro136 
e δ-Asp168) localizados em regiões flexíveis; no entanto, a faixa final (1100–1200) mostra oscilações mais 
intensas, indicando que NXH8 apresenta uma maior flexibilidade ao longo da simulação. 

 
4.3.3.3 Distribuição nos Componentes Principais (PC1 e PC2) 

A análise da distribuição nos componentes principais (PC1 e PC2) mostra que BgTx (à 

esquerda) apresenta dois agrupamentos bem definidos. Essa separação clara entre os clusters 

sugere que BgTx induz transições conformacionais significativas no receptor, levando-o a 

explorar estados estruturais distintos, mas bem definidos, ao longo da simulação. O 

espaçamento maior entre os agrupamentos indica que BgTx tem um impacto mais amplo e 

global na dinâmica do receptor (Figura 9). 
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Figura 9 - Distribuição dos Componentes Principais (PC1 e PC2) para as Interações de BgTx 

e NXH8 com o Receptor nAChR de T. californica. 

 
A figura apresenta a distribuição dos componentes principais (PC1 e PC2) para as interações de BgTx (à 
esquerda) e NXH8 (à direita) com o receptor nAChR de T. californica. No caso de BgTx, observa-se a formação 
de dois agrupamentos bem definidos, sugerindo transições conformacionais significativas que levam à 
exploração de estados estruturais distintos. Esse espaçamento maior entre os clusters reflete um impacto global e 
dinâmico na conformação do receptor. Em contraste, o gráfico de NXH8 apresenta uma distribuição mais 
uniforme, com os pontos formando um único cluster contínuo. Isso indica que NXH8 provoca variações 
conformacionais menos pronunciadas, mantendo o receptor em estados estruturais mais homogêneos e restritos, 
com menor impacto nas transições globais. 

Por outro lado, NXH8 (à direita) apresenta uma distribuição mais uniforme, com os 

pontos formando um único cluster contínuo, indicando que as variações conformacionais 

causadas por NXH8 são menos pronunciadas, mantendo o receptor em um conjunto de estados 

estruturais mais restrito e homogêneo. A ausência de separação clara em clusters sugere que 

NXH8 tem menor impacto sobre as transições conformacionais globais do receptor. 

4.3.3.4 Gráficos do Raio de Giro (Rg) 

 Os gráficos apresentados na figura 10 comparam o comportamento do raio de giro do 

receptor nAChR de T. californica em interação com as toxinas α-BgTx e NXH8 ao longo do 

tempo de simulação, fornecendo informações relevantes sobre a estabilidade e a flexibilidade 

conformacional do receptor. No caso da α-Bungarotoxina (α-BgTx), observa-se que o raio de 

giro apresenta flutuações ao longo da simulação, com valores variando entre 33,4 e 34,2 Å. 

Apesar dessas oscilações, a tendência média se mantém constante em torno de 33,8 Å, conforme 

indicado pela linha de tendência azul pontilhada. Esse comportamento sugere que, embora haja 

pequenas variações locais, a estrutura global do receptor permanece estável durante toda a 

simulação, indicando uma conformação equilibrada e consistente na presença de α-BgTx. 

Por outro lado, a análise do comportamento na presença de NXH8 revela um padrão 
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distinto. O gráfico mostra um aumento progressivo no raio de giro ao longo do tempo, partindo 

de valores próximos a 33,3 Å no início da simulação e atingindo aproximadamente 34,2 Å ao 

final. A linha de tendência azul pontilhada apresenta uma inclinação positiva, indicando uma 

expansão gradual e contínua da estrutura global do receptor. Esse comportamento sugere que 

NXH8 promove uma maior flexibilidade conformacional, levando a uma expansão estrutural 

ao longo da simulação. Essa observação é corroborada pela distribuição do raio de giração, que 

apresenta um pico menos definido e maior dispersão, evidenciando a dinâmica mais flexível do 

sistema em comparação à interação com α-BgTx. 

Figura 10 - Comparação do Raio de Giro (Rg) entre as Interações de BgTx e NXH8 com o 
Receptor nAChR de T. californica 

 
A figura ilustra as flutuações do raio de giro (Rg) do receptor nAChR em interação com α-BgTx e NXH8. A α-
BgTx apresenta flutuações mais controladas, com valores médios constantes ao longo do tempo, refletindo uma 
estabilidade estrutural global, apesar das variações locais. Em contraste, o NXH8 exibe um aumento progressivo 
no Rg, indicando uma expansão gradual da estrutura do receptor e uma maior flexibilidade conformacional ao 
longo da simulação. 

A comparação entre os dois comportamentos revela efeitos distintos das toxinas sobre o 

receptor nAChR. Enquanto α-BgTx atua de forma estabilizadora, mantendo a conformação 

estrutural com oscilações controladas e estabilidade ao longo do tempo, NXH8 induz uma maior 

mobilidade e uma expansão gradual da estrutura, refletindo um comportamento mais dinâmico 

e menos estável. 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 Padrões de Correlação Cruzada 

A figura 11 apresenta mapas de correlação cruzada (CCij) dos resíduos do receptor 

nAChR de T. californica em interação com α-BgTx e NXH8. Esses mapas representam a 

relação dinâmica entre os resíduos, com áreas escuras indicando fortes correlações cruzadas 

positivas (púrpura) ou negativas (verde), enquanto áreas em branco indicam baixa ou nenhuma 

correlação. A análise dos dois mapas revela comportamentos distintos na modulação estrutural 

do receptor promovida pelas duas toxinas. 

Figura 11 - Padrões de Correlação Cruzada para as Interações de BgTx e NXH8 com o 
Receptor nAChR de T. californica 

 
A figura apresenta os padrões de correlação cruzada (CCij) entre os resíduos do receptor nAChR de T. californica 
em interação com α-BgTx e NXH8. No gráfico de NXH8, predominam blocos de correlação positiva (púrpura) 
concentrados ao longo da diagonal principal, sugerindo movimentos coordenados localizados e limitados a regiões 
específicas do receptor. As áreas de correlação negativa (verde) são esparsas, indicando que a ligação de NXH8 
promove poucas alterações estruturais globais, mantendo o receptor em um estado mais estável. Em contraste, o 
gráfico de α-BgTx exibe padrões mais extensos de correlação positiva e negativa. Isso reflete uma reestruturação 
conformacional global mais pronunciada, com movimentos sincronizados (púrpura) e anticorrelacionados (verde) 
entre resíduos distantes. 

No caso da α-BgTx (à esquerda), o mapa apresenta maiores regiões escuras, tanto em 

púrpura quanto em verde. Essas áreas indicam correlações cruzadas significativas entre os 

resíduos, refletindo mudanças estruturais coordenadas e dinâmicas em múltiplas regiões do 

receptor. A intensidade e extensão dessas correlações sugerem que a α-BgTx promove uma 

reestruturação conformacional global, envolvendo várias regiões do receptor, com interações 

dinâmicas mais acentuadas e interdependentes. 

Em contraste, o mapa para NXH8 (à direita) exibe maiores áreas em branco e regiões de 

correlação menos intensas, embora ainda existam correlações positivas e negativas 

concentradas em torno da diagonal principal. Esse padrão indica que, sob a influência de NXH8, 
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as correlações cruzadas entre resíduos são mais restritas e menos intensas em comparação com 

α-BgTx. A predominância de áreas em branco sugere uma menor reorganização estrutural, com 

menos mudanças coordenadas ao longo do receptor. Assim, NXH8 parece manter a estrutura 

global do receptor em um estado mais estável, com menos flexibilidade dinâmica e menores 

interdependências entre regiões distantes. 

Portanto, a comparação entre os dois mapas destaca os efeitos distintos das toxinas na 

modulação conformacional do receptor nAChR. A α-BgTx induz mudanças estruturais mais 

amplas e dinâmicas, promovendo interações sincronizadas e anticorrelacionadas entre resíduos 

distantes. Por outro lado, a NXH8 apresenta um efeito mais localizado e estável, com menor 

intensidade de correlações cruzadas e, consequentemente, menor reorganização estrutural do 

receptor. Esses resultados corroboram as análises anteriores, sugerindo que α-BgTx atua como 

um modulador mais dinâmico, enquanto NXH8 exerce um papel mais estabilizador sobre a 

estrutura do receptor. 
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A baixa toxicidade in vivo da toxina NXH8, evidenciada pela ausência de letalidade 

mesmo em doses equivalentes a seis vezes a DL50 do veneno total de M. corallinus, reflete 

características estruturais típicas das α-neurotoxinas não convencionais. Ao contrário de toxinas 

altamente potentes, como a α-BgTx, NXH8 apresenta uma afinidade significativamente 

reduzida pelos nAChRs, conforme demonstrado pelas análises estruturais e de interação in 

silico [23, 42]. Essa afinidade reduzida limita a capacidade da toxina de modular a função do 

receptor de forma eficaz, contribuindo para sua menor toxicidade. 

Os dados de sobrevivência dos camundongos reforçam a importância da PLA2 como o 

principal fator de letalidade no veneno de M. corallinus. A administração de VPL, um inibidor 

de PLA2, aumentou significativamente a sobrevivência dos animais, sugerindo que a toxicidade 

do veneno está fortemente associada à ação dessa β-neurotoxina. Essa observação, junto ao fato 

de que a administração de VPL em conjunto com anticorpos anti-sNXH8 não ter resultado em 

maior proteção, corrobora o papel limitado que a toxina NXH8 tem sobre a letalidade global do 

veneno. 

A análise estrutural das interações de NXH8 com o nAChR nas interfaces αγ e αδ 

revelou diferenças fundamentais em comparação com a α-BgTx. Na primeira alça, Finger I, 

enquanto a α-BgTx possui uma rede densa de interações envolvendo resíduos aromáticos, 

hidrofóbicos e polares, promovendo alta afinidade ao nAChR, NXH8 demonstra interações 

limitadas e ausência de ligações entre resíduos aromáticos. Essa diferença enfraquece 

significativamente a interação de NXH8, refletindo sua baixa afinidade e menor impacto na 

modulação do receptor. 

Nas interações envolvendo a segunda alça de NXH8 e α-BgTx nas interfaces αγ e αδ do 

nAChR, a densidade e diversidade dos contatos são características cruciais que influenciam 

diretamente a afinidade de cada toxina pelo receptor. Na interface αγ, α-BgTx se destaca por 

estabelecer interações mais densas e diversificadas, enquanto NXH8 depende de interações 

mais restritas e de menor força estabilizadora. Padrões semelhantes são observados na interface 

αδ, onde a estabilidade geral do complexo é influenciada pela maior complementaridade de α-

BgTx em comparação com NXH8. 

Embora ambas as toxinas compartilhem o mesmo sítio de ligação no receptor, suas 

capacidades de estabilizar as interações e induzir mudanças conformacionais no nAChR 

diferem significativamente devido às variações em suas composições estruturais. Em α-BgTx, 

essas interações são altamente diversificadas e robustas, proporcionando uma ligação estável e 

eficiente ao receptor, corroborando o que já foi descrito na literatura [43].  
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NXH8, por outro lado, apresenta uma rede de interações menos diversificada. Embora 

possua características importantes, como a ligação dissulfeto no loop II e interações iônicas que 

fornecem estabilidade adicional, essas interações são consideravelmente mais fracas em 

comparação com as de α-BgTx, resultando em uma ligação menos estável.  

Na análise da terceira alça também se observa uma contribuição significativa para a 

modulação das interações com as subunidades αγ e αδ do nAChR. α-BgTx demonstra alta 

eficiência em estabelecer contatos robustos e direcionais. Resíduos como Tyr54 e Trp55 

desempenham papéis centrais, criando uma rede de interações que combina forças hidrofóbicas 

com estabilidade eletrostática, promovendo ajustes conformacionais que favorecem a ligação e 

aumentam a afinidade ao receptor. 

Por outro lado, NXH8, ao interagir com as mesmas interfaces, apresenta uma estratégia 

de ligação substancialmente diferente. Suas interações são majoritariamente mediadas por 

ligações de van der Waals e contatos hidrofílicos, resultando em interações mais frágeis e menos 

direcionais. Essa diferença compromete a estabilidade e a afinidade do complexo, evidenciando 

que o Finger III de NXH8 possui um papel estabilizador mais limitado. Essas características 

reforçam a baixa toxicidade de NXH8 em comparação a α-BgTx, destacando a influência das 

diferenças estruturais nas propriedades funcionais de ambas as toxinas. 

A análise de RMSD, RMSF e Rg evidencia que NXH8 induz menos alterações 

conformacionais no nAChR em comparação à α-BgTx. Os gráficos de RMSD demonstram que 

a NXH8 mantém a estrutura do receptor em um estado mais estável, com flutuações menores e 

menos dispersas. De forma semelhante, os padrões de RMSF revelam uma interação 

estabilizadora da NXH8, enquanto a α-BgTx promove maior mobilidade em regiões críticas do 

receptor.  

Os padrões de correlação cruzada reforçam que NXH8 impacta apenas domínios 

limitados do receptor, sem causar mudanças conformacionais globais. Isso sugere que sua 

interação é mais localizada e menos disruptiva, diferentemente da α-BgTx, que explora 

múltiplos estados conformacionais.  

A falta de validação como a cristalografia de raios X para os dados in silico é uma 

limitação deste estudo. Sugere-se a utilização futura dessas técnicas para refinar as informações 

dos modelos preditos. Do ponto de vista científico, a identificação de interações específicas 

entre NXH8 e o nAChR oferece informações valiosas para o desenvolvimento de intervenções 

mais eficazes, como anticorpos monoclonais direcionados, e para uma compreensão mais ampla 

dos mecanismos de ação da NXH8 e das diferenças em relação a outras neurotoxinas, como a 

α-BgTx.
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Este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade in vivo e in silico de NXH8, uma 

α-neurotoxina não convencional de Micrurus corallinus, investigando sua afinidade com o 

nAChR de T. californica e comparando-a com as interações da α-BgTx, uma toxina 

amplamente descrita na literatura científica. Além disso, buscou-se correlacionar os resultados 

estruturais e funcionais que contribuem para a toxicidade de NXH8. 

Os resultados demonstraram que NXH8 apresentou baixa toxicidade e que os anticorpos 

anti-NXH8 não foram capazes de neutralizar o veneno de M. corallinus em camundongos. Por 

outro lado, a administração de VPL aumentou significativamente a sobrevida dos animais, 

sugerindo que a letalidade do veneno está provavelmente associada à ação de β-neurotoxinas, 

como a PLA2. 

Este estudo também revelou que NXH8, em comparação com α-BgTx, exibe interações 

menos densas e específicas com o nAChR, o que contribui para sua baixa toxicidade e função 

menos disruptiva. Essas diferenças destacam os papéis distintos de α-neurotoxinas 

convencionais e não convencionais, como NXH8, no contexto da ação de venenos. 

Assim, esta pesquisa não apenas aprimora o entendimento sobre os mecanismos de ação 

de NXH8, mas também amplia a compreensão das particularidades estruturais e funcionais das 

α-neurotoxinas não convencionais. Esses achados possuem implicações práticas relevantes, 

fornecendo uma base sólida para o desenvolvimento de antivenenos mais eficazes e 

direcionados, capazes de neutralizar diferentes componentes do veneno de Micrurus spp. e 

reduzir sua letalidade. 
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  ANEXO IV 
Checklist Pós-Realização do Experimento - Normas ARRIVE 

Categoria Descrição 

Desenho do 
Estudo 

Estudo experimental com abordagem in vivo e in silico: 
 In vivo: Testes de toxicidade e sobrevivência 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 simulação de dinâmica molecular para estudar as interações de 
NXH8 com o receptor nicotínico de acetilcolina (nAChR). 

Tamanho da 
Amostra  

In vivo: 
25 camundongos Balb/c fêmeas, divididos em cinco grupos de cinco animais cada. 
In silico: 
Utilização de modelos computacionais baseados em dados de sequências de proteínas do receptor 
nAChR e da NXH8. 

Critérios de 
Inclusão e 
Exclusão 

Inclusão: 
 Camundongos da linhagem Balb/c, fêmeas, com peso aproximado de 20 g. 
 Animais saudáveis e aptos para os procedimentos experimentais. 
 Exclusão: 
 Animais com condições pré-existentes que pudessem comprometer a validade dos resultados ou a ética 
do experimento. 

Randomização Animais foram agrupados de forma randomizada em grupos de 5 animais. 
Cegamento Durante o experimento, todos os camundongos Balb/c fêmeas foram escolhidos aleatoriamente para 

cada etapa, garantindo a aleatoriedade no manejo e minimizando o viés experimental. No entanto, o 
experimento não envolveu cegamento do pesquisador em relação à alocação dos grupos de tratamento, 
uma vez que a observação direta das respostas ao veneno e às intervenções (soro antielapídico, 
anticorpos anti-NXH8 e Varespladib) era essencial para o registro detalhado dos desfechos. 

Desfechos In vivo: 
Letalidade da NXH8 e do veneno completo de Micrurus corallinus em diferentes condições. 
 Sobrevivência dos animais após intervenções com soro antielapídico, anticorpos anti-NXH8 e 
inibidor de PLA2 (Varespladib). 
In silico: 
Estabilidade das interações entre NXH8 e nAChR. 
Alterações conformacionais induzidas no receptor pelo NXH8, em comparação com a α-
bungarotoxina. 

Métodos 
Estatísticos 

Teste de Kruskal-Wallis utilizado para análise de diferenças entre os grupos experimentais nos ensaios 
de sobrevivência, adequado ao pequeno tamanho amostral. 

Animais 
Experimentais 

Camundongos Balb/c fêmeas, com peso médio de 20 g. 
 Os experimentos foram conduzidos conforme as normas éticas do CEUA/UNINOVE e legislações 
brasileiras e internacionais para uso de animais em pesquisa. 

Procedimentos 
Experimentais  

In vivo: 
 Grupos experimentais receberam: 
 Dose letal (3 DL50) de veneno de Micrurus corallinus. 
 NXH8 em doses de 20 µg ou 40 µg. 
 Intervenções adicionais (soro antielapídico, anticorpos anti-NXH8 e Varespladib). 
 Sobrevivência monitorada por 48 horas. 
 In silico: 
 Modelagem molecular com AlphaFold2. 
 Docking molecular com HADDOCK. Dinâmica molecular com AMBER, simulando interações da 
NXH8 e α-bungarotoxina com nAChR. 

Resultados In vivo: 
 NXH8 demonstrou baixa toxicidade em camundongos. 
 O soro antielapídico neutralizou completamente a toxicidade do veneno. 
 Varespladib aumentou a sobrevivência, indicando o papel da PLA2 na letalidade. 
 Anticorpos anti-NXH8 não foram suficientes para neutralizar a toxicidade do veneno. 
 In silico: 
 NXH8 interage com nAChR nas interfaces αγ e αδ, mas com menor afinidade do que a α-
bungarotoxina. 
 Menores alterações conformacionais foram observadas no receptor em presença de NXH8, 
explicando sua baixa toxicidade. 

  

 


