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RESUMO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, ha aproximadamente 5,4 milhdes de picadas
por serpentes a cada ano, resultando em 2,7 milhdes de envenenamentos e 100.000 mortes. No
Brasil, as serpentes do género Bothrops apresentam relevancia clinica devido a frequéncia e a
gravidade dos acidentes que ocasionam. Entre as serpentes botropicas, destaca-se a espéecie
Bothrops jararacussu, cuja peconha é amplamente estudada e que contém elevada quantidade
de fosfolipases A e toxinas relacionadas, tais como a bothropstoxina | e 11 (BthTX-I e 11). Essas
toxinas sdo responsaveis pelos efeitos miotdxicos observados ap6s 0 envenenamento.
Recentemente, o varespladip (LY315920), um inibidor sintético de fosfolipase Az, tem se
mostrado um candidato promissor para neutralizar toxinas de serpentes. Portanto, o presente
estudo avaliou a capacidade do varespladib de inibir a acdo da BthTX-I através de estudos
miograficos e morfoldgicos, utilizando preparacGes nervo frénico-musculo diafragma de
camundongos. As preparacdes foram expostas a BthTX-1, ao varespladib ou ao produto da pre-
incubacdo de BthTX-I/varespladib. Os resultados do presente estudo indicam que o varespladib
é capaz de neutralizar os efeitos paralisantes e miotoxicos da BthTX-I. Além disso, foram
realizados estudos de bioinformatica (docking e dindmica molecular) e os resultados indicam
que o varespladib, além de interagir com a BthTX-I, também estabelece interacbes com a
BthTX-II. Essas interacdes foram observadas tanto no estado monomérico da BthTX-II, em pH
neutro, quanto no estado dimérico, pH acido. Consequentemente, essa evidéncia sugere que 0

varespladib é capaz de inibir os efeitos toxicos da BthTX-II.

Palavras-chave: BthTX-I; BthTX-II; varespladib.



ABSTRACT

According to the World Health Organization, there are approximately 5.4 million snake
bites each year, resulting in 2.7 million poisonings and 100.000 deaths. In Brazil, the genus
Bothrops snakes are clinically relevant due to the frequency and severity of the accidents.
Among the Bothrops snakes, the Bothrops jararacussu species stands out, whose venom is
extensively studied and contains a high quantity of phospholipases A2 and related toxins, such
as bothropstoxin I 'and Il (BthTX-I and I1). These toxins are responsible for the myotoxic effects
observed after envenomation. Recently, varespladib (LY 315920), a synthetic phospholipase A2
inhibitor, has shown promise as a candidate for neutralizing snake toxins. Therefore, the present
study assessed the varespladib's ability to inhibit the BthTX-1 toxicity through myographic and
morphological studies using phrenic nerve-diaphragm muscle preparations from mice. The
preparations were exposed to BthTX-I, varespladib, or the product of the pre-incubation of
BthTX-I/varespladib. The results of this study indicate that varespladib can neutralize the
paralytic and myotoxic effects of BthTX-1. Furthermore, the bioinformatics results (docking
and molecular dynamics) suggest that varespladib, in addition to interacting with BthTX-I, may
also establish interactions with BthTX-Il. These interactions were observed both in the
monomeric state of BthTX-11 at neutral pH and in the dimeric state at acidic pH. Consequently,
this evidence suggests a potential capacity for varespladib to inhibit the toxic effects of BthTX-
.

Keywords: BthTX-I; BthTX-II; varespladib.
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1. INTRODUCAO
1.1 Relevancia do estudo das peconhas ofidicas

Peconhas ofidicas despertam o interesse de toxinologistas hd anos, pois possuem
moléculas importantes na elucidacdo de processos fisiologicos e farmacoldgicos (Rosenfeld,
1971; Kaiser et al, 1990; Lomonte et al, 2003; Gutiérrez et al., 2017; Lomonte, 2023). Como
exemplos, a compreensao de estruturas da membrana celular, as fungdes das proteinas
envolvidas na sinalizacéo e transmissdo sinaptica, bem como a identificacdo e caracterizacao
do receptor nicotinico e de subtipos especificos de canais idnicos (Clark et al., 2019). Além
disso, tais investigacdes auxiliam o desenvolvimento da terapia antiofidica.

As peconhas de serpentes mostraram seu papel como agente terapéutico através de
estudos com peptideos potencializadores de bradicinina, isolados da pegonha da serpente
Bothrops jararaca. Estes peptideos possibilitaram a descoberta do primeiro inibidor oral da
enzima conversora da angiotensina (ECA), o captopril (Cushman; Odetti, 1991; Ferreira, 1998),
levando a evolucgdo do tratamento de pacientes com hipertensao e insuficiéncia cardiaca. Além
disso, um marco nos estudos dos receptores nicotinicos (nAChR) foi o isolamento da a-
bungarotoxina da pegonha da Bungarus multicinctus pelos farmacologistas Chang e Lee (1963).
Devido a elevada afinidade pelo receptor, foram observadas as capacidades da toxina como
ligante e marcador de nAChR do tipo muscular, além de auxiliar na purificacdo do receptor,

possibilitando a clonagem (Dutertre et al., 2017).

O papel das toxinas no campo das ciéncias, juntamente com o continuo desenvolvimento

3

de metodologias “-Omicas” (transcriptdmica, protedmica), voltadas para a caracterizagdo
qualitativa e quantitativa dessas substancias, permitiu a descoberta e a descri¢do de toxinas com
propriedades especificas. Isso evidencia que tais toxinas constituem ferramentas Gteis na
identificacdo de novos alvos para a ciéncia e medicina celular (Gutiérrez et al., 2017; Clark et
al., 2019). Além disto, como a jungdo neuromuscular é o principal alvo de pegonhas e toxinas
ofidicas, devido as propriedades neurotoxicas e miotoxicas, 0 estudo dessas substancias no
ambito da farmacologia da juncéo neuromuscular constitui ferramenta importante para auxiliar

no avanco da terapéutica dos envenenamentos causados por serpentes.
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1.2 Epidemiologia

No ano de 2013, os acidentes ofidicos foram removidos da lista de doencas tropicais
negligenciadas (DTNs) da Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2019). Entretanto, em 2017,
retornaram devido a elevada prevaléncia e agravamento clinico que ocasionam em paises
tropicais e/ou em desenvolvimento (Chippaux, 2017). A OMS priorizou cerca de 20 doencas e
grupos de doencas que tém em comum o impacto nas comunidades pobres (OMS, 2019). No
mundo, aproximadamente 4,5 a 5,4 milhdes de pessoas sofrem picadas de serpentes e, destas,
1,8 a 2,7 milhdes evoluem para incapacitagdes clinicas e 81 a 138 mil morrem devido as
complicacdes (OMS, 2023). Em razéo disso, a OMS estipulou como meta a reducdo pela
metade do nimero de mortes e agravos provocados pelo envenenamento ofidico até o ano 2030.
Para tal, algumas estratégias foram propostas, como a prevencdo dos acidentes atraves da
conscientizacdo da populacdo, fortalecimento dos sistemas de salde, aumento de parcerias e
provisdo de tratamento seguro e eficaz (OMS, 2019).

No Brasil, em 2021, foram registrados 30.400 casos e 148 mortes (Brasil, 2023). As
regides norte e nordeste do pais apresentaram o maior numero de notificagdes (Figura 1; Brasil,
2023). Os acidentes ofidicos ocorrem principalmente no periodo quente, entre setembro e
marco, e estdo relacionados ao aumento da atividade do trabalhador rural no campo. A faixa
etaria mais acometida varia de 15 a 49 anos, prevalecendo o0 sexo masculino e 0 acometimento
dos membros inferiores (de Oliveira et al., 2009). As serpentes de importancia médica do Brasil
sdo as do género Bothrops, responsaveis por 87% das notificacdes, seguidas pelas dos géneros
Crotalus (8%), sendo raros os acidentes causados por Lachesis e Micrurus (Pinho; Pereira,
2001; de Oliveira et al., 2009; Brasil, 2021).
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Figura 1- Notificacfes de acidentes por regido no Brasil registrados no Sistema de Informacéo
de Agravo de Notificagdes (SINAN) em 2021

NOTIFICAGOES DE ACIDENTES POR SERPENTES

Nordeste
31%

Referéncia: Brasil, 2023. Disponivel em:
http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sinannet/cnv/animaisbr.def

1.3 Envenenamento Botrépico

O género Bothrops abrange mais de 60 espécies distribuidas do norte do México até o
sul da Argentina. O Brasil contém mais de 36 espécies, sendo a espécie Bothrops jararacussu
a maior serpente do género, capaz de produzir e inocular grande quantidade de pegonha e causar
acidentes graves (Melgarejo, 2009). As serpentes botrépicas habitam ambientes Umidos (matas
e areas cultivadas), assim como regides propicias a proliferacdo de roedores, zonas rurais e 0S
arredores de centros urbanos. Tém habitos noturnos e sdo consideradas as serpentes mais
agressivas encontradas no Brasil (Melgarejo, 2009).

O envenenamento botropico é caracterizado por sintomas locais, sendo as manifestacées
clinicas rapidas e intensas como edema de tonalidade violacea, devido a sangramento
subcutaneo, dor na regido da picada ou membro acometido, linfadenomegalia, equimoses,
bolhas, inflamacdo local, necrose e sindrome compartimental (Franca; Malaque, 2009). Em
alguns casos séo observados efeitos sistémicos, como alteracGes cardiovasculares, hemorragias
e choque hipovolémico (Rosenfeld, 1971; Franca; Malaque, 2009). O acidente pode evoluir
para perda tecidual permanente e até amputacdo do membro afetado, devido a isquemia do

tecido muscular causada por fatores hemorragicos ou miotoxinas que afetam diretamente o


http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sinannet/cnv/animaisbr.def

19

musculo (Mebs; Owby, 1990; dos Santos et al., 1992; Gutiérrez; Lomonte, 1995; Gutiérrez;
Owby, 2003; Gutiérrez et al., 2017).

As miotoxinas sdo amplamente encontradas nas pegonhas botropicas, sendo até 30% do
total de proteinas nas serpentes Bothrops jararacussu (Rodrigues-Simioni et al., 1983; Homsi-
Brandeburgo et al., 1988). Estas toxinas sdo responsaveis pelas lesdes musculares locais
observadas nos acidentados (Lomonte et al, 2003). Além disso, em preparacdes
neuromusculares isoladas, a peconha da B. jararacussu exibe atividade paralisante,
caracterizada pelo bloqueio neuromuscular, que resulta primordialmente dos efeitos de dano

muscular promovido pelas miotoxinas (Rodrigues-Simioni et al., 1983).

1.4 Tratamento

As ac¢0es toxicas das peconhas ofidicas podem atingir rgdos e sistemas, de modo direto,
mediante liberagcdo de substéncias farmacologicamente ativas, ou indireto, por alteragdes de
processos enddgenos em resposta ao envenenamento (Azevedo-Marques et al., 2009; Bickler,
2020). A variabilidade das peconhas das serpentes decorre de diversos fatores, destacando-se:
ontogenéticos, geogréaficos, dieta, idade e dimorfismo sexual (Franca; Méalaque, 2009; Galizio
et al., 2018). As manifestacdes clinicas do envenenamento decorrem de disturbios fisioldgicos
e bioquimicos nas vitimas, destacando-se sintomas neurotdxicos, miotoxicos e hematotoxicos
(MS, 2023).

H& um século, a administracdo parenteral de antivenenos é o Unico tratamento eficaz
para reverter os efeitos letais provocados pelo envenenamento por animais peconhentos
(Gutiérrez etal., 2017; OMS, 2023). Em 1984, Albert Calmette foi o primeiro cientista a utilizar
essa terapia em pessoas envenenadas por serpentes (Calmette, 1984). Porém, a descoberta da
especificidade do soro antiofidico coube a Vital Brazil, pois a eficacia estava relacionada a
especificidade para o género da serpente que causava o acidente (Wen, 2009).

Atualmente, o antiveneno é formado por imunoglobulinas provenientes de cavalos que
foram expostos a pegonhas de uma ou vérias espécies de serpentes, seguida pela coleta do
sangue hiperimune e subsequente purificacdo das imunoglobulinas (Wen, 2009). Dependendo
da metodologia de fracionamento empregada, o constituinte ativo pode ser moléculas inteiras
de IgG ou fragmentos de imunoglobulina F(ab)2 e Fab, precipitadas através de acido caprilico,
seguidas da digestdo com enzimas pepsina ou papaina, respectivamente (Wen, 2009; Gutiérrez

et al., 2010). Apesar dos antivenenos serem produzidos em VAarios paises, em alguns,
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principalmente aqueles de menor desenvolvimento socioecondmico, hé a caréncia desse recurso
terapéutico (Gutiérrez et al., 2010; Gutiérrez et al., 2017; BermUdez-Méndez et al., 2018). O
processo de fabricacdo do antiveneno é caro e trabalhoso, necessita de manutencdo constante
de animais em cativeiro, tanto cavalos como serpentes. As serpentes sdo manipuladas para a
obtencgéo das peconhas e os cavalos recebem este material no sangue, podendo ocorrer a morte
destes animais no processo. Além destes fatores, ha a exigéncia de uma cadeia de frios para o
armazenamento e o transporte dos antivenenos (Gutiérrez et al., 2017; Bermldez-Méndez et
al., 2018).

Outro aspecto importante € a limitada eficacia dos soros antiofidicos em neutralizar o
dano tecidual provocado por peconhas ricas em fosfolipases Az (PLA2) miotoxicas. Isso
impulsiona a demanda por tratamentos complementares a soroterapia, destacando a
investigacdo de pequenas moléculas capazes de neutralizar miotoxinas (Melo et al., 1993;
Fernandes et al., 2015; Lewin et al., 2016; Salvador et al., 2019; Lomonte, 2023; Salvador et
al., 2023). Portanto, novas estratégias de imunizacdo e tratamentos complementares sdo
requeridas para melhorar a eficicia, seguranca e acessibilidade aos antivenenos (Bermudez-
Méndez et al., 2018).

1.5 Fosfolipase Az (PLA?)

As PLA; (EC 3.1.1.4) séo enzimas que hidrolisam glicerofosfolipideos na posi¢éo sn-2
da ligacdo acil, liberando lisofosfolipideos e acidos graxos (Dennis et al., 2011). Os tamanhos
das moléculas variam de 14 a 18 kDa e, usualmente, apresentam 5 a 8 pontes de dissulfeto,
dependéncia do fon Ca?* e uma diade catalitica formada pelos aminoacidos His-Asp, importante
para 0 mecanismo de acdo da enzima (Murakami et al., 2015; Burke e Dennis, 2009a). Séo
divididas em grupos de acordo com o mecanismo catalitico e caracteristicas funcionais e
estruturais (Kini, 1997; Burke e Dennis, 2009a; Burke e Dennis, 2009b). As fosfolipases A>
secretadas (SPLA2s) sdo encontradas em dois grupos: grupo IB, constituido pela sPLA>
pancreatica humana e os grupos IA e I, representados pelas PLA:s de peconhas ofidicas (Burke
e Dennis 2009b). As proteinas ofidicas apresentam tamanho variavel, com aproximadamente
14 kDa e ligacOes de dissulfeto na molécula (Dennis et al., 2011). Podem ser encontradas nas
formas de mondmero, dimero, trimero ou hexdmero, e combinadas com subunidades
enzimaticas ou ndo enzimaticas (Bickler, 2020). As PLAs ofidicas do grupo | sdo encontradas

em peconhas de serpentes da familia Elapidae (do Velho Mundo), enquanto as do grupo Il na
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familia Viperidae, que engloba o género Bothrops (Lomonte; Krizaj, 2021). As PLA,s s ofidicas
do grupo I apresentam como caracteristica estrutural duas longas a-hélices (H2 e H3)
antiparalelas, mantidas por ligagdes dissulfeto (Arni; Ward, 1996; Ward et al., 1998). Estruturas
conservadas sdo observadas nas proteinas dos grupos | e 11 (figura 2), como a-hélice da regido
N-terminal, hélice curta (short helix), loop de ligacdo de Ca?*, loop pancreético ou elapidico
(apenas nas proteinas do grupo 1), p-fitas antiparalelas (5-sheet ou B-wing) e extensdo C-
Terminal, sendo todas essas orienta¢des variaveis (Murakami; Arni, 2003; Magro et al., 2009).

Figura 2 Caracteristicas de um mon6émero de fosfolipase A2 secretada do grupo 1l

Loop elapidico
ou pancreatico |

C-terminal

4
Loop de ligagdo
do Ca*

p-fitas
antiparalelas

Short helix

Referéncia: Cardoso, 2016.

No grupo Il podemos encontrar as PLA>s miotoxicas, que sdo subdivididas em dois
subtipos: (I) as miotoxinas com residuo de acido aspartico conservado na posicdo 49 e sdo
cataliticamente ativas, denominadas de PLA2s-Asp49 (Kaiser et al., 1990; Arni; Ward, 1996)
e (1) as PLA2s com substituicdo do residuo de aspartato por outros aminoécidos, como a lisina,
e sdo cataliticamente inativas, sendo denominadas de PLA2-Lys49 ou PLA2 homdlogas ou
“PLA>2-like” (Rufini et al., 1992; Gutiérrez; Lomonte, 1995; Ownby 1998).

A primeira PLA2-Lys49 foi identificada em 1984 a partir da peconha da serpente
Agkistrodon p. piscivorus (Mocassim d’agua), a qual continha uma substituigdo do residuo de
aspartato na posicéo 49 por lisina (Maraganore et al., 1984; Maraganore; Henrikson, 1986).
Posteriormente, um nimero crescente de proteinas semelhantes foi descrito em pegonhas

viperidicas. Até o0 momento, mais de 80 proteinas desse tipo foram descritas, indicando que
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constituem um subgrupo amplo, embora ndo estejam presentes em todas as peconhas de
viperideos (Lomonte et al., 2023). Dentre as toxinas PLA2-Lys49 descobertas, uma das mais
estudadas é a Bothropstoxina-1 da Bothrops jararacussu (Homsi-Brandeburgo et al., 1988).

Estudos iniciais relataram que as PLA2-Lys49 possuiam atividade enzimatica reduzida
(Maraganore et al., 1984; Maraganore; Henrikson, 1986); no entanto, a auséncia dessa atividade
s0 foi determinada a partir de técnicas de mutagénese sitio dirigida utilizando proteinas
recombinantes, que revelaram a incapacidade das PLA2s-Lys49 de catalisar a hidrolise de
fosfolipidios (Ward et al., 2002; Petan et al., 2007). A partir de analises de estruturas
cristalograficas de diferentes PLA2-Lys49 (ver Ward et al., 1998) foi possivel observar que
essas proteinas funcionam por meio de um mecanismo independente de Ca?*, devido a
impedimentos estéricos causados pelo &tomo N( do residuo de lisina na posi¢ao 49, que ocupa
a mesma posicdo que o fon Ca®* em proteinas PLA2s-Asp49 cataliticas, impedindo assim a
coordenacdo desse cofator (Ward et al., 1998), além de outros fatores estruturais, como a
modificacdo do loop de ligacdo do ion célcio (Fernandes et al., 2010).

Apesar de serem cataliticamente inativas, as PLA2s-Lys49 promovem miotoxicidade in
vivo e outras atividades toxicas como edema, hiperalgesia e liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias (Lomonte et al, 2003). Estudos ex vivo demonstram que as PLA2s-Lys49 de
peconhas botrépicas induzem bloqueio das contragdes musculares quando os musculos séo
estimulados de forma direta ou indireta (estimulos deflagrados nos nervos) em preparacdes
neuromusculares de anfibios, aves e mamiferos (Rodrigues-Simioni et al., 1983; Oshima-
Franco et al., 2002; Cavalcante et al., 2007; Cavalcante; Gallacci, 2010). Tais achados sugerem
que os efeitos miotdxicos e paralisantes ex vivo decorrem, principalmente, da desestabilizacdo
da membrana da fibra muscular (Cavalcante; Gallacci, 2010).

E importante destacar que as PLA: isoladas de serpentes do género Bothrops podem ser
subdivididas em duas subclasses distintas: (1) miotoxinas Asp49, que exibem atividade
catalitica moderada; e (2) miotoxinas Lys49, que ndo possuem atividade catalitica detectavel
em substratos artificiais (Gutiérrez e Lomonte, 1997; Ownby et al., 1999). Na peconha da
Bothrops jararacussu foram isoladas a BthTX-I, discutida anteriormente, e a BthTX-II que
revelou uma atividade catalitica relativamente baixa quando comparada a uma PLA>s 4cida e
ndo miotoxica da mesma peconha (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Andrido-Escarso et al.,
2002). Além disso, a determinacdo da estrutura primaria revelou que a BthTX-1l era uma
miotoxina Asp49 (Gutiérrez et al., 1991; Pereira et al., 1998).
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Quanto a agdo de mionecrose das toxinas botrdpicas, ela pode ser causada pela agdo
direta de miotoxinas ou por PLA2s miotoxicas na membrana plasmatica das células musculares,
induzindo a desorganizacdo dos componentes fosfolipidicos, entrada de ions célcio e saida de
moléculas intracelulares, como a creatina quinase, resultando em contracdo do sarcbmero e
comprometimento das mitocondrias (Gutiérrez et al., 1991). Essas alteragdes, em conjunto,
podem levar a morte celular. No entanto, 0 mecanismo pelo qual essas miotoxinas atuam nos
musculos ainda ndo é completamente compreendido. Um estudo sobre a patogénese da
mionecrose em camundongos induzida por BthTX-1l sugere que essa toxina afeta as fibras
musculares esqueléticas, principalmente pela alteracdo na membrana plasmatica (Gutiérrez et
al., 1991). Recentemente, estudos de bioinformatica conduzidos por Borges e colaboradores
(2021) trouxe novidades quanto a estrutura da BthTX-II, caracterizando duas variantes de
BthTX-II (a e b), diferindo em 7 residuos. A estrutura cristalogréfica de BthTX-1la revela um
estado Tensionado, com seu loop de ligacdo de célcio distorcido oculto na interface do dimero.
Por outro lado, a nova estrutura de BthTX-11b € um mondmero em estado Relaxado, com um
acido graxo no canal hidrofébico. Em solugcdo, ambas as variantes séo monoméricas em
condigdes fisiologicas neutras e predominantemente diméricas em um ambiente &cido,
mantendo a atividade catalitica em ambos os cenarios. Além disto, foi proposto dois
mecanismos miotoxicos para a BthTX-11. Um envolve um mecanismo catalitico associado a
montagem monomeérica, enquanto o outro exibe atividade independente de calcio relacionada a
sua regido C-terminal, adotando uma conformacdo dimérica semelhante a proteinas do tipo
PLA: (Borges et al., 2021).

Sendo assim, com o intuito de avancar na elucidacdo do mecanismo de acdo dessas
toxinas e seus sitios de interacdo, diversas abordagens tém sido utilizadas, incluindo técnicas
de mutagénese sitio-dirigida (Ward et al., 2002), utilizacdo de peptideos sintéticos (Lomonte et
al, 2010) ou interacdes das toxinas com substancias inibidoras (Cavalcante et al., 2007; dos
Santos et al., 2011a; Fernandes et al., 2015; Lewin et al., 2016; Salvador et al., 2019; Salvador
etal., 2023). Esta Gltima abordagem mostra-se promissora, pois desempenha papel fundamental

na busca por tratamentos complementares a soroterapia.

1.6 Inibidores de PLA,

Estudos envolvendo inibidores altamente especificos de PLA> tém demonstrado

resultados promissores, com destaque para compostos sintéticos como o varespladib
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(LY315920) (Lewin et al., 2016). Inicialmente, a concepcao dessa molécula ocorreu como parte
de um programa criado pelo Laboratdrio de Pesquisa Lilly, da industria Farmacéutica Eli Lilly,
com o objetivo de identificar inibidores de PLA2 humanas e, posteriormente, investigar a
relacdo estrutura-atividade desses compostos em processos fisiopatoldgicos (Dillard et al.,
1996). Dentre os compostos selecionados, destacou-se o &cido 2 - [3- (2-amino-I, 2- dioxoetil)
-2-etil-1- (fenilmetil) -IH - indol-4-il] oxi] acético, conhecido como varespladib ou LY 315920
(figura 3), o qual é um inibidor 6500 vezes mais potente do que o composto lider (acido 5-
metoxi-2-metil-1- (fenilmetil) -IH - indol-3-acético) (Draheim et al., 1996).

Figura 3- Estrutura do varespladib em 2D
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NH,

LY315920
Varespladib

Referéncia: Dennis et al., 2011.

O varespladib apresenta como mecanismo de acdo a capacidade de inibir PLA2S
humanas através de interagdes com o sitio catalitico das enzimas (Draheim et al., 1996). Em
razdo disso, estudos foram iniciados testando o varespladib ou o seu prd-farmaco, metil-
varespladib, contra doencas com componente inflamatorio, como sepse, artrite, doencas
cardiovasculares (Clinical Trials, 2020). Boa parte desses estudos passaram da Fase I, mas
fracassaram na Fase Il ou Ill, levando & descontinuacdo do farmaco (Xiao et al., 2018; Clinical
Trials, 2020; Oliveira et al., 2020). Porém, devido ao seu mecanismo de acdo, Lewin e
colaboradores (2016) testaram o varespladib contra peconhas ofidicas que apresentavam
elevada quantidade de PLA»s. O estudo mostrou que o composto era capaz de inibir em

experimentos in vitro, vinte e oito pegonhas de serpentes de importancia médica e prolongava
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in vivo o tempo de vida dos animais envenenados (Lewin et al., 20016). Recentemente, foi
demonstrado que o varespladib é capaz de se ligar a PLA2s provenientes de serpentes botropicas
e reduzir a miotoxicidade (Salvador et al., 2019, 2021 e 2022).

Com o intuito de avancar no conhecimento dos possiveis mecanismos envolvidos na
desestabilizacdo de membrana promovidos por PLA2s-Lys49, a hipotese desse estudo foi que
o varespladib (LY315920) atue como inibidor das acGes toxicas da Bothropstoxina-1 (BthTX-
1), uma miotoxina PLA2s-Lys49 proveniente da peconha da serpente Bothrops jararacussu e

responsavel pelas principais caracteristicas toxicas do envenenamento.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avancar na compreensdo do potencial inibidor do varespladib em relacdo a paralisia
muscular e a miotoxicidade induzida por PLA2s homologas em prepara¢fes neuromusculares

de camundongos e no conhecimento da relacao estrutura/atividade de toxinas botrdpicas.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a amplitude das contragdes musculares em funcdo do tempo na presenca da
BthTX-I, ou do varespladib, ou do produto da pré-incubacdo da BthTX-I com o varespladib
através de técnicas miograficas ex vivo.

Avaliar, através das técnicas morfologicas, a integridade do tecido muscular apos a
exposicdo a BthTX-1 ou ao varespladib ou ao produto da pré-incubacdo da BthTX-1 com o
varespladib.

Avaliar as regifes de interacdo entre a BthTX-1 e o varespladib através de docking
molecular e seu comportamento por meio de simulagdes de dindmica molecular.

Avaliar as regides de interacdo entre a BthTX-II (bothropstoxina I1) e o varespladib
através de docking molecular e seu comportamento por meio de simulacbes de dinamica

molecular.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos adultos (8 semanas), linhagem Swiss (20-30 g),
mantidos em ambiente controlado (temperatura 24 + 2 °C), com livre acesso a dgua e racdo e
respeitando o ciclo circadiano (12 h claro/12 h escuro). Os estudos foram realizados no
Laboratorio de Farmacologia da Juncdo Neuromuscular e Toxinologia do Departamento de
Farmacologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Os
procedimentos experimentais foram submetidos e aprovados pelo comité de ética local (CEUA
17/2017 e CEUA 25/2021).

3.2 Toxinas e Inibidores

A BthTX-I, proveniente da peconha da serpente Bothrops jararacussu, foi fornecida
pela Dra. Consuelo Latorre Fortes-Dias, pesquisadora da Fundagéo Ezequiel Dias (FUNED).

O varespladib (Sindnimos: LY315920; LY-315920; acido 2 - [[3- (2-amino-l, 2-
dioxoetil) -2-etil-I- (fenilmetil) -1H - indol-4-il] oxi] acético; A-001) foi comprado da Sigma-
Aldrich®, a qual garante 98% de pureza da substancia. O farmaco foi diluido em

dimetilsulfoxido (DMSO) utilizando uma quantidade maxima de 50 pL.

3.3 Solucéo Nutriente

A solucdo nutriente utilizada foi o Ringer com a seguinte composi¢édo (mM): NaCl 135;
KCI 5; MgCl; 2; NaHCO3 15; Na2HPO4 1; CaCl, 2; e glicose 11.

3.4 Estudo Funcional (Técnica Miogréfica)

Os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical, decapitados e
exsanguinados. Em seguida, os animais foram submetidos a toracotomia ampla para extracao
da preparagéo nervo frénico-musculo diafragma (Bulbring, 1997). A preparacéo foi conservada
em solucdo nutriente Ringer constantemente aerada com mistura gasosa com 95% de Oxigénio
e 5% de Dioxido de Carbono (Carbogénio). O hemi-diafragma esquerdo foi cortado em forma

de triangulo e montado verticalmente em uma cuba para érgdos isolados, contendo 12 ml de
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solucdo nutriente, carbogenada e mantida a temperatura de 35 + 2 °C. O bordo costal
diafragmatico foi conectado a um suporte de vidro em forma de “L” e o centro tendineo do
musculo conectado a um transdutor de tensdo isométrica (Grass, FT03) acoplado a um
amplificador de sinal (Gould Systems, 13-6615-50). A tenséo de base das preparacdes foi de 5
gramas. Os registros foram gravados e analisados em um computador através dos programas

Summit ACQuire e Summit DataViewer (Gould Systems), respectivamente.

3.4.1 Registro Das Contracgdes Indiretas

Para evocar as contracOes indiretas, a extremidade livre do nervo frénico foi aspirada
por um eletrodo “de suc¢do”. Um outro eletrodo, acoplado ao suporte de vidro em forma de
“L”, serviu como eletrodo de referéncia. As contragdes foram evocadas indiretamente por um
estimulador elétrico (Grass, S88) através de pulsos elétricos retangulares com duracédo de 0,5

milissegundos, frequéncia de 0,2 Hz e intensidade supramaxima.

3.4.2 Protocolo Experimental

As preparacdes foram submetidas a um periodo de estabilizacdo de 45 minutos, durante
o qual o liquido nutriente da cuba foi trocado a cada 15 minutos. Ao final deste periodo, foram
registrados 15 minutos de contrag6es na auséncia da toxina ou do possivel inibidor (contracdes
controle). Posteriormente, uma das substancias quimicas (BthTX-I; varespladib; ou produto da
pré-incubacdo da BthTX-1 com varespladib por 15 minutos) foi adicionada ao banho e avaliado
o decréscimo percentual da amplitude das contragdes musculares durante 180 minutos. Para 0s
experimentos de inibicdo, foram utilizadas as proporcdes de 1:1 ou 1:10 (massa da toxina/massa
do inibidor), tendo sempre como referéncia a massa da BthTX-I de 164,7 ug em 12 ml da cuba,
expressa em molaridade (1 uM). Logo, nos experimentos de 1:1 e 1:10 (massa da toxina/ massa
do inibidor) foram utilizados 164,7 pug e 1647 pg de varespladib em 12 mL da cuba que

equivalem, respectivamente, a 36 pM e 361 pM.

3.5 Estudo Morfoldgico

Apos a realizagdo do estudo funcional, o musculo diafragma foi fixado em formaldeido

10%, submetido a desidratagbes em A&lcool 100% e posterior inclusdo em parafina.
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Subsequentemente, cortes transversais de 3 um de espessura foram obtidos em micrétomo e
submetidos a coloracdo com hematoxilina e eosina (coloracdo HE), para a avaliacdo
morfolégica do musculo diafragma. Em microscopio éptico, foi observado o aspecto
morfolégico geral das fibras musculares, como a disposicéo dos ndcleos, formato das fibras e
o endomisio. As preparacdes também foram submetidas a anélise quantitativa. Em cada
musculo foram analisados trés campos microscopicos diferentes para determinacgéo do indice
de mionecrose, que € a razdo entre o numero de células lesadas pelo nimero total de células
multiplicado por 100 (Carneiro et al., 2018; Dmor, 2019). As imagens das laminas foram

obtidas através de um microscopio Optico e analisadas no programa Image J.

3.6 Analise Estatistica

Os resultados experimentais foram agrupados em média e erro padrio da média
(E.P.M.). As diferengas entre esses valores médios foram testadas pela analise estatistica “T
Student” (comparagao de duas amostras) e Analise de Variancia (ANOVA; comparagdo de mais
de duas amostras), sendo esta Gltima complementada com o teste de comparagdes multiplas de

Tukey-Kramer. O nivel de significancia estabelecido foi de P < 0,05.

3.7 Docking e SimulacGes de Dinamica Molecular

A estrutura tridimensional do varespladib foi obtida utilizando o método de desenho da
molécula (ligand reader modeling) através da ferramenta online CHARMM-GUI
(https://www.charmm-gui.org/) (Jo et al., 2008). As moléculas de BthTX-I e BthTX-II foram
obtidas a partir da estrutura cristalogréafica do complexo BthTX-I (PDB: 31Q3) (Fernandes et
al., 2010) e da BthTX-11 (PDB: 7RJZ e 7RJI) (Borges et al., 2021) e foram submetidas a um
processo de acoplamento denominado “proteina rigida-ligante flexivel” usando o sistema
Autodock VINA do software PyRx v.0.9.5. A metodologia de “docking livre”, sem restri¢des
para a escolha do local de ligagdo, gerou vinte modelos diferentes contendo a molécula
receptora e o ligante. Dois principais critérios foram utilizados para a escolha dos melhores
modelos dos complexos, (I) maior valor de energia de ligacdo, calculado através do valor
tedrico de Kd utilizando a equagdo: AG =R.T.In(Kd), onde AG ¢ a energia livre de Gibbs obtida
nas simulacdes de docking molecular, R € a constante dos gases ideais e T é a temperatura em

Kelvin (298,15 K) e, (I1) visualizagido/importancia biologica do sitio em que ocorreu a ligagéo.


https://www.charmm-gui.org/
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Em condi¢des de pH neutro e em ambientes fisioldgicos, a BthTX-1I pode adotar uma
conformacdo monomérica com a alca de ligacdo ao célcio ordenada e com atividade catalitica
semelhante as PLA: &cidas encontradas nas pe¢onhas de serpentes. Em pH &cido, essa toxina
se apresenta com uma montagem dimérica, se assemelhando as PLA2 homdlogas (Borges et al.,
2021). Devido a essas diferengas estruturais relacionadas a fungdo da BthTX-II, foram
utilizadas suas estruturas tanto em sua forma monomérica (mBthTX-1l) quanto dimérica
(dBthTX-11). O arquivo contendo as coordenadas da mBthTX-1l e da dBthTX-1l em uma caixa
d' 4gua cibica (10 A de distancia entre os &tomos mais distantes da proteina e a borda da caixa)
foram gerados no servidor CHARMM-GUI (Jo et al., 2008) e submetidos a simula¢do no
software GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simulation) v.2021 (Abraham, 2015)
aplicando-se um campo de forca do tipo CHARMM36m (Huang e MacKerell, 2013).
Inicialmente, foi realizada uma minimizacdo de energia (EM — energy minimization) com o
emprego de um algoritmo do tipo steepest descent até o sistema atingir uma energia menor que
100 kJ/mol/nm. Apos este passo, foram realizadas duas simulagdes de 1 ns de duragéo cada do
tipo NVT e NPT (considerando-se a temperatura e pressao, respectivamente) seguidas de uma
simulacdo sem restricdes de 100 ns de duracdo. Os resultados obtidos foram analisados por

meio de ferramentas presentes no software GROMACS v.2021.


https://docs.google.com/document/d/14Al6Fn0v0joHjMQD18yszEmFoILFkozrquM43hp9kuE/edit#heading=h.vx1227
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4. RESULTADOS

4.1 Estudos Funcionais

4.1.1 Influéncia da BthTX-I sobre as contragdes musculares evocadas indiretamente em

preparacdes nervo frénico-masculo diafragma de camundongos

Inicialmente, avaliou-se a amplitude das contracGes musculares em funcéo do tempo em
musculos expostos a BthTX-I (1 uM) por 180 minutos. Nessa concentragao, a toxina foi capaz
de promover o blogueio progressivo tempo-dependente das contragdes musculares evocadas

indiretamente em preparacGes nervo frénico-masculo diafragma de camundongos (grafico 1).

Gréfico 1 - Efeito paralisante da BthTX-1 em preparac6es de nervo frénico-musculo diafragma
de camundongos
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Gréfico 1: Efeito paralisante da BthTX-1 (1 puM) em preparagdes nervo frénico-musculo
diafragma de camundongos. A abscissa indica 0 tempo (em minutos) ap6s a adi¢do da toxina ou na
situacdo controle (sem a presenca da toxina). As ordenadas representam a porcentagem da amplitude da
contracdo muscular ao longo do tempo em relacdo a inicial (tempo 0). Os dados foram agrupados em
média + E.P.M. (n= 8). * indica o ponto a partir do qual o grupo BthTX-I é diferente do controle (P <
0.05).
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4.1.2 Influéncia do varespladib sob o efeito paralisante da BthTX-I em preparacdes

nervo frénico-musculo diafragma de camundongos.

O varespladib preveniu de forma significativa a paralisia induzida pela BthTX-I na
propor¢ao de 1:10 (massa:massa; 1 uM BthTX-I e 361 uM varespladib). J& na proporgédo 1:1
(massa:massa; 1 uM BthTX-I e 36 uM varespladib), o varespladib ndo foi capaz de prevenir o
blogqueio neuromuscular em 180 minutos (grafico 2). Isoladamente, o varespladib em sua maior

proporc¢do (361 uM) ndo promoveu alteracBes no perfil das contragdes musculares (grafico 2).

Gréfico 2- Efeitos da BthTX-1, varespladib, e do produto da pré-incubagdo BthTX-1 +
varespladib em preparacdes nervo frénico-musculo diafragma de camundongos
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Gréfico 2: Efeitos da BthTX-1 (1 uM), do varespladib (361 M) e do produto da pré-incubagao
BthTX-1 + varespladib (1:1 e 1:10; massa:massa) em preparagdes nervo frénico-musculo diafragma de
camundongos. A abscissa indica o tempo (em minutos) apds a exposicao das preparaces aos compostos
ou na situacdo controle. A ordenada representa a porcentagem da amplitude da contracdo muscular ao
longo do tempo em relagdo a inicial (tempo 0). Os dados foram agrupados em média + E.P.M. (n= 3-8).
* indica 0 ponto em que o grupo BthTX-I apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle (P < 0.05). + e # indicam o ponto em que os grupos BthTX-I + varespladib 1:1 e 1:10 foram
diferentes do grupo Controle, respectivamente.
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4.2 Estudo morfologico

4.2.1 Influéncia do varespladib sobre o efeito miotdxico da BthTX-I em preparac¢fes musculo

diafragma de camundongos.

O grupo controle, auséncia da administracdo de qualquer substancia, exibiu fibras com
formato poligonal delimitadas por tecido conjuntivo (endomisio) e ndcleo periférico. O grupo
exposto a BthTX-I (I uM) apresentou células arredondadas, lisadas, areas desprovidas de
miofibrilas, e edema entre as células (figura 4). Ja os grupos varespladib e BthTX-I + varespladib

1:10 apresentaram aspecto morfoldgico geral semelhante ao grupo controle (figura 4).

Figura 1 - Microscopia 6ptica dos musculos diafragma de camundongos expostos a
BthTX-1, varespladib ou ao produto da pré-incubagéo da toxina com o varespladib

Controle Varespladlb

eSSy £
BthTX- (1 uM)

Do tC 5‘

Figura 4: Microscopia 6ptica de muisculos diafragma de camundongos submetidos a coloracéo

de hematoxilina e eosina (HE). Musculos do grupo controle (A) e do varespladib 361 pM (B) com fibras

de aparéncia normal. As fibras musculares apresentaram aspecto poligonal (f), endomisio (en) e nucleo

periférico (cabeca de seta). Musculos expostos a BthTX-1 1 uM (C) apresentaram lesdes, evidenciadas

por fibras arredondadas (seta) e &reas de citoplasma aparentemente desprovidas de miofibrilas (*).

Musculos expostos ao produto da pré-incubacdo BthTX-I + varespladib (1:1) (D) apresentam aspecto

semelhante ao grupo BthTX-I (C). No entanto, os musculos expostos ao produto da pré-incubacédo

BthTX-I + varespladib (1:10) (E) apresentaram fibras musculares semelhantes ao grupo controle (A).
Barra =20 pm.
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As preparacbes expostas a BthTX-1 e ao produto da pré-incubacdo BthTX-1 +
varespladib (1:1) tiveram aumento significativo do indice de Mionecrose (IM) quando
comparadas ao grupo controle. Ja os grupos varespladib (361 uM) e BthTX-I + varespladib
(1:10) nao sofreram diferencas significativas em relacdo ao controle (Grafico 3).

Grafico 3 - indice de Mionecrose dos musculos expostos a BthTX-1, varespladib ou ao
produto da pré-incubacdo da toxina com o varespladib

- Controle (n=8)
B 5hT XA 1 M (n=8)
Varespladib 361 pM (n=6)
BthTX-1 + Varespladib 1:1 (n=5)
[ BthTx1 + Varespladib 1:10 (n=8)

indice de Mionecrose (%)

|
|

0 -

Gréfico 3: indice de Mionecrose dos musculos expostos a BthTX-I, varespladib ou ao produto
da pré-incubacéo BthTX-I com o varespladib (1:1 e 1:10). O eixo Y representa a porcentagem de fibras
lesionadas em relagdo a todas as fibras musculares. Os dados foram agrupados em média + E.P.M. do
indice de mionecrose. (*) indica diferenca significativa em relacdo ao Controle versus dos grupos
BthTX-11 uM e BthTX-1 + Varespladib (1:1) (P <0,05).
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4.3 Docking e simula¢des de dinAmica molecular
4.3.1. BthTX-I e varespladib

Os ensaios de docking molecular exibiram solucGes favoraveis com alta afinidade para
trés moléculas de varespladib interagindo com a BthTX-1, nas regifes His48 e Lys49, em ambos
0s mondmeros, e ainda a terceira molécula do inibidor interagindo com os residuos MDiS do
mondmero B (figura 5).

Figura 5 - Representacdo em cartoon dos ensaios de docking molecular usando BthTX-1 e
varespladib

Figura 5: Complexo obtido a partir dos ensaios de docking molecular usando BthTX-I e
varespladib (ciano/azul escuro), que mostra a presenga dos inibidores nas regides His48 e Lys49 em
ambos mondmeros e com residuos MDiS.
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Os resultados obtidos na simulagdo da dindmica molecular revelaram que a interacdo
entre trés moléculas de varespladib ocorreu com valores calculados respectivos de K¢ = 5,3 uM

(monémero A), K¢= 3,8 uM (monoémero B), e Kqg=17,2 uM (MDiS), como pode ser observado
na figura 6.

Figura 6 - Simulacéo da dindmica molecular entre os complexos BthTX-1/varespladib

55 -T2 keal/mol (Kd=5.3 pM)* b5 T4 kealimol (Kd=3.8 pM)* 2s -6.5 keal/mol (Kd=17.2 pM)*
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Figura 6: Representacdo da variacdo da distancia do centro de massa das moléculas de
varespladib e do centro de massa dos residuos do sitio de ligagdo durante 100 ns de dindmica molecular.
O eixo Y representa a distancia expressa em A, o eixo X é o tempo em ns e as linhas representam a
variagdo da distancia de interagdo do inibidor ao monémero A, B e do MDiS.

Portanto, € interessante ressaltar que as moléculas de varespladib interagiram com
residuos considerados primordiais para a atividade miotdxica desta classe de proteinas,
incluindo His48 e Lys49 em ambos os mondmeros e a terceira molécula do inibidor interagindo
com residuos da regido C-terminal e residuos do MDiS.
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4.3.2. BthTX-II e varespladib

Para avancar no conhecimento da capacidade do Varespladib em interagir com PLA2
provenientes da peconha da Bothrops jararacussu, também realizamos estudos de docking e
dindmica molecular desse composto com a BthTX-1l. Em condi¢des com pH neutro, em que a
BthTX-11 se apresenta em sua forma monomérica (mBthTX-II), os resultados dos ensaios de
docking molecular exibiram uma interacdo entre uma molécula de varespladib com a mBthTX-
Il (pH= 7,5) com energia de -8,4 kcal/mol estimando o valor de Kg = 0,69 uM. Desta forma,

esses dados sugerem alta afinidade entre os compostos, que estdo representados na figura 7.

Figura 7 - Representacdo em cartoon do complexo mBthTX-I1/varespladib obtida por docking

varespladib

Figura 7: Complexo obtido a partir dos ensaios de docking molecular usando mBthTX-11 e
varespladib (magenta/amarelo). Pode-se observar a interagdo da molécula com o aminoéacido His48 e
préximo ao aminoacido Asp49, em verde esta representado o fon Ca?".
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As interacdes entre o varespladib e a mBthTX-I1 ocorreram com residuos que participam
no processo de catélise exercido pela enzima e pela coordenacédo do ion calcio (His48 e Asp49)
(figura 8) (Borges et al., 2022).

Figura 8 - - Representacdo em cartoon do detalhamento da interagdo entre o varespladib e a
mBthTX-11

~

Figura 8: Regido aproximada que mostra detalhes da interacdo entre o varespladib (amarelo) e
a estrutura mBthTX-Il (magenta). O tracejado mostra a ligagdo de hidrogénio entre o varespladib e o
aminoécido His48 (2,9 A) e as interacBes do fon Ca?* (esfera verde) com o residuo Asp49 (2,4 A).
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Em relagéo aos resultados obtidos na simulacdo da dindmica molecular foi constatado
que a representacdo da variacdo da distancia do centro de massa da molécula de varespladib e
do centro de massa dos residuos do sitio de ligagdo da mBthTX-Il se manteve estavel durante
100 ns de dindmica molecular (figura 9A). Entretanto, apesar de haver um breve deslocamento
da molécula de varespladib 50 ns de simulacdo, as interacdes se mantiveram ao longo dos 100
ns de simulacdo de dinamica molecular, representado pelos baixos valores de RMSD, visto que

a movimentacdo da molécula sintética foi menor que 1 A de distancia (figura 9B).

Figura 9 - Simulagéo da dindmica molecular entre os complexos mBthTX-Il/varespladib
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Figura 9: A) Representacdo da variacdo da distancia do centro de massa da molécula de
varespladib e do centro de massa dos residuos do sitio de ligacdo da mBthTX-1I durante 100 ns de
dindmica molecular. B) Variacdo dos valores de RMSD da molécula de varespladib durante 100 ns de
simulagdes de dindmica molecular.
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Em condi¢des com pH éacido, em que a BthTX-I1 se apresenta em sua forma dimérica
(dBthTX-11), os resultados dos ensaios de docking molecular exibiram uma interacdo entre duas
moléculas de varespladib com a dBthTX-11 (pH= 5,2) com energia de -7,5 kcal/mol e um valor
estimado de Kq = 3,17uM para o dimero A (cinza claro), e energia de - 7,4 kcal/mol estimando-
se Kg = 3,76 uM para o dimero B (cinza escuro), representados na figura 10. Portanto, assim
como observado nos experimentos anteriores envolvendo a mBthTX-I1, esses dados também

sugerem alta afinidade entre os compostos.

Figura 10- Representacdo em cartoon do complexo dBthTX-Il/varespladib obtida por docking

Figura 10: Complexo obtido a partir dos ensaios de docking molecular usando BthTX-I1I
dimérica (mondmero A representado pela cor cinza claro e 0 monémero B cinza escuro) e varespladib
(amarelo). Pode-se observar a presenca do inibidor nas regides proximas a His48 e ao Asp49 em cada
mondmero.
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Foi observado interacdes entre uma molécula de varespladib para cada monémero da
BthTX-II, com residuos His48 e Asp49 (figura 11). Deve-se salientar que as moléculas de
varespladib interagiram com residuos considerados importantes para a atividade catalitica desta
classe de proteinas e ndo nos residuos propostos para a atividade miotoxica (Salvador et al.,
2017).

Figura 11 - Representacdo em cartoon do detalhamento da interacéo entre o varespladib e a
dBthTX-Il em cada mondmero

B ,
W N i
His4&V

Figura 11: Detalhes da interacdo entre as moléculas de varespladib (amarelo) e a BthTX-I1 (cinza) obtido
a partir dos ensaios de docking molecular. Em A distancia entre o inibidor (varespladib) e a regido His48
(3,0 A) e aregido Asp49 (3,2 A) do mondmero A; e em B entre o inibidor e a regifo His48 (3,5 A) e a
regido Asp49 (3,0 A) do mondmero B.
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Para verificar a estabilidade dessa interagdo, conduzimos simulacdes de dinamica
molecular utilizando o complexo obtido a partir de docking molecular (figura 12). Apds 100
ns de simulacdo do complexo, as ligacdes entre o varespladib e a dBthTX-II, tanto com o
mondémero A (figura 12A) quanto para o mondmero B (figura 12B) permanecem estaveis,
como sugerido pela distancia entre o centro de massa do inibidor e o centro de massa dos
residuos nos sitios de ligacéo.

Figura 12 — Simulacéao da dindmica molecular entre os complexos dBthTX-1l/varespladib para
cada monomero
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Figura 12: A) Representacdo da variagdo da distancia do centro de massa da molécula de
varespladib e do centro de massa dos residuos do sitio de ligagdo da mBthTX-1I no monémero A
durante 100 ns de dindmica molecular; B) Representacdo da variagdo da distancia do centro de massa
da molécula de varespladib e do centro de massa dos residuos do sitio de ligacdo da mBthTX-11 no
mondmero B durante 100 ns de dindmica molecular.
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O complexo dBthTX-Il/varespladib se manteve estavel durante 100 ns de dinamica
molecular (figura 13). Entretanto, houve um breve deslocamento das moléculas de varespladib
ligadas em ambos mondmeros nos nano segundos iniciais da simulacdo, porém estas interacdes
se mantiveram estaveis a partir do tempo aproximado de 30 ns até o final da simulagdo, visto

que valores de RMSD foram menores que 1,5 A de distancia (figura 13).

Figura 13 - RMSD da molécula de varespladib com cada um dos mondémeros de dBthTX-II
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Figura 13: Variagdo dos valores de RMSD da molécula de varespladib durante 100 ns de
simulacdes de dinamica molecular.
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5. DISCUSSAO

As fosfolipases A> de peconhas de serpentes exibem uma notavel diversidade de
atividades bioldgicas, influenciadas pela evolucdo adaptativa para desempenharem papéis
especificos em diferentes contextos ecoldgicos. Estas moléculas sdo componentes Uteis para a
predacdo e defesa, pois catalisam a hidrolise de fosfolipidios nas membranas celulares das
presas, levando a danos teciduais e, frequentemente, a paralisia ou morte das vitimas. Além
disso, exibem atividades pré-inflamatorias que amplificam a resposta imune do hospedeiro.
Dentre as PLA»s ofidicas, destacam-se as proteinas homdlogas, como as PLA»-Lys49, que
apresentam variagdes estruturais e, apesar de carecerem de atividade enzimatica, induzem
mionecrose de forma independente da hidrolise direta de fosfolipidios (Lomonte, 2023).

As PLA>-Lys49 possuem como alvo principal a membrana da fibra muscular esquelética
(Rodrigues-Simioni et al., 1983; Oshima-Franco et al., 2002; Cavalcante et al., 2007;
Cavalcante; Gallacci, 2010). Portanto, técnicas miograficas com preparacdes neuromusculares
sdo fundamentais para a investigacao dessas proteinas e da busca por possiveis inibidores. Neste
sentido, o presente projeto avaliou a capacidade do varespladib de inibir as atividades
paralisantes e miotdxicas da BthTX-1, uma PLA> homdloga encontrada na peconha da serpente
B. jararacussu. Em adicao, estudos de docking molecular com a BthTX-1 e 1l revelaram elevada
afinidade entre o varespladib e a regido catalitica das toxinas, mostrando ser uma molécula com
capacidade de reduzir os efeitos toxicos promovidos por miotoxinas botrdpicas.

Na primeira parte do projeto, foi caracterizada a paralisia induzida pela BthTX-I em
preparacdes neuromusculares de camundongos, revelando os efeitos tipicos de bloqueio
neuromuscular tempo-dependente da toxina (Oshima-Franco et al., 2001; de Oliveira et al.,
2003; Gallacci et al., 2006; Cavalcante et al., 2005; Cavalcante et al., 2007; Cardoso et al.,
2018). O primeiro estudo que caracterizou as atividades paralisantes in vitro da BthTX-I foi
descrito por Rodrigues-Simioni e colaboradores em 1983. Os pesquisadores utilizaram
preparacdes neuromusculares de rés expostas a fragdo 1V da peconha total da B. jararacussu,
posteriormente denominada de Bothropstoxina-l ou BthTX-1 (Homsi-Brandeburgo et al.,
1988). A partir de técnicas eletrofisioldgicas, observou-se que a toxina despolariza as
preparacOes neuromusculares, resultando em aumento inicial da frequéncia dos potenciais de
placa motora terminal em miniatura. Esses efeitos foram atribuidos a um desequilibrio i6nico
leve e transitorio no terminal nervoso, decorrente da acdo extrajuncional da fragdo estudada

(Rodrigues-Simioni et al., 1983). Posteriormente, ao avaliar preparagdes neuromusculares de
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aves e mamiferos expostas a BthTX-I, Heluany e colaboradores (1992) descreveram uma
despolarizacdo inicial com contragdo muscular, seguido de espasmos e blogueio em
preparacdes evocadas de forma direta ou indireta. Em adigdo, 0s autores mostraram que a
BthTX-1 ndo afetava a contracdo tetanica ou a facilitagdo pds-tetdnica nas preparacdes nervo
frénico mdsculo diafragma de camundongos evocadas indiretamente. Nas preparacfes
musculares de pintainhos, a despolarizacdo induzida pela BthTX-1 ndo foi impedida pela d-
tubocurarina ou tetrodotoxina (Heluany et al., 1992). Portanto, considerando essas observacdes
em conjunto, os efeitos miotdxicos e paralisantes ex vivo da BthTX-I sdo consequéncia da
desestabilizacdo da membrana das fibras musculares (Heluany et al., 1992; Gallacci;
Cavalcante, 2010).

A instabilidade da membrana muscular induzida pelas PLA> homdlogas
desempenha um papel crucial nas manifestacdes de paralisia observadas ex vivo (Cavalcante;
Gallacci, 2010). A desorganizacdo da membrana culmina na perda da regulacdo sobre a
permeabilidade de ions e macromoléculas (Rodrigues-Simioni et al., 1983; Gutiérrez; Lomonte,
1995; Ownby 1998), manifestando-se por meio da despolarizacdo celular ocasionada pelos
ajustes dos gradientes dos ions Na*, K* e CI" (Rodrigues-Simioni et al., 1983; Montecucco et
al., 2008; Cavalcante; Gallacci, 2010). Além disso, a perturbacdo da integridade da membrana
propicia a entrada de fons Ca?* extracelulares nas fibras musculares (Gutiérrez; Ownby, 2003;
Villalobos et al., 2007), bem como a liberacio de Ca?* a partir de reservas intracelulares
(Johnson; Ownby, 1994). O aumento da concentracio de Ca?* no sarcoplasma gera uma série
de eventos, incluindo a ativacdo da contracdo muscular (Rodrigues-Simioni et al., 1983),
hipercontracdo dos miofilamentos, danos mitocondriais e ativacao de proteases e fosfolipases
dependentes de Ca?* (Gutiérrez; Lomonte, 1995; Ownby 1998) que ampliam o processo de
lesdo muscular (Gutiérrez; Ownby, 2003; Montecucco et al., 2008). Por fim, o ATP liberado
da membrana celular danificada é difundido para areas distantes do local da leséo inicial e ativa
receptores purinérgicos P2X nas fibras musculares. Isso resulta em aumento da condutancia
para os fons Na*, K* e Ca?* (Burnstock, 2007; Di Virgilio, 2007; Abbracchio et al., 2009;
Cintra-Francischinelli et al., 2008). Dessa forma, o fluxo desses ions induz a despolarizacdo,
contribuindo para a amplificagdo do processo de lesdo muscular em regides distantes do ponto
de interacdo da toxina com a membrana celular (Cavalcante; Gallacci, 2010).

Quanto ao processo de transmissdo neuromuscular, hd o envolvimento de uma sucessao

de eventos eletroquimicos que culmina na contragcdo do musculo (Cavalcante; Gallacci, 2010).
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A despolarizacdo do nervo motor, originada pelo potencial de agéo, resulta na abertura dos
canais de Ca®* sensiveis a voltagem na terminagdo nervosa, permitindo a entrada desse ion no
interior do neurdnio. O influxo de Ca?* no citoplasma ativa proteinas que promovem a exocitose
das vesiculas contendo o neurotransmissor acetilcolina que, ao ser liberado, difunde-se pela
fenda sinaptica e interage com os receptores nicotinicos da placa motora terminal da fibra
muscular. Essa interacdo resulta na despolarizacdo da regido, processo conhecido como
potencial de placa terminal. Tal potencial é transmitido para as regifes circunvizinhas a placa
motora, onde ocorre a ativacdo dos canais de Na* dependentes de voltagem, desencadeando,
assim, o potencial de acdo (Bowman; Rand, 1980). Por conseguinte, ocorre a liberacdo dos ions
Ca?* oriundos do reticulo sarcoplasmatico, instaurando-se 0 processo de contragdo muscular
(Bowman; Rand, 1980; Cavalcante; Gallacci, 2010). Nesse contexto, a ampliacdo dos danos
em regides distantes da jungdo neuromuscular contribui para o surgimento da paralisia do
musculo. No entanto, outros fatores podem influenciar o blogueio neuromuscular in vitro
provocado pela toxina. A entrada continua de fons Na® no sarcoplasma ocasiona uma
despolarizacdo persistente na fibra muscular, resultando na inativacdo dos canais de Na*
dependentes de voltagem (Cavalcante; Gallacci, 2010). Como consequéncia, areas de
inexcitabilidade podem surgir no sarcolema, levando a incapacidade de gerar e propagar 0s
potenciais de acdo necessarios para a contracao da fibra muscular (Cavalcante; Gallacci, 2010).
Adicionalmente, a saida de ions K* das fibras lesionadas causa despolarizacdo parcial na
extremidade do nervo motor, reduzindo a liberagdo de acetilcolina, uma vez que os potenciais
de acdo gerados ttm menor magnitude (Bowman; Rand, 1980; Cavalcante; Gallacci, 2010;
Correia de Sa et al., 2013). Esse decréscimo na liberacao do neurotransmissor também pode ser
associado ao excesso de ATP liberado pelas fibras danificadas (Correia de Sa et al., 2013). Em
resumo, a acdo das PLA>s na terminacgdo nervosa e nas fibras musculares pode reduzir a margem
de seguranca da transmissao neuromuscular, contribuindo para o desenvolvimento da paralisia
muscular in vitro (Cavalcante; Gallacci, 2010; Correia de Sa et al., 2013). Portanto, a
incapacidade da fibra muscular em responder a despolarizacdo prolongada, resultante das
alteracbes na permeabilidade da membrana celular, é apontada como a principal causa da
paralisia muscular induzida por PLA2 miotoxicas. Ainda que o estudo morfoldgico do presente
estudo evidencie os danos musculares provocados pela BthTX-1, corroborando com a literatura,
abordagens miograficas destacam os estagios iniciais desse efeito tdxico (de Oliveira et al.,
2003; Cavalcante et al., 2007; dos Santos et al., 2011a; Cardoso et al., 2018).
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Na segunda etapa deste projeto, foram realizados estudos miograficos e morfoldgicos
com o intuito de avaliar a capacidade do varespladib de neutralizar a paralisia e a miotoxicidade
induzida pela BthTX-I. Os resultados mostraram que, isoladamente, o varespladib néo afeta a
amplitude das contragcdes musculares e nem a integridade das fibras, mesmo em concentragdes
elevadas. A pré-incubacdo do composto com a BthTX-I preveniu parcialmente o bloqueio
neuromuscular induzido pela toxina e, ap6s 180 minutos de exposi¢do ao produto da pré-
incubacdo BthTX-1 + varespladib (1:10; massa:massa), observou-se reducdo da miotoxicidade
nas preparagdes. Estudos prévios, realizados com as mesmas técnicas do presente estudo,
mostraram que o varespladib é capaz de inibir por completo o bloqueio neuromuscular de
peconhas e toxinas ofidicas. No entanto, as peconhas utilizadas eram compostas
predominantemente por PLA2s-Asp49 (Oliveira et al., 2020; Maciel et al., 2021).

Oliveira e colaboradores (2020) revelaram que o varespladib inibe o bloqueio
neuromuscular induzido pela peconha da serpente Oxyuranus scutellatus, que contém uma
potente neurotoxina PLA> pré-sinaptica, conhecida como taipoxina. O composto sintético
preveniu o bloqueio neuromuscular quando pré-incubado com a pegonha e, também, quando
adicionado trinta minutos ap6s a administracdo da peconha na cuba (Oliveira et al., 2020).
Posteriormente, Maciel e colaboradores (2021) demonstraram que o varespladib também
previne o blogueio neuromuscular e a miotoxicidade induzidos pela Crotoxina (CTX), que € 0
principal componente toxico da pegonha da serpente Crotalus durissus terrificus, bem como o
efeito paralisante da subunidade bésica da toxina (CB), uma PLA2-Asp49 (Slotta; Fraenkel-
Conrat, 1938; Hendon; Fraenkel-Conrat, 1971; Breithaupt et al., 1974; Bon et al., 1989). E
importante destacar que o varespladib foi concebido para interagir com as PLAs cataliticas,
através da interacdo direcionada ao ion célcio presente no sitio ativo da enzima, resultando em
uma inibicdo praticamente estequiométrica (Draheim et al., 1996). Portanto, 0 composto
demonstrou atividade inibitoria eficaz nos estudos com PLA2s-Asp49. Entretanto, a eficacia foi
reduzida quando testado com peconhas contendo PLA>-Lys49, como as pegonhas de serpentes
asiaticas (Deinagkistrodon acutus, Agkistrodon halys, Bungarus multicinctus e Naja atra),
devido a uma afinidade de ligacdo mais fraca entre o varespladib e as PLA2s-Lys49 (Wang et
al., 2018). Gutiérrez e colaboradores (2020) também identificaram essa diminuicdo na eficacia
ao investigar a acdo do varespladib contra a pegonha de Notechis scutatus, uma serpente da
familia Elapidae que também apresenta PLA2s-Lys49. Nesse contexto, foi observado que ndo
ocorreu inibicdo da letalidade para esse tipo especifico de peconha. Em conjunto, os estudos
realizados com o varespladib e toxinas PLA2-Lys49 corroboram com os resultados funcionais
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do presente estudo, mostrando que o composto inibe parcialmente a paralisia muscular induzida
pela BthTX-1, uma PLA2-Lys49.

A terceira etapa desse projeto consistiu em experimentos de docking e dindmica
molecular envolvendo a BthTX-I e a molécula do varespladib. Os experimentos de docking
molecular revelaram a formacdo de complexos estaveis entre o varespladib e a BthTX-I em
regides de relevancia biolégica, como os aminoacidos His48 e Lys49 (que compdem o canal
hidrofébico), presentes em ambos os mondmeros da toxina, e os residuos MDiS (“sitio
hidrofébico de desestabilizagdo/rompimento @ membrana”) do mondémero B. Salvador e
colaboradores (2023), através de estudos cristalograficos, analisaram as interacdes entre o
varespladib e a PrTX-1, uma PLA>-Lys49 derivada da pegonha da Bothrops pirajai (Mancuso
et al., 1995). Nos complexos formados entre PrTX-I e varespladib, observou-se a presenca de
uma molécula de inibidor no canal hidrofoébico de cada mondémero da toxina, além de uma
terceira molécula de inibidor situada entre os monémeros da PrTX-I/varespladib, interagindo
com residuos que compdem o MDiS do monémero A. Notavelmente, a presenca deste terceiro
inibidor ndo havia sido identificada em estudos prévios envolvendo outras toxinas PLA2s-
Lys49, tais como a MjTX-I e Il da peconha da serpente Bothrops moojeni (Salvador et al.,
2019; 2021). A presenca do inibidor adicional € sugerida pela substituicdo Leu32Gly e insercao
de um aminoacido adicional na regido C-terminal da MjTX-II, o que estende o loop C-terminal
e bloqueia o acesso fisico ao terceiro inibidor. Em contraste, a PrTX-l apresenta uma
conformacdo favoravel para a interacdo com o inibidor devido a disposicao oposta das cadeias
laterais de His120 e Lys122, que estdo préximas da Leul2l e Phel25. Como a BthTX-I
compartilha semelhanca de 99,17% na sequéncia de aminoacidos com a PrTX-I, com apenas
duas posicdes Asn67Asp e Aspl32Pro (PrTX-I/BthTX-I, respectivamente), foi proposta a
hipétese de que a interacdo entre o varespladib e a BthTX-1 seja semelhante aquela observada
com a PrTX-I (Salvador et al., 2023).

Apesar de ter sido objeto de estudo por varias décadas, permanecem lacunas
significativas no entendimento do mecanismo de acdo exato das toxinas PLA2s-Lys49
(Lomonte, 2023). Entretanto, varias teorias tém sido propostas e algumas delas tém sido objeto
de discussdo. Com a finalidade de compreender os efeitos da BthTX-1 no musculo esquelético
e identificar as estruturas envolvidas no “sitio toxico”, visto que a mutag¢do do aspartato por
lisina na posicdo 49 e os efeitos miotdxicos decorrem de um mecanismo ndo catalitico,

compostos polianidnicos, como a heparina, foram empregados para elucidar a relagéo estrutura-
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funcdo das toxinas homdlogas (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Rodrigues-Simioni et al.,
1983; Heluany et al., 1992; Cintra et al., 1993; Lomonte et al, 1994). A primeira regiao
molecular envolvida na agdo toxica das PLA2s-Lys49 foi identificada atraves da interagdo da
heparina com a porgdo C-terminal de uma miotoxina proveniente da peconha da Bothrops
asper, a BaspTX-Il (Lomonte et al, 1994). A analise do sitio de ligacdo da heparina com a
BaspTX-Il revelou a participacdo de residuos de aminoacido na regido 115-129, que € rica em
lisina e proxima da porcao C-terminal da toxina. Além disso, o peptideo sintético da regido 115-
129 da miotoxina Il foi capaz de induzir lesdes celulares, mimetizando o efeito da toxina. Dessa
forma, os autores concluiram que a regido C-terminal (115-129) da miotoxina Il seria
responsavel pela atividade miotoxica dessa proteina (Lomonte et al, 1994). No periodo de
descoberta da miotoxicidade promovida pela regido C-terminal das PLA2-Lys49, estruturas em
cristais das miotoxinas ndo estavam disponiveis (Lomonte, 2023). No ano de 1995, a primeira
estrutura cristalina da miotoxina 1l da B. asper foi obtida, revelando uma associagédo
homodimérica ndo covalente na toxina (Arni et al, 1995). Posteriormente, da Silva-Giotto e
colaboradores (1998) propuseram que a perturbacdo da integridade do sarcolema decorria de
alteragdes nas conformagoes “aberta” e “fechada” do dimero da toxina durante a interagao,
ocasionando a desorganizacao da membrana lipidica e subsequente perda de sua integridade.

Em 2003, Lomonte e colaboradores propuseram um modelo tedrico visando explicar os
mecanismos pelos quais as PLA> homologas induzem danos musculares. Nesse modelo,
conjecturou-se que as regides C- e N-terminais, carregadas positivamente, estabelecem
interacdes eletrostaticas fracas com areas carregadas negativamente na membrana celular
(Lomonte et al 2003). Subsequentemente, essas interacdes eletrostaticas seriam reforcadas por
residuos aromaticos e hidrofobicos presentes na regido C-terminal da toxina, levando, assim,
ao dano muscular (Lomonte et al, 2003).

No estudo conduzido por Santos e colaboradores (2009), foi apresentada uma proposta
de mecanismo miotdxico que se baseia na conformacao alternativa do dimero nas PLA2-Lys49.
Nesse contexto, 0s sitios miotoxicos, que estdo presentes em ambos 0os mondmeros, séo
especificamente formados pelos residuos catidnicos Lys20, Lys115 e Argll8, os quais se
alinham sequencialmente nesta configuracdo proteica (dos Santos et al., 2009). Em seguida,
constatou-se que esses residuos basicos desempenham a fungdo de interagir com o grupo
fosfatidil presente na camada lipidica da membrana plasmatica (Fernandes et al., 2013). Nesse

mesmo trabalho foi observado uma mudanca na conformacao das miotoxinas devido a presenca
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de uma molécula hidrofébica, como &cidos graxos, nos canais hidrofobicos, promovendo a
orientagdo dos residuos que compdem o “sitio de ligagdo a membrana” (Membrane docking site
- MDoS), otimizando sua interacdo com o sarcolema. Além disso, identificaram dois residuos
hidrofobicos (Leul2l e Phel25), altamente conservados em 98% das PLA2 homdlogas
botropicas, que estdo expostos ao solvente e que ficam alinhados ap6s interagdo com uma
molécula no canal hidrofébico. Em consequéncia as caracteristicas de hidrofobicidade e
permeabilidade desses residuos, prop6s-se que ambos estariam envolvidos na desestabilizagéo
e rompimento da membrana, sendo denominados como “sitio hidrofébico de
desestabilizagdo/rompimento a membrana” (Membrane disruption site - MDiS) (Fernandes et
al., 2013, 2014).

Baseado nessas proposicdes, Borges e colaboradores (2017) revelaram novas
caracteristicas estruturais relacionadas as mudancas oligoméricas entre os estados inativos e
ativos de proteinas semelhantes a PLA>. A partir de uma andlise estrutural detalhada da regido
MDiS, foi identificado conformacdes distintas da MDiS nos estados inativos e ativos, cuja
diferenca pode ser quantificada pela distancia entre os residuos Lys121 e Phel25, sugerindo
uma transicdo entre ambos os estados. Essa transicdo pode ocorrer a partir da entrada de
moléculas hidrofobicas no tinel 1 do monémero canénico, resultando na reorientacdo do
dimero e em uma mudanca estrutural dos monémeros de uma forma assimétrica para uma forma
simétrica (Borges et al., 2017). Deste modo, empregando o dimero alternativo como a
conformacdo farmacologicamente ativa, foram adicionadas novas informagfes ao mecanismo
de miotoxicidade proposto por Fernandes e colaboradores (2014) (figura 14), sugerindo as
seguintes etapas (Fernandes et al., 2013; 2014; Borges et al., 2017): 1) entrada do acido graxo
no canal hidrofébico da molécula; 1) reorientacdo do dimero adotando a forma ativa (inversdo
da posicao dos residuos Tirl19 e His120); I11) o canal hidrofébico inacessivel e vago é aberto
pela reorientacdo do dimero e uma molécula hidrofébica/acido graxo € ligada, estabilizando o
estado ativo da toxina; 1V) ancoragem proteina-membrana através do MDoS; V) sitio MDiS
induz a desorganizacdo da membrana; V1) influxo descontrolado de ions e consequente morte

celular.
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Figura 14 - Etapas de altera¢Oes estruturais das PLA, homologas botrdpicas envolvidas na
desestabilizacdo de membranas

Entrada do acidpadi®
graxo no canal ¥
hidrofébico

INATIVO

Figura 14: (A) Toxina em estado “inativo”. (B) Ativagao alostérica induzida pela interagdo com
0 acido graxo no canal hidrofébico, expondo e alinhando os residuos do MDoS (em verde) e MDiS (em
amarelo). (C) Interagdo com a membrana através dos residuos do MDoS e insercdo na matriz lipidica
realizada pelos residuos MDiS. Referéncia: adaptado de Fernandes et al., 2014.

Frente a0 mecanismo miotoxico proposto, com a finalidade de compreender as
interaces entre inibidores e as PLA»>-Lys49, é relevante destacar que moléculas com
propriedades inibitorias estabelecem interacGes especificas com as PLA2s homdlogas
encontradas nas peconhas de serpentes do género Bothrops. Em algumas dessas interagdes, sdo
observadas modificacGes estruturais significativas nas toxinas (Fernandes et al., 2015; Cardoso
et al., 2020; Salvador et al., 2023). A analise da interagdo entre o varespladib e a MjTX-II
revelou alteragdes conformacionais na estrutura quaternaria da toxina quando comparado com
as estruturas ativadas, indicadas por valores elevados de RMSD (Salvador et al., 2019).
Entretanto, a interacdo do varespladib com a MjTX-I ndo ocasiona alteracOes estruturais
significativas na toxina (Salvador et al., 2021). Portanto, a analise das estruturas cristalinas da
MjTX-I, MjTX-Il e PrTX-I, bem como o complexo BthTX-l/varespladib, sugere que as
moléculas de varespladib estabelecem interagdes em sitios andlogos dentro dos canais
hidrofobicos das toxinas. Isso inclui as cadeias laterais de aminoacidos His48 e Lys49 (Figura
7). Como descrito anteriormente, 0 mecanismo miotoxico sugerido para as PLA>-Lys49 é
iniciado pela interacdo de moléculas de acido graxo (ativador) com estes residuos induzindo
movimentos estruturais nas subunidades da toxina (Fernandes et al., 2014; Borges et al., 2017;
Gomes et al., 2020). Isso posiciona os residuos da regido MDoS para interagdo com a membrana
alvo, resultando na subsequente ruptura pela regido MDIiS que, por sua vez, culmina na morte

celular (Borges et al., 2017; Gomes et al., 2020). A andlise de dados funcionais e estruturais,
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baseando-se no atual mecanismo miotdxico das toxinas do tipo PLA>-Lys49, foram propostos
trés diferentes mecanismos de inibicdo para essas proteinas (Figura 15): 1) Inibidores que se
ligam ao interior do canal hidrofobico ou a sua entrada, bloqueando o acesso das moléculas de
acido graxo; I1) Inibidores que interagem com residuos especificos das regides MDoS ou MDiS
(Fernandes et al., 2015), impedindo a intera¢do da proteina com a membrana; 111) Inibidores
que induzem a oligomerizacdo da toxina (Salvador et al., 2015), o que pode resultar na
combinacéo dos dois processos anteriores.

Figura 15 - Diferentes formas de inibigdo de toxinas PLA2-Lys49 por inibidores descritos na
literatura

»
N

[C] classe1

[O] canal hidrofébico

M ciasse?2
[ Sitio de ancoragem a
membrana (MDoS)

B sitio de ruptura da
membrana (MDiS)

. Classe 3

Figura 15: o mondmero A é mostrado em cinza claro, enquanto o mondmero B é representado em cinza
escuro: (A) Inibidores da Classe 1 (amarelo), que impedem a ligagao de &cidos graxos (bastGes amarelos
- ativador) ao canal hidrofébico (ciano) da toxina; (B) Inibidores da Classe 2 (azul), que se ligam as
regides funcionais MDoS (verde) e MDiS (vermelho) e impedem a interagdo da toxina com a membrana
(laranja); (C) Inibidores da Classe 3 (magenta), que induzem a oligomerizagdo da proteina. Referéncia:
adaptado de Salvador et al., 2019.

Exemplificando a primeira classe de inibidores, destacam-se o brometo p-bromofenacil
e 0 &cido rosmarinico, que inibem todos ou uma fracdo substancial dos efeitos miotoxicos,
paralisantes e edematogénicos de diferentes toxinas (dos Santos et al., 2011a; Soares; Giglio,
2003; Ticli et al., 2005; Salvador et al., 2019). O acido cafeico e o acido aristoloquico ilustram
0 segundo tipo de inibidor, apresentando uma inibi¢&o parcial da atividade miotdxica da PrTX-

| (Fernandes et al., 2015). J& a suramina, representa o terceiro tipo de inibidor, devido a sua



53

notével versatilidade, esse composto é capaz de se ligar em diferentes regides, inibindo as
proteinas do tipo PLA> nas duas categorias mencionadas anteriormente (de Oliveira et al., 2003;
Murakami et al., 2005; Salvador et al., 2015). Vale destacar que, tanto no complexo BthTX-
I/varespadib, quanto no complexo PrTX-I/varespadib, o varespladib interage com os residuos
His48 e Asp49 dos mondmeros A e B, além da presenca de uma terceira molécula de
varespladib interagindo com os residuos na regido MDiS do monémero A na PrTX-I, bem como
na BthTX-1 (Salvador et al., 2023). Em virtude dos resultados analisados, o varespladib foi
classificado nas classes 1 e 2 de inibidores de PLA>, devido a sua capacidade simultanea de
prevenir a ligacdo do acido graxo por duas moléculas (classe 1) e também de bloquear o0 MDiS
com uma terceira molécula (classe 2), resultando na inibicdo da interacdo desse sitio com a
membrana (Salvador et al., 2023).

Com o intuito de avancar no conhecimento da relacdo do mecanismo de inibi¢do do
varespladib com PLA.s, na quarta etapa do projeto foram realizados estudos de docking
molecular e simulacbes de dindmica molecular com a bothropstoxina-11 (BthTX-Il) e o
varespladib. Na peconha da B. jararacussu é possivel isolar e caracterizadas duas miotoxinas
béasicas, a BthTX-I (discutida anteriormente) e a BthTX-11 (Homsi-Brandeburgo et al., 1988;
Andrido-Escarso et al., 2002). A analise da estrutura primaria da BthTX-1l revelou um
aminoacido Asp na posicdo 49 (Pereira et al., 1998), apesar da baixa atividade catalitica
(Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Andrido-Escarso et al., 2002). Entretanto, novos dados
sugerem que esta proteina pode exercer a miotoxicidade por meio de catalise e/ou por sitios
miotdxicos (Borges et al., 2021). Dados estruturais mostraram que a BthTX-11 em solucgéo é
encontrada na forma se apresentam como monoméricas em condicdes fisioldgicas neutras e
principalmente dimeras em um ambiente &cido, sendo ativas em ambas as situacdes (Borges et
al., 2021). A vista disso, foi proposto dois mecanismos toxicos para a BthTX-II (Borges et al.,
2021): i) um catalitico associado a montagem monomeérica, com a al¢a de ligacdo de calcio na
forma canénica (ion célcio permite que a toxina clive os fosfolipidios) e, ii) atividade miotdxica
independente do célcio, relacionado a regido C-terminal, adotando uma conformagéo dimérica
(mecanismo miotdxico semelhante ao de PLA.-Lys49).

Os resultados de docking e dindmica molecular revelaram que o varespladib se liga de
forma eficiente a BthTX-Il em sua montagem monomérica (mBthTX-I1), afetando a regido
catalitica da toxina, interagindo com os residuos His48 e Asp49 que compdem a rede catalitica
(Renetseder et al., 1985). O ion calcio serve como ponto de ancoragem para o substrato durante
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a catélise, coordenando-se com a cabeca do fosfolipidio, os oxigénios dos residuos 28, 30 e 32
da cadeia principal, bem como os oxigénios da cadeia lateral de Asp49. A cadeia lateral do
aminoacido His48 realiza a extracdo de um proton de uma molécula de agua, desencadeando a
hidrélise na ligacéo éster localizada na posicao sn-2 (Verheij et al., 1980; Scott et al., 1990).
Portanto, considerando que o residuo His48 faz parte da rede catalitica da mBthTX-11 e que o
ion calcio coordena a atividade de hidrdlise dos fosfolipidios da membrana, auxiliando na leséo
da estrutura (Rigden et al., 2003; Corréa et al., 2008; dos Santos et al., 2011b; Salvador et al.,
2017), sugerimos que o deslocamento do ion calcio induzido pelo varespladib durante as
simulagdes de dindmica molecular, juntamente com interacdo estavel do ligante com a proteina,
demonstrada pelos baixos valores de RMSD (figura 9B), evidencia a capacidade efetiva do
varespladib de inibir a miotoxicidade da mBthTX-II.

Ja na forma dimérica da BthTX-Il (dBthTX-Il), observamos interagdes entre uma
molécula de varespladib para cada mondémero da dBthTX-Il, nos residuos His48 e Asp49
(figura 10). Essas interacGes permaneceram estaveis ao longo da simulacéo, com valores de
RMSD menores que 1,5 A de distancia (figura 13). Como proposto anteriormente na literatura
por Borges e colaboradores (2020), a dBthTX-11 ndo apresenta atividade catalitica devido a uma
modificacdo estrutural na regido catalitica em comparacdo com a sua estrutura monomeérica.
Neste caso, Salvador e colaboradores (2017) propuseram que a estrutura dimérica das PLA.-
Asp49 apresenta sitios responsaveis pela ligacdo a membrana alvo (Lys7, Argl6, Arg72 e
Lys115) e sitios que causam o rompimento da membrana (LeulO e Leul7). Assim, com base
na analise dos dados obtidos por simulacdes de dindmica molecular, sugerimos que a presenca
das moléculas de varespladib pode impedir o correto funcionamento correto dos sitios
miotoxicos anteriormente propostos para as PLA.-Asp49 bésicas (Salvador et al., 2017),
conforme ilustrado na figura 16. Foi possivel observar que ap6s os 100 ns de simulacdo, a
estrutura dimérica ndo se manteve estavel ao longo da simulacdo quando comparado com a
estrutura inicial (RMSD = 15,63 A) (figura 17).



55

Figura 16 - Disposicédo dos sitios MDoS e MDIS para a estrutura dBthTX-I1

Figura 16: Representacdo da superficie da dBthTX-Il onde estdo representados 0s propostos
sitios responsaveis atividade miotdxica, sendo o sitio de ligagdo a membrana (MDoS - verde) e o sitio
de ruptura da membrana (MDiS - vermelho). Autoria propria.

Com base nos dados da literatura (Salvador et al., 2017), a analise da estrutura da
dBthTX-1l nos permite sugerir que as regides identificadas na Figura 17A constituem um
"cluster miotdxico". Esse cluster € composto por um sitio de ancoragem na membrana (residuos

Glu7, Lys16, Arg72 e Alall5) e um sitio de ruptura da membrana (residuos Leul0 e Leul?).

Figura 17 - Representagdo em cartoon dos residuos putativos MDoS e MDiS da dBthTX-II

Figura 17: A) os residuos basicos da regido MDoS sdo mostrados em verde (Glu7, Lys16, Arg72 e
Alal15 dos mondémeros A e B). Os residuos hidrofébicos do sitio putativo de ruptura da membrana
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(MDiS) sdo mostrados em vermelho (LeulO e Leul7 dos monémeros A e B). As moléculas de
varespladib estdo representadas em sticks amarelos; B) Estrutura do complexo dBthTX-Il/varespladib
apos 100 ns de simulacdo; C) resultado da modificacdo dos sitios MDoS e MDIS, induzido pelo
varespladib, levando a perda da funcdo da dBthTX-Il. Autoria prépria.

Portanto, com base nos dados apresentados neste estudo, é possivel sugerir que a
molécula de varespladib demonstra potencial para inibir as atividades biologicas de toxinas
presentes na peconha da serpente B. jararacussu. Este potencial inibitorio ocorre de forma
independente da condicdo fisioldgica (estado conformacional ou pH). A molécula de
varespladib é capaz de interagir com as toxinas BthTX-I e BthTX-Il, inibindo seus efeitos

toxicos, sendo por mecanismos cataliticos e/ou miotdxicos.
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6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que o varespladib atua como inibidor de PLA2s
toxicas, abrangendo as moléculas cataliticamente inativas, as PLA2-Lys49, quanto as
cataliticamente ativas. Além disso, é uma ferramenta importante para a investigacao da relaco
estrutura-atividade das toxinas PLA2-Lys49. Esses achados séo relevantes devido ao impacto
significativo em termos de morbidade e mortalidade associado aos acidentes causados por
serpentes que contém concentracdes elevadas dessas proteinas em sua peconha. Tais
descobertas fornecem informagGes para o desenvolvimento de tratamentos complementares a

soroterapia em casos de envenenamento por serpentes.
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