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“A academia não é o paraíso. Mas o aprendizado é um lugar onde o 

paraíso pode ser criado” (bell hooks) 

 



RESUMO 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde, há aproximadamente 5,4 milhões de picadas 

por serpentes a cada ano, resultando em 2,7 milhões de envenenamentos e 100.000 mortes. No 

Brasil, as serpentes do gênero Bothrops apresentam relevância clínica devido à frequência e à 

gravidade dos acidentes que ocasionam. Entre as serpentes botrópicas, destaca-se a espécie 

Bothrops jararacussu, cuja peçonha é amplamente estudada e que contém elevada quantidade 

de fosfolipases A2 e toxinas relacionadas, tais como a bothropstoxina I e II (BthTX-I e II). Essas 

toxinas são responsáveis pelos efeitos miotóxicos observados após o envenenamento. 

Recentemente, o varespladip (LY315920), um inibidor sintético de fosfolipase A2, tem se 

mostrado um candidato promissor para neutralizar toxinas de serpentes. Portanto, o presente 

estudo avaliou a capacidade do varespladib de inibir a ação da BthTX-I através de estudos 

miográficos e morfológicos, utilizando preparações nervo frênico-músculo diafragma de 

camundongos. As preparações foram expostas à BthTX-I, ao varespladib ou ao produto da pré-

incubação de BthTX-I/varespladib. Os resultados do presente estudo indicam que o varespladib 

é capaz de neutralizar os efeitos paralisantes e miotóxicos da BthTX-I. Além disso, foram 

realizados estudos de bioinformática (docking e dinâmica molecular) e os resultados indicam 

que o varespladib, além de interagir com a BthTX-I, também estabelece interações com a 

BthTX-II. Essas interações foram observadas tanto no estado monomérico da BthTX-II, em pH 

neutro, quanto no estado dimérico, pH ácido. Consequentemente, essa evidência sugere que o 

varespladib é capaz de inibir os efeitos tóxicos 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 II (BthTX-I and II). These toxins are responsible for the myotoxic effects 

observed after envenomation. Recently, varespladib (LY315920), 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-I 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-I. Furthermore, the bioinformatics results (docking 

and molecular dynamics) suggest that varespladib, in addition to interacting with BthTX-I, may 

also establish interactions with BthTX-II. These interactions were observed both in the 

monomeric state of BthTX-II 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-

II. 

 

Keywords: BthTX-I; BthTX-II; varespladib. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 Relevância do estudo das peçonhas ofídicas 

Peçonhas ofídicas despertam o interesse de toxinologistas há anos, pois possuem 

moléculas importantes na elucidação de processos fisiológicos e farmacológicos (Rosenfeld, 

1971; Kaiser et al, 1990; Lomonte et al, 2003; Gutiérrez et al., 2017; Lomonte, 2023). Como 

exemplos, a compreensão de estruturas da membrana celular, as funções das proteínas 

envolvidas na sinalização e transmissão sináptica, bem como a identificação e caracterização 

do receptor nicotínico e de subtipos específicos de canais iônicos (Clark et al., 2019). Além 

disso, tais investigações auxiliam o desenvolvimento da terapia antiofídica. 

As peçonhas de serpentes mostraram seu papel como agente terapêutico através de 

estudos com peptídeos potencializadores de bradicinina, isolados da peçonha da serpente 

Bothrops jararaca. Estes peptídeos possibilitaram a descoberta do primeiro inibidor oral da 

enzima conversora da angiotensina (ECA), o captopril (Cushman; Odetti, 1991; Ferreira, 1998), 

levando a evolução do tratamento de pacientes com hipertensão e insuficiência cardíaca. Além 

disso, um marco nos estudos dos receptores nicotínicos (nAChR) foi o isolamento da α-

bungarotoxina da peçonha da Bungarus multicinctus pelos farmacologistas Chang e Lee (1963). 

Devido à elevada afinidade pelo receptor, foram observadas as capacidades da toxina como 

ligante e marcador de nAChR do tipo muscular, além de auxiliar na purificação do receptor, 

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

O papel das toxinas no campo das ciências, juntamente com o contínuo desenvolvimento 

de metodologias “-ômicas” (transcriptômica, proteômica), voltadas para a caracterização 

qualitativa e quantitativa dessas substâncias, permitiu a descoberta e a descrição de toxinas com 

propriedades específicas. Isso evidencia que tais toxinas constituem ferramentas úteis na 

identificação de novos alvos para a ciência e medicina celular (Gutiérrez et al., 2017; Clark et 

al., 2019). Além disto, como a junção neuromuscular é o principal alvo de peçonhas e toxinas 

ofídicas, devido às propriedades neurotóxicas e miotóxicas, o estudo dessas substâncias no 

âmbito da farmacologia da junção neuromuscular constitui ferramenta importante para auxiliar 

no avanço da terapêutica dos envenenamentos causados por serpentes. 
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1.2 Epidemiologia  

No ano de 2013, os acidentes ofídicos foram removidos da lista de doenças tropicais 

negligenciadas (DTNs) da Organização Mundial de Saúde (OMS, 2019). Entretanto, em 2017, 

retornaram devido a elevada prevalência e agravamento clínico que ocasionam em países 

tropicais e/ou em desenvolvimento (Chippaux, 2017). A OMS priorizou cerca de 20 doenças e 

grupos de doenças que têm em comum o impacto nas comunidades pobres (OMS, 2019). No 

mundo, aproximadamente 4,5 a 5,4 milhões de pessoas sofrem picadas de serpentes e, destas, 

1,8 a 2,7 milhões evoluem para incapacitações clínicas e 81 a 138 mil morrem devido às 

complicações (OMS, 2023). Em razão disso, a OMS estipulou como meta a redução pela 

metade do número de mortes e agravos provocados pelo envenenamento ofídico até o ano 2030. 

Para tal, algumas estratégias foram propostas, como a prevenção dos acidentes através da 

conscientização da população, fortalecimento dos sistemas de saúde, aumento de parcerias e 

provisão de tratamento seguro e eficaz (OMS, 2019). 

No Brasil, em 2021, foram registrados 30.400 casos e 148 mortes (Brasil, 2023). As 

regiões norte e nordeste do país apresentaram o maior número de notificações (Figura 1; Brasil, 

2023). Os acidentes ofídicos ocorrem principalmente no período quente, entre setembro e 

março, e estão relacionados ao aumento da atividade do trabalhador rural no campo. A faixa 

etária mais acometida varia de 15 a 49 anos, prevalecendo o sexo masculino e o acometimento 

dos membros inferiores (de Oliveira et al., 2009). As serpentes de importância médica do Brasil 

são as do gênero Bothrops, responsáveis por 87% das notificações, seguidas pelas dos gêneros 

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- Notificações de acidentes por região no Brasil registrados no Sistema de Informação 

de Agravo de Notificações (SINAN) em 2021 

 
Referência: Brasil, 2023. Disponível em: 

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

 

1.3 Envenenamento Botrópico 

 O gênero Bothrops abrange mais de 60 espécies distribuídas 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 gênero, capaz de produzir e inocular grande quantidade de peçonha e causar 

acidentes graves (Melgarejo, 2009). As serpentes botrópicas habitam ambientes úmidos (matas 

e áreas cultivadas), assim como regiões propícias à proliferação de roedores, zonas rurais e os 

arredores de centros urbanos. Têm hábitos noturnos e são consideradas as serpentes mais 

agressivas encontradas no Brasil (Melgarejo, 2009).  

O envenenamento botrópico é caracterizado por sintomas locais, sendo as manifestações 

clínicas rápidas e intensas como edema de tonalidade violácea, devido a sangramento 

subcutâneo, dor na região da picada ou membro acometido, linfadenomegalia, equimoses, 

bolhas, inflamação local, necrose e síndrome compartimental (França; Málaque, 2009). Em 

alguns casos são observados efeitos sistêmicos, como alterações cardiovasculares, hemorragias 

e choque hipovolêmico (Rosenfeld, 1971; França; Málaque, 2009). O acidente pode evoluir 

para perda tecidual permanente e até amputação do membro afetado, devido a isquemia do 

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

http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sinannet/cnv/animaisbr.def
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músculo (Mebs; Owby, 1990; dos Santos et al., 1992; Gutiérrez; Lomonte, 1995; Gutiérrez; 

Owby, 2003; Gutiérrez et al., 2017). 

As miotoxinas são amplamente encontradas nas peçonhas botrópicas, sendo até 30% do 

total de proteínas nas serpentes Bothrops jararacussu (Rodrigues-Simioni et al., 1983; Homsi-

Brandeburgo et al., 1988). Estas toxinas são responsáveis pelas lesões musculares locais 

observadas nos acidentados (Lomonte et al, 2003). Além disso, em preparações 

neuromusculares isoladas, a peçonha 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 ações tóxicas das peçonhas ofídicas podem atingir órgãos e sistemas, de modo direto, 

mediante liberação de substâncias farmacologicamente ativas, ou indireto, por alterações de 

processos endógenos em resposta ao envenenamento (Azevedo-Marques et al., 2009; Bickler, 

2020). A variabilidade das peçonhas das serpentes decorre de diversos fatores, destacando-se:  

ontogenéticos, geográficos, dieta, idade e dimorfismo sexual (França; Málaque, 2009; Galizio 

et al., 2018). As manifestações clínicas do envenenamento decorrem de distúrbios fisiológicos 

e bioquímicos nas vítimas, destacando-se sintomas neurotóxicos, miotóxicos e hematotóxicos 

(MS, 2023). 

Há um século, a administração parenteral de antivenenos é o único tratamento eficaz 

para reverter os efeitos letais provocados pelo envenenamento por animais peçonhentos 

(Gutiérrez et al., 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 antiofídico coube a Vital Brazil, pois a eficácia estava relacionada à 

especificidade para o gênero da serpente que causava o acidente (Wen, 2009). 

Atualmente, o antiveneno é formado por imunoglobulinas provenientes de cavalos que 

foram expostos a peçonhas de uma ou várias espécies de serpentes, seguida pela coleta do 

sangue hiperimune e subsequente purificação 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 ácido caprílico, 

seguidas da digestão com enzimas pepsina ou papaína, respectivamente (Wen, 2009; Gutiérrez 

et al., 2010). Apesar dos antivenenos serem produzidos em vários países, em alguns, 
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principalmente aqueles de menor desenvolvimento socioeconômico, há a carência desse recurso 

terapêutico (Gutiérrez et al., 2010; Gutiérrez et al., 2017; Bermúdez-Méndez et al., 2018). O 

processo de fabricação do antiveneno é caro e trabalhoso, necessita de manutenção constante 

de animais em cativeiro, tanto cavalos como serpentes. As serpentes são manipuladas para a 

obtenção das peçonhas e os cavalos recebem este material no sangue, podendo ocorrer a morte 

destes animais no processo. Além destes fatores, há a exigência de uma cadeia de frios para o 

armazenamento e o transporte dos antivenenos (Gutiérrez et al., 2017; Bermúdez-Méndez et 

al., 2018). 

Outro aspecto importante é a limitada eficácia dos soros antiofídicos em neutralizar o 

dano tecidual provocado por peçonhas ricas em fosfolipases A2 (PLA2) miotóxicas. Isso 

impulsiona a demanda por tratamentos complementares a soroterapia, destacando a 

investigação 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 imunização e tratamentos complementares são 

requeridas para melhorar a eficácia, segurança e acessibilidade aos antivenenos (Bermúdez-

Méndez et al., 2018). 

 

1.5 Fosfolipase A2 (PLA2) 

As PLA2 (EC 3.1.1.4) são enzimas que hidrolisam glicerofosfolipídeos na posição sn-2 

da ligação acil, liberando lisofosfolipídeos e ácidos graxos (Dennis et al., 2011). Os tamanhos 

das moléculas variam de 14 a 18 kDa e, usualmente, apresentam 5 a 8 pontes de dissulfeto, 

dependência do íon Ca2+ e uma díade catalítica formada pelos aminoácidos His-Asp, importante 

para o mecanismo de ação da enzima (Murakami et al., 2015; Burke e Dennis, 2009a). São 

divididas em grupos de acordo com o mecanismo catalítico e características funcionais e 

estruturais (Kini, 1997; Burke e Dennis, 2009a; Burke e Dennis, 2009b). As fosfolipases A2 

secretadas (sPLA2s) são encontradas em dois grupos: grupo IB, constituído pela sPLA2 

pancreática humana e os grupos IA e II, representados pelas PLA2s de peçonhas ofídicas (Burke 

e Dennis 2009b). As proteínas ofídicas apresentam tamanho variável, com aproximadamente 

14 kDa e ligações de dissulfeto na molécula (Dennis et al., 2011). Podem ser encontradas nas 

formas de monômero, dímero, trímero ou hexâmero, e combinadas com subunidades 

enzimáticas ou não enzimáticas (Bickler, 2020). As PLA2s ofídicas do grupo I são encontradas 

em peçonhas de serpentes da família Elapidae (do Velho Mundo), enquanto as do grupo II na 
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família Viperidae, que engloba o gênero Bothrops (Lomonte; Križaj, 2021). As PLA2s s ofídicas 

do grupo I apresentam como característica estrutural duas longas α-hélices (H2 e H3) 

antiparalelas, mantidas por ligações dissulfeto (Arni; Ward, 1996; Ward et al., 1998). Estruturas 

conservadas são observadas nas proteínas dos grupos I e II (figura 2), como α-hélice da região 

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

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

Terminal, sendo todas essas orientações variáveis (Murakami; Arni, 2003; Magro et al., 2009). 

Figura 2 Características de um monômero de fosfolipase A2 secretada do grupo II 

Referência: Cardoso, 2016. 

 

No grupo II podemos encontrar as PLA2s miotóxicas, que são subdivididas em dois 

subtipos: (I) as miotoxinas com resíduo de ácido aspártico conservado na posição 49 e são 

cataliticamente ativas, denominadas de PLA2s-Asp49 (Kaiser et al., 1990;  Arni; Ward, 1996) 

e (II) as PLA2s com substituição do resíduo de aspartato por outros aminoácidos, como a lisina, 

e são cataliticamente inativas, sendo denominadas de PLA2-Lys49 ou PLA2 homólogas ou 

“PLA2-like” (Rufini et al., 1992; Gutiérrez; Lomonte, 1995; Ownby 1998).  

A primeira PLA2-Lys49 foi identificada em 1984 a partir da peçonha da serpente 

Agkistrodon p. piscivorus (Mocassim d’água), a qual continha uma substituição do resíduo de 

aspartato na posição 49 por lisina (Maraganore et al., 1984; Maraganore; Henrikson, 1986). 

Posteriormente, um número crescente de proteínas semelhantes foi descrito em peçonhas 

viperídicas. Até o momento, mais de 80 proteínas desse tipo foram descritas, indicando que 
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constituem um subgrupo amplo, embora não estejam presentes em todas as peçonhas de 

viperídeos (Lomonte et al., 2023). Dentre as toxinas PLA2-Lys49 descobertas, uma das mais 

estudadas é a Bothropstoxina-I da Bothrops jararacussu (Homsi-Brandeburgo et al., 1988). 

Estudos iniciais relataram que as PLA2-Lys49 possuíam atividade enzimática reduzida 

(Maraganore et al., 1984; Maraganore; Henrikson, 1986); no entanto, a ausência dessa atividade 

só foi determinada a partir de técnicas de mutagênese sítio dirigida utilizando proteínas 

recombinantes, que revelaram a incapacidade das PLA2s-Lys49 de catalisar a hidrólise de 

fosfolipídios (Ward et al., 2002; Petan et al., 2007). A partir de análises de estruturas 

cristalográficas de diferentes PLA2-Lys49 (ver Ward et al., 1998) foi possível observar que 

essas proteínas funcionam por meio de um mecanismo independente de Ca2+, devido a 

impedimentos estéricos causados pelo átomo Nζ do resíduo de lisina na posição 49, que ocupa 

a mesma posição que o íon Ca2+ em proteínas PLA2s-Asp49 catalíticas, impedindo assim a 

coordenação desse cofator (Ward et al., 1998), além de outros fatores estruturais, como a 

modificação do loop de ligação do íon cálcio (Fernandes et al., 2010).  

Apesar de serem cataliticamente inativas, as PLA2s-Lys49 promovem miotoxicidade in 

vivo e outras atividades tóxicas como edema, hiperalgesia e liberação de citocinas pró-

inflamatórias (Lomonte et al, 2003). Estudos ex vivo demonstram que as PLA2s-Lys49 de 

peçonhas botrópicas induzem bloqueio das contrações musculares quando os músculos são 

estimulados de forma direta ou indireta (estímulos deflagrados nos nervos) em preparações 

neuromusculares de anfíbios, aves e mamíferos (Rodrigues-Simioni et al., 1983; Oshima-

Franco et al., 2002; Cavalcante et al., 2007; Cavalcante; Gallacci, 2010). Tais achados sugerem 

que os efeitos miotóxicos e paralisantes ex vivo decorrem, principalmente, da desestabilização 

da membrana da fibra muscular (Cavalcante; Gallacci, 2010). 

É importante destacar que as PLA2 isoladas de serpentes do gênero Bothrops podem ser 

subdivididas em duas subclasses distintas: (1) miotoxinas Asp49, que exibem atividade 

catalítica moderada; e (2) miotoxinas Lys49, que não possuem atividade catalítica detectável 

em substratos artificiais (Gutiérrez e Lomonte, 1997; Ownby et al., 1999). Na peçonha da 

Bothrops jararacussu foram isoladas a BthTX-I, discutida anteriormente, e a BthTX-II que 

revelou uma atividade catalítica relativamente baixa quando comparada a uma PLA2s ácida e 

não miotóxica da mesma peçonha (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Andrião-Escarso et al., 

2002). Além disso, a determinação da estrutura primária revelou que a BthTX-II era uma 

miotoxina Asp49 (Gutiérrez et al., 1991; Pereira et al., 1998).  
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Quanto a ação de mionecrose das toxinas botrópicas, ela pode ser causada pela ação 

direta de miotoxinas ou por PLA2s miotóxicas na membrana plasmática das células musculares, 

induzindo a desorganização dos componentes fosfolipídicos, entrada de íons cálcio e saída de 

moléculas intracelulares, como a creatina quinase, resultando em contração do sarcômero e 

comprometimento das mitocôndrias (Gutiérrez et al., 1991). Essas alterações, em conjunto, 

podem levar à morte celular. No entanto, o mecanismo pelo qual essas miotoxinas atuam nos 

músculos ainda não é completamente compreendido. Um estudo sobre a patogênese da 

mionecrose em camundongos induzida por BthTX-II sugere que essa toxina afeta as fibras 

musculares esqueléticas, principalmente pela alteração na membrana plasmática (Gutiérrez et 

al., 1991). Recentemente, estudos de bioinformática 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 resíduos. A estrutura cristalográfica de BthTX-IIa revela um 

estado Tensionado, com seu loop de ligação de cálcio distorcido oculto na interface do dímero. 

Por outro lado, a nova estrutura de BthTX-IIb é um monômero em estado Relaxado, com um 

ácido graxo no canal hidrofóbico. Em solução, ambas as variantes são monoméricas em 

condições fisiológicas neutras e predominantemente diméricas em um ambiente ácido, 

mantendo a atividade catalítica em ambos os cenários. Além disto, foi proposto dois 

mecanismos miotóxicos para a BthTX-II. Um envolve um mecanismo catalítico associado à 

montagem monomérica, enquanto o outro exibe atividade independente de cálcio relacionada à 

sua região C-terminal, adotando uma conformação dimérica semelhante a proteínas do tipo 

PLA2 (Borges et al., 2021). 

Sendo assim, com o intuito de avançar na elucidação do mecanismo de ação dessas 

toxinas e seus sítios de interação, diversas abordagens têm sido utilizadas, incluindo técnicas 

de mutagênese sítio-dirigida (Ward et al., 2002), utilização de peptídeos sintéticos (Lomonte et 

al, 2010) ou interações das toxinas com substâncias inibidoras (Cavalcante et al., 2007; dos 

Santos et al., 2011a; Fernandes et al., 2015; Lewin et al., 2016; Salvador et al., 2019; Salvador 

et al., 2023). Esta última abordagem mostra-se promissora, pois desempenha papel fundamental 

na busca por tratamentos complementares à soroterapia. 

 

1.6 Inibidores de PLA2 

Estudos envolvendo inibidores altamente específicos de PLA2 têm demonstrado 

resultados promissores, com destaque para compostos sintéticos como o varespladib 
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(LY315920) (Lewin et al., 2016). Inicialmente, a concepção dessa molécula ocorreu como parte 

de um programa criado pelo Laboratório de Pesquisa Lilly, da indústria Farmacêutica Eli Lilly, 

com o objetivo de identificar inibidores de PLA2 humanas e, posteriormente, investigar a 

relação estrutura-atividade desses compostos em processos fisiopatológicos (Dillard et al., 

1996). Dentre os compostos selecionados, destacou-se o ácido 2 - [3- (2-amino-l, 2- dioxoetil) 

-2-etil-l- (fenilmetil) -lH - indol-4-il] oxi] acético, conhecido como varespladib ou LY315920 

(figura 3), o qual é um inibidor 6500 vezes mais potente do que o composto líder (ácido 5-

metoxi-2-metil-l- (fenilmetil) -lH - indol-3-acético) (Draheim et al., 1996).  

 
Figura 3- Estrutura do varespladib em 2D 

 

Referência: Dennis et al., 2011. 

 

O varespladib apresenta como mecanismo de ação a capacidade de inibir PLA2s 

humanas através de interações com o sítio catalítico das enzimas (Draheim et al., 1996). Em 

razão disso, estudos foram iniciados testando o varespladib ou o seu pró-fármaco, metil-

varespladib, contra doenças com componente inflamatório, como sepse, artrite, doenças 

cardiovasculares (Clinical Trials, 2020). Boa parte desses estudos passaram da Fase I, mas 

fracassaram na Fase II ou III, levando à descontinuação do fármaco (Xiao et al., 2018; Clinical 

Trials, 2020; Oliveira et al., 2020). Porém, devido ao seu mecanismo de ação, Lewin e 

colaboradores (2016) testaram o varespladib contra peçonhas ofídicas que apresentavam 

elevada quantidade de PLA2s. O estudo mostrou que o composto era capaz de inibir em 

experimentos in vitro, vinte e oito peçonhas de serpentes de importância 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 botrópicas 

e reduzir a miotoxicidade (Salvador et al., 2019, 2021 e 2022).  

Com o intuito de avançar no conhecimento dos possíveis mecanismos envolvidos na 

desestabilização de membrana promovidos por PLA2s-Lys49, a hipótese desse estudo foi que 

o varespladib (LY315920) atue como inibidor das ações tóxicas da Bothropstoxina-I (BthTX-

I), uma miotoxina PLA2s-Lys49 proveniente da peçonha da serpente Bothrops jararacussu e 

responsável pelas principais características tóxicas do envenenamento. 
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2. OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral  

Avançar na compreensão do potencial inibidor do varespladib em relação a paralisia 

muscular e a miotoxicidade induzida por PLA2s homólogas em preparações neuromusculares 

de camundongos e no conhecimento da relação estrutura/atividade de toxinas botrópicas. 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 

Avaliar a amplitude das contrações musculares em função do tempo na presença da 

BthTX-I, ou do varespladib, ou do produto da pré-incubação da BthTX-I com o varespladib 

através de técnicas miográficas ex vivo.  

Avaliar, através das técnicas morfológicas, a integridade do tecido muscular após a 

exposição à BthTX-I ou ao varespladib ou ao produto da pré-incubação da BthTX-I com o 

varespladib.  

Avaliar as regiões de interação entre a BthTX-I e o varespladib através de docking 

molecular e seu comportamento por meio de simulações de dinâmica molecular. 

Avaliar as regiões de interação entre a BthTX-II (bothropstoxina II) e o varespladib 

através de docking molecular e seu comportamento por meio de simulações de dinâmica 

molecular.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

3.1  Animais  

Foram utilizados camundongos machos adultos (8 semanas), linhagem Swiss (20-30 g), 

mantidos em ambiente controlado (temperatura 24 ± 2 ºC), com livre acesso a água e ração e 

respeitando o ciclo circadiano (12 h claro/12 h escuro). Os estudos foram realizados no 

Laboratório de Farmacologia da Junção Neuromuscular e Toxinologia do Departamento de 

Farmacologia do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Os 

procedimentos experimentais foram submetidos e aprovados pelo comitê de ética local (CEUA 

17/2017 e CEUA 25/2021).   

 

3.2 Toxinas e Inibidores  

A BthTX-I, proveniente da peçonha da serpente Bothrops jararacussu, foi fornecida 

pela Dra. Consuelo Latorre Fortes-Dias, pesquisadora da Fundação Ezequiel Dias (FUNED).  

O varespladib (Sinônimos: LY315920; LY-315920; ácido 2 - [[3- (2-amino-l, 2-

dioxoetil) -2-etil-l- (fenilmetil) -lH - indol-4-il] oxi] acético; A-001) foi comprado da Sigma-

Aldrich®, a qual garante 98% de pureza da substância. O fármaco foi diluído em 

dimetilsulfóxido (DMSO) utilizando uma quantidade máxima de 50 μL. 

 

3.3 Solução Nutriente  

A solução nutriente utilizada foi o Ringer com a seguinte composição (mM): NaCl 135; 

KCl 5; MgCl2 2; NaHCO3 15; Na2HPO4 1; CaCl2 2; e glicose 11.  

 

3.4 Estudo Funcional (Técnica Miográfica) 

Os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical, decapitados e 

exsanguinados. Em seguida, os animais foram submetidos à toracotomia ampla para extração 

da preparação nervo frênico-músculo diafragma (Bulbring, 1997). A preparação foi conservada 

em solução nutriente Ringer constantemente aerada com mistura gasosa com 95% de Oxigênio 

e 5% de Dióxido de Carbono (Carbogênio). O hemi-diafragma esquerdo foi cortado em forma 

de triângulo e montado verticalmente em uma cuba para órgãos isolados, contendo 12 ml de 
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solução nutriente, carbogenada e mantida à temperatura de 35 ± 2 ºC. O bordo costal 

diafragmático foi conectado a um suporte de vidro em forma de “L” e o centro tendíneo do 

músculo conectado a um transdutor de tensão isométrica (Grass, FT03) acoplado a um 

amplificador de sinal (Gould Systems, 13-6615-50). A tensão de base das preparações 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 Contrações Indiretas   

Para evocar as contrações indiretas, a extremidade livre do nervo frênico foi aspirada 

por um eletrodo “de sucção”. Um outro eletrodo, acoplado ao suporte de vidro em forma de 

“L”, serviu como eletrodo de referência. As contrações foram evocadas indiretamente por um 

estimulador elétrico (Grass, S88) através de pulsos elétricos retangulares com duração de 0,5 

milissegundos, frequência de 0,2 Hz e intensidade supramáxima.  

 

3.4.2 Protocolo Experimental   

As preparações foram submetidas a um período de estabilização de 45 minutos, durante 

o qual o líquido nutriente da cuba foi trocado a cada 15 minutos. Ao final deste período, foram 

registrados 15 minutos de contrações na ausência da toxina ou do possível inibidor (contrações 

controle). Posteriormente, uma das substâncias químicas (BthTX-I; varespladib; ou produto da 

pré-incubação da BthTX-I com varespladib por 15 minutos) foi adicionada ao banho e avaliado 

o decréscimo percentual da amplitude das contrações musculares durante 180 minutos. Para os 

experimentos de inibição, foram utilizadas as proporções de 1:1 ou 1:10 (massa da toxina/massa 

do inibidor), tendo sempre como referência a massa da BthTX-I de 164,7 μg em 12 ml da cuba, 

expressa em molaridade (1 μM). Logo, nos experimentos de 1:1 e 1:10 (massa da toxina/ massa 

do inibidor) foram utilizados 164,7 μg e 1647 μg de varespladib em 12 mL da cuba que 

equivalem, respectivamente, a 36 μM e 361 μM. 

 

3.5 Estudo Morfológico  

Após a realização do estudo funcional, o músculo diafragma foi fixado em formaldeído 

10%, submetido a desidratações em álcool 100% e posterior inclusão em parafina. 
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Subsequentemente, cortes transversais de 3 μm de espessura foram obtidos em micrótomo e 

submetidos à coloração com hematoxilina e eosina (coloração HE), para a avaliação 

morfológica do músculo diafragma. Em microscópio óptico, foi observado o aspecto 

morfológico geral das fibras musculares, como a disposição dos núcleos, formato das fibras e 

o endomísio. As preparações também foram submetidas à análise quantitativa. Em cada 

músculo foram analisados três campos microscópicos diferentes para determinação do índice 

de mionecrose, que é a razão entre o número de células lesadas pelo número total de células 

multiplicado por 100 (Carneiro et al., 2018; Dmor, 2019). As imagens das lâminas foram 

obtidas através de um microscópio óptico e analisadas no programa Image J.  

 

3.6 Análise Estatística  

Os resultados experimentais foram agrupados em média e erro padrão da média 

(E.P.M.). As diferenças entre esses valores médios foram testadas pela análise estatística “T 

Student” (comparação de duas amostras) e Análise de Variância (ANOVA; comparação de mais 

de duas amostras), sendo esta última complementada com o teste de comparações múltiplas de 

Tukey-Kramer. O nível de significância estabelecido foi de P < 0,05.  

 

3.7 Docking e Simulações de Dinâmica 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 cristalográfica do complexo BthTX-I (PDB: 3IQ3) (Fernandes et 

al., 2010) e da BthTX-II (PDB: 7RJZ e 7RJI) (Borges et al., 2021) e foram submetidas a um 

processo de acoplamento denominado "proteína rígida-ligante flexível" usando o sistema 

Autodock VINA do software PyRx v.0.9.5. A metodologia de “docking livre”, sem restrições 

para a escolha do local de ligação, 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 ligação, calculado através do valor 

teórico de Kd utilizando a equação: ΔG = R.T.ln(Kd), onde ΔG é a energia livre de Gibbs obtida 

nas simulações de docking molecular, R é a constante dos gases ideais e T é a temperatura em 

Kelvin (298,15 K) e, (II) visualização/importância biológica do sítio em que ocorreu a ligação. 

https://www.charmm-gui.org/
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Em condições de pH neutro e em ambientes fisiológicos, a BthTX-II pode adotar uma 

conformação monomérica com a alça de ligação ao cálcio ordenada e com atividade catalítica 

semelhante às PLA2 ácidas encontradas nas peçonhas de serpentes. Em pH ácido, essa toxina 

se apresenta com uma montagem dimérica, se assemelhando às PLA2 homólogas (Borges et al., 

2021). Devido a essas diferenças estruturais relacionadas a função da BthTX-II, foram 

utilizadas suas estruturas tanto em sua forma monomérica (mBthTX-II) quanto dimérica 

(dBthTX-II). O arquivo contendo as coordenadas da mBthTX-II e da dBthTX-II  em uma caixa 

d' água cúbica (10 Å de distância entre os átomos mais distantes da proteína e a borda da caixa) 

foram gerados no servidor CHARMM-GUI (Jo et al., 2008) e submetidos a simulação no 

software GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simulation) v.2021 (Abraham, 2015) 

aplicando-se um campo de força do tipo CHARMM36m (Huang e MacKerell, 2013). 

Inicialmente, foi realizada uma minimização 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. Após este passo, foram realizadas duas simulações de 1 ns de duração cada do 

tipo NVT e NPT (considerando-se a temperatura e pressão, respectivamente) seguidas de uma 

simulação sem restrições de 100 ns de duração. 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 Influência da BthTX-I sobre as contrações musculares evocadas indiretamente em 

preparações nervo frênico-músculo diafragma de camundongos 

Inicialmente, avaliou-se a amplitude das contrações musculares em função do tempo em 

músculos expostos à BthTX-I (1 μM) por 180 minutos. Nessa concentração, a toxina foi capaz 

de promover o bloqueio progressivo tempo-dependente das contrações musculares evocadas 

indiretamente em preparações nervo frênico-músculo diafragma de camundongos (gráfico 1). 

 

Gráfico 1 - Efeito paralisante da BthTX-I em preparações de nervo frênico-músculo diafragma 
de camundongos 

 
Gráfico 1: Efeito paralisante da BthTX-I (1 µM) em preparações nervo frênico-músculo 

diafragma de camundongos. A abscissa indica o tempo (em minutos) após a adição da toxina ou na 

situação controle (sem a presença da toxina). As ordenadas representam a porcentagem da amplitude da 

contração muscular ao longo do tempo em relação 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 Influência do varespladib sob o efeito paralisante da BthTX-I em preparações 

nervo frênico-músculo diafragma de camundongos. 

 

O varespladib preveniu de forma significativa a paralisia induzida pela BthTX-I na 

proporção de 1:10 (massa:massa; 1 μM BthTX-I e 361 µM varespladib). Já na proporção 1:1 

(massa:massa; 1 μM BthTX-I e 36 µM varespladib), o varespladib não foi capaz de prevenir o 

bloqueio neuromuscular em 180 minutos (gráfico 2). Isoladamente, o varespladib em sua maior 

proporção (361 µM) não promoveu alterações no perfil das contrações musculares (gráfico 2).  

 

Gráfico 2- Efeitos da BthTX-I, varespladib, e do produto da pré-incubação BthTX-I + 

varespladib em preparações nervo frênico-músculo diafragma de camundongos 

 
Gráfico 2: Efeitos da BthTX-I (1 µM), do varespladib (361 µM) e do produto da pré-incubação 

BthTX-I + varespladib (1:1 e 1:10; massa:massa) em preparações nervo frênico-músculo diafragma de 

camundongos. A abscissa indica o tempo (em minutos) após a exposição das preparações aos compostos 

ou na situação controle. A ordenada representa a porcentagem da amplitude da contração muscular ao 

longo do tempo em relação a inicial (tempo 0). Os dados foram agrupados em média ± E.P.M. (n= 3-8). 

* indica o ponto em que o grupo BthTX-I apresentou diferença significativa em relação 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 morfológico 

4.2.1 Influência do varespladib sobre o efeito miotóxico da BthTX-I em preparações músculo 

diafragma de camundongos.  

O grupo controle, ausência da administração de qualquer substância, exibiu fibras com 

formato poligonal delimitadas por tecido conjuntivo (endomísio) e núcleo periférico. O grupo 

exposto à BthTX-I (1 μM) apresentou células arredondadas, lisadas, áreas desprovidas de 

miofibrilas, e edema entre as células (figura 4). Já os grupos varespladib e BthTX-I + varespladib 

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

 
Figura 4: Microscopia óptica de músculos diafragma de camundongos submetidos à coloração 

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

de aparência normal. As fibras musculares apresentaram aspecto poligonal (f), endomísio (en) e núcleo 

periférico (cabeça de seta). Músculos expostos a BthTX-I 1 μM (C) apresentaram lesões, evidenciadas 

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

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

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

BthTX-I + varespladib (1:10) (E) apresentaram fibras musculares semelhantes ao grupo controle (A). 
Barra = 20 μm. 

Figura 1 - Microscopia óptica dos músculos diafragma de camundongos expostos a 

BthTX-I, varespladib ou ao produto da pré-incubação da toxina com o varespladib 
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As preparações expostas à BthTX-I e ao produto da pré-incubação BthTX-I + 

varespladib (1:1) tiveram aumento significativo do Índice de Mionecrose (IM) quando 

comparadas ao grupo controle. Já os grupos varespladib (361 μM) e BthTX-I + varespladib 

(1:10) não sofreram diferenças significativas em relação ao controle (Gráfico 3). 

 

 
Gráfico 3 - Índice de Mionecrose dos músculos expostos a BthTX-I, varespladib ou ao 

produto da pré-incubação da toxina com o varespladib 

 

 
Gráfico 3: Índice de Mionecrose dos músculos expostos a BthTX-I, varespladib ou ao produto 

da pré-incubação BthTX-I com o varespladib (1:1 e 1:10). O eixo Y representa a porcentagem de fibras 

lesionadas em relação a todas as fibras musculares. Os dados foram agrupados em média ± E.P.M. do 

índice de mionecrose. (*) indica diferença significativa em relação ao Controle versus dos grupos 
BthTX-I 1 μM e BthTX-I + Varespladib (1:1) (P <0,05).  
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4.3 Docking e simulações de dinâmica molecular  

4.3.1. BthTX-I e varespladib 

Os ensaios de docking molecular exibiram soluções favoráveis com alta afinidade para 

três moléculas de varespladib interagindo com a BthTX-I, nas regiões His48 e Lys49, em ambos 

os monômeros, e ainda a terceira molécula do inibidor interagindo com os resíduos MDiS do 

monômero B (figura 5). 

 

Figura 5 - Representação em cartoon dos ensaios de docking molecular usando BthTX-I e 
varespladib 

 
Figura 5: Complexo obtido a partir dos ensaios de docking molecular usando BthTX-I e 

varespladib (ciano/azul escuro), que mostra a presença dos inibidores nas regiões His48 e Lys49 em 

ambos monômeros e com resíduos MDiS.  
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Os resultados obtidos na simulação da dinâmica molecular revelaram que a interação 

entre três moléculas de varespladib ocorreu com valores calculados respectivos de Kd = 5,3 μM 

(monômero A), Kd = 3,8 μM (monômero B), e Kd = 17,2 μM (MDiS), como pode ser observado 

na figura 6. 

 

Figura 6 - Simulação da dinâmica molecular entre os complexos BthTX-I/varespladib

 
Figura 6: Representação da variação da distância do centro de massa das moléculas de 

varespladib e do centro de massa dos resíduos do sítio de ligação durante 100 ns de dinâmica molecular. 

O eixo Y representa a distância expressa em Å, o eixo X é o tempo em ns e as linhas representam a 
variação da distância de interação do inibidor ao monômero A, B e do MDiS. 

 

Portanto, é interessante ressaltar que as moléculas de varespladib interagiram com 

resíduos considerados primordiais para a atividade miotóxica desta classe de proteínas, 

incluindo His48 e Lys49 em ambos os monômeros e a terceira molécula do inibidor interagindo 

com resíduos da região C-terminal e resíduos do MDiS. 
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4.3.2. BthTX-II e varespladib 

Para avançar no conhecimento da capacidade do Varespladib em interagir com PLA2 

provenientes da peçonha da Bothrops jararacussu, também realizamos estudos de docking e 

dinâmica molecular desse composto com a BthTX-II. Em condições com pH neutro, em que a 

BthTX-II se apresenta em sua forma monomérica (mBthTX-II), os resultados dos ensaios de 

docking molecular exibiram uma interação entre uma molécula de varespladib com a mBthTX-

II (pH= 7,5) com energia de -8,4 kcal/mol estimando o valor de Kd = 0,69 μM. Desta forma, 

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

 

Figura 7 - Representação em cartoon do complexo mBthTX-II/varespladib obtida por docking

 
Figura 7: Complexo obtido a partir dos ensaios de docking molecular usando mBthTX-II e 

varespladib (magenta/amarelo). Pode-se observar a interação da molécula com o aminoácido His48 e 

próximo ao aminoácido Asp49, em verde está representado o íon Ca2+. 
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As interações entre o varespladib e a mBthTX-II ocorreram com resíduos que participam 

no processo de catálise exercido pela enzima e pela coordenação do íon cálcio (His48 e Asp49) 

(figura 8) (Borges et al., 2022). 

 

Figura 8 - - Representação em cartoon do detalhamento da interação entre o varespladib e a 
mBthTX-II 

 
Figura 8: Região aproximada que mostra detalhes da interação entre o varespladib (amarelo) e 

a estrutura mBthTX-II (magenta). O tracejado mostra a ligação de hidrogênio entre o varespladib e o 

aminoácido His48 (2,9 Å) e as interações do íon Ca2+ (esfera verde) com o resíduo Asp49 (2,4 Å). 
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Em relação aos resultados obtidos na simulação da dinâmica molecular foi constatado 

que a representação da variação da distância do centro de massa da molécula de varespladib e 

do centro de massa dos resíduos do sítio de ligação da mBthTX-II se manteve estável durante 

100 ns de dinâmica molecular (figura 9A). Entretanto, apesar de haver um breve deslocamento 

da molécula de varespladib 50 ns de simulação, as interações se mantiveram ao longo dos 100 

ns de simulação de dinâmica molecular, representado pelos baixos valores de RMSD, visto que 

a movimentação da molécula sintética foi menor que 1 Å de distância (figura 9B). 

 

Figura 9 - Simulação da dinâmica molecular entre os complexos mBthTX-II/varespladib

 
Figura 9: A) Representação da variação da distância do centro de massa da molécula de 

varespladib e do centro de massa dos resíduos do sítio de ligação da mBthTX-II durante 100 ns de 

dinâmica molecular. B) Variação dos valores de RMSD da molécula de varespladib durante 100 ns de 
simulações de dinâmica molecular. 
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Em condições com pH ácido, em que a BthTX-II se apresenta em sua forma dimérica 

(dBthTX-II), os resultados dos ensaios de docking molecular exibiram uma interação entre duas 

moléculas de varespladib com a dBthTX-II (pH= 5,2) com energia de -7,5 kcal/mol e um valor 

estimado de Kd = 3,17μM para o dímero A (cinza claro), e energia de - 7,4 kcal/mol estimando-

se Kd = 3,76 μM para o dímero B (cinza escuro), representados na figura 10. Portanto, assim 

como observado nos experimentos anteriores envolvendo a mBthTX-II, esses dados também 

sugerem alta afinidade entre os compostos. 

  

Figura 10- Representação em cartoon do complexo dBthTX-II/varespladib obtida por docking 

 
Figura 10: Complexo obtido a partir dos ensaios de docking molecular usando BthTX-II 

dimérica (monômero A representado pela cor cinza claro e o monômero B cinza escuro) e varespladib 

(amarelo). Pode-se observar a presença do inibidor nas regiões próximas à His48 e ao Asp49 em cada 
monômero. 
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Foi observado interações entre uma molécula de varespladib para cada monômero da 

BthTX-II, com resíduos His48 e Asp49 (figura 11). Deve-se salientar que as moléculas de 

varespladib interagiram com resíduos considerados importantes para a atividade catalítica desta 

classe de proteínas e não nos resíduos propostos para a atividade miotóxica (Salvador et al., 

2017). 

Figura 11 - Representação em cartoon do detalhamento da interação entre o varespladib e a 

dBthTX-II em cada monômero

 
Figura 11: Detalhes da interação entre as moléculas de varespladib (amarelo) e a BthTX-II (cinza) obtido 

a partir dos ensaios de docking molecular. Em A distância entre o inibidor (varespladib) e a região His48 

(3,0 Å) e a região Asp49 (3,2 Å) do monômero A; e em B entre o inibidor e a região His48 (3,5 Å) e a 

região Asp49 (3,0 Å) do monômero B. 
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Para verificar a estabilidade dessa interação, conduzimos simulações de dinâmica 

molecular utilizando o complexo obtido a partir de docking molecular (figura 12). Após 100 

ns de simulação do complexo, as ligações entre o varespladib e a dBthTX-II, tanto com o 

monômero A (figura 12A) quanto para o monômero B (figura 12B) permanecem estáveis, 

como sugerido pela distância entre o centro de massa do inibidor e o centro de massa dos 

resíduos nos sítios de ligação. 

 

Figura 12 – Simulação da dinâmica molecular entre os complexos dBthTX-II/varespladib para 

cada monômero

 
Figura 12: A) Representação da variação da distância do centro de massa da molécula de 

varespladib e do centro de massa dos resíduos do sítio de ligação da mBthTX-II no monômero A 

durante 100 ns de dinâmica molecular; B) Representação da variação da distância do centro de massa 

da molécula de varespladib e do centro de massa dos resíduos do sítio de ligação da mBthTX-II no 

monômero B durante 100 ns de dinâmica molecular. 
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O complexo dBthTX-II/varespladib se manteve estável durante 100 ns de dinâmica 

molecular (figura 13). Entretanto, houve um breve deslocamento das moléculas de varespladib 

ligadas em ambos monômeros nos nano segundos iniciais da simulação, porém estas interações 

se mantiveram estáveis a partir do tempo aproximado de 30 ns até o final da simulação, visto 

que valores de RMSD foram menores que 1,5 Å de distância (figura 13). 

 
Figura 13 - RMSD da molécula de varespladib com cada um dos monômeros de dBthTX-II

 
Figura 13: Variação dos valores de RMSD da molécula de varespladib durante 100 ns de 

simulações de dinâmica molecular. 
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5. DISCUSSÃO 

As fosfolipases A2 de peçonhas de serpentes exibem uma notável diversidade de 

atividades biológicas, influenciadas pela evolução adaptativa para desempenharem papéis 

específicos em diferentes contextos ecológicos. Estas moléculas são componentes úteis para a 

predação e defesa, pois catalisam a hidrólise de fosfolipídios nas membranas celulares das 

presas, levando a danos teciduais e, frequentemente, à paralisia ou morte das vítimas. Além 

disso, exibem atividades pró-inflamatórias que amplificam a resposta imune do hospedeiro. 

Dentre as PLA2s ofídicas, destacam-se às proteínas homólogas, como as PLA2-Lys49, que 

apresentam variações estruturais e, apesar de carecerem de atividade enzimática, induzem 

mionecrose de forma independente da hidrólise direta de fosfolipídios (Lomonte, 2023). 

As PLA2-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 miográficas com preparações neuromusculares 

são fundamentais para a investigação dessas proteínas e da busca por possíveis inibidores. Neste 

sentido, o presente projeto avaliou a capacidade do varespladib de inibir as atividades 

paralisantes e miotóxicas da BthTX-I, uma PLA2 homóloga encontrada na peçonha da serpente 

B. jararacussu. Em adição, estudos de docking molecular com a BthTX-I e II revelaram elevada 

afinidade entre o varespladib e a região catalítica das toxinas, mostrando ser uma molécula com 

capacidade de reduzir os efeitos tóxicos promovidos por miotoxinas botrópicas. 

Na primeira parte do projeto, foi caracterizada a paralisia induzida pela BthTX-I em 

preparações neuromusculares de camundongos, revelando os efeitos típicos 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 

preparações neuromusculares de rãs expostas à fração IV da peçonha total da B. jararacussu, 

posteriormente denominada de Bothropstoxina-I ou BthTX-I (Homsi-Brandeburgo et al., 

1988). A partir de técnicas eletrofisiológicas, observou-se que a toxina despolariza as 

preparações neuromusculares, resultando em aumento inicial da frequência dos potenciais de 

placa motora terminal em miniatura. Esses efeitos foram atribuídos a um desequilíbrio iônico 

leve e transitório no terminal nervoso, decorrente da ação extrajuncional da fração estudada 

(Rodrigues-Simioni et al., 1983). Posteriormente, ao avaliar preparações neuromusculares de 
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aves e mamíferos expostas a BthTX-I, Heluany e colaboradores (1992) descreveram uma 

despolarização inicial com contração muscular, seguido de espasmos e bloqueio em 

preparações evocadas de forma direta ou indireta. Em adição, os autores mostraram que a 

BthTX-I não afetava a contração tetânica ou a facilitação pós-tetânica nas preparações nervo 

frênico músculo diafragma de camundongos evocadas indiretamente. Nas preparações 

musculares de pintainhos, a despolarização induzida pela BthTX-I não foi impedida pela d-

tubocurarina ou tetrodotoxina (Heluany et al., 1992). Portanto, considerando essas observações 

em conjunto, os efeitos miotóxicos e paralisantes ex vivo da BthTX-I são consequência da 

desestabilização da membrana das fibras musculares (Heluany et al., 1992; Gallacci; 

Cavalcante, 2010). 

  A instabilidade da membrana muscular induzida pelas PLA2 homólogas 

desempenha um papel crucial nas manifestações de paralisia observadas ex vivo (Cavalcante; 

Gallacci, 2010). A desorganização da membrana culmina na perda da regulação sobre a 

permeabilidade de íons e macromoléculas (Rodrigues-Simioni et al., 1983; Gutiérrez; Lomonte, 

1995; Ownby 1998), manifestando-se por meio da despolarização celular ocasionada pelos 

ajustes dos gradientes dos íons Na+, K+ e Cl- (Rodrigues-Simioni et al., 1983; Montecucco et 

al., 2008; Cavalcante; Gallacci, 2010). Além disso, a perturbação da integridade da membrana 

propicia a entrada de íons Ca2+ extracelulares nas fibras musculares (Gutiérrez; Ownby, 2003; 

Villalobos et al., 2007), bem como a liberação de Ca2+ a partir de reservas intracelulares 

(Johnson; Ownby, 1994). O aumento da concentração de Ca2+ no sarcoplasma gera uma série 

de eventos, incluindo a ativação da contração muscular (Rodrigues-Simioni et al., 1983), 

hipercontração dos miofilamentos, danos mitocondriais e ativação de proteases e fosfolipases 

dependentes de Ca2+ (Gutiérrez; Lomonte, 1995; Ownby 1998) que ampliam o processo de 

lesão muscular (Gutiérrez; Ownby, 2003; Montecucco et al., 2008). Por fim, o ATP liberado 

da membrana celular danificada é difundido para áreas distantes do local da lesão inicial e ativa 

receptores purinérgicos P2X nas fibras musculares. Isso resulta em aumento da condutância 

para os íons Na+, K+ e Ca2+ (Burnstock, 2007; Di Virgilio, 2007; Abbracchio et al., 2009; 

Cintra-Francischinelli et al., 2008). Dessa forma, o fluxo desses íons induz a despolarização, 

contribuindo para a amplificação do processo de lesão muscular em regiões distantes do ponto 

de interação da toxina com a membrana celular (Cavalcante; Gallacci, 2010). 

Quanto ao processo de transmissão neuromuscular, há o envolvimento de uma sucessão 

de eventos eletroquímicos que culmina na contração do músculo (Cavalcante; Gallacci, 2010). 
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A despolarização do nervo motor, originada pelo potencial de ação, resulta na abertura dos 

canais de Ca2+ sensíveis à voltagem na terminação nervosa, permitindo a entrada desse íon no 

interior do neurônio. O influxo de Ca2+ no citoplasma ativa proteínas que promovem a exocitose 

das vesículas contendo o neurotransmissor acetilcolina que, ao ser liberado, difunde-se pela 

fenda sináptica e interage com os receptores nicotínicos da placa motora terminal da fibra 

muscular. Essa interação resulta na despolarização da região, processo conhecido como 

potencial de placa terminal. Tal potencial é transmitido para as regiões circunvizinhas à placa 

motora, onde ocorre a ativação dos canais de Na+ dependentes de voltagem, desencadeando, 

assim, o potencial de ação (Bowman; Rand, 1980). Por conseguinte, ocorre a liberação dos íons 

Ca2+ oriundos do retículo sarcoplasmático, instaurando-se o processo de contração muscular 

(Bowman; Rand, 1980; Cavalcante; Gallacci, 2010). Nesse contexto, a ampliação dos danos 

em regiões distantes da junção neuromuscular contribui para o surgimento da paralisia do 

músculo. No entanto, outros fatores podem influenciar o bloqueio neuromuscular in vitro 

provocado pela toxina. A entrada contínua de íons Na+ no sarcoplasma ocasiona uma 

despolarização persistente na fibra muscular, resultando na inativação dos canais de Na+ 

dependentes de voltagem (Cavalcante; Gallacci, 2010). Como consequência, áreas de 

inexcitabilidade podem surgir no sarcolema, levando à incapacidade de gerar e propagar os 

potenciais de ação necessários para a contração da fibra muscular (Cavalcante; Gallacci, 2010). 

Adicionalmente, a saída de íons K+ das fibras lesionadas causa despolarização parcial na 

extremidade do nervo motor, reduzindo a liberação de acetilcolina, uma vez que os potenciais 

de ação gerados têm menor magnitude (Bowman; Rand, 1980; Cavalcante; Gallacci, 2010; 

Correia de Sá et al., 2013). Esse decréscimo na liberação do neurotransmissor também pode ser 

associado ao excesso de ATP liberado pelas fibras danificadas (Correia de Sá et al., 2013). Em 

resumo, a ação das PLA2s na terminação nervosa e nas fibras musculares pode reduzir a margem 

de segurança da transmissão neuromuscular, contribuindo para o desenvolvimento da paralisia 

muscular in vitro (Cavalcante; Gallacci, 2010; Correia de Sá et al., 2013). Portanto, a 

incapacidade da fibra muscular em responder à despolarização prolongada, resultante das 

alterações na permeabilidade da membrana celular, é apontada como a principal causa da 

paralisia muscular induzida por PLA2 miotóxicas. Ainda que o estudo morfológico do presente 

estudo evidencie os danos musculares provocados pela BthTX-I, corroborando com a literatura, 

abordagens miográficas destacam os estágios iniciais desse efeito tóxico (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 miográficos e morfológicos 

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 não afeta a 

amplitude das contrações musculares e nem a integridade das fibras, mesmo em concentrações 

elevadas. A pré-incubação do composto com a BthTX-I preveniu parcialmente o bloqueio 

neuromuscular induzido pela toxina e, após 180 minutos de exposição ao produto da pré-

incubação BthTX-I + varespladib (1:10; massa:massa), observou-se redução da miotoxicidade 

nas preparações. Estudos prévios, realizados com as mesmas técnicas do presente estudo, 

mostraram que o varespladib é capaz de inibir por completo o bloqueio neuromuscular de 

peçonhas e toxinas ofídicas. No entanto, as peçonhas 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 peçonha da serpente Oxyuranus scutellatus, que contém uma 

potente neurotoxina PLA2 pré-sináptica, conhecida como taipoxina. O composto sintético 

preveniu o bloqueio neuromuscular quando pré-incubado com a peçonha e, também, quando 

adicionado trinta minutos após a administração da peçonha na cuba (Oliveira et al., 2020). 

Posteriormente, Maciel e colaboradores (2021) demonstraram que o varespladib também 

previne o bloqueio neuromuscular e a miotoxicidade induzidos pela Crotoxina (CTX), que é o 

principal componente tóxico da peçonha da serpente Crotalus durissus terrificus, bem como o 

efeito paralisante da subunidade básica da toxina (CB), uma PLA2-Asp49 (Slotta; Fraenkel-

Conrat, 1938; Hendon; Fraenkel-Conrat, 1971; Breithaupt et al., 1974; Bon et al., 1989). É 

importante destacar que o varespladib foi concebido para interagir com as PLA2s catalíticas, 

através da interação direcionada ao íon cálcio presente no sítio ativo da enzima, resultando em 

uma inibição praticamente estequiométrica (Draheim et al., 1996). Portanto, o composto 

demonstrou atividade inibitória eficaz nos estudos com PLA2s-Asp49. Entretanto, a eficácia foi 

reduzida quando testado com peçonhas contendo PLA2-Lys49, como as peçonhas de serpentes 

asiáticas (Deinagkistrodon acutus, Agkistrodon halys, Bungarus multicinctus e Naja atra), 

devido a uma afinidade de ligação mais fraca entre o varespladib e as PLA2s-Lys49 (Wang et 

al., 2018). Gutiérrez e colaboradores (2020) também identificaram essa diminuição na eficácia 

ao investigar a ação do varespladib contra a peçonha de Notechis scutatus, uma serpente da 

família Elapidae que também apresenta PLA2s-Lys49. Nesse contexto, foi observado que não 

ocorreu inibição da letalidade para esse tipo específico de peçonha. 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-I, uma PLA2-Lys49. 

A terceira etapa desse projeto consistiu em experimentos de docking e dinâmica 

molecular envolvendo a BthTX-I e a molécula do varespladib. Os experimentos de docking 

molecular revelaram a formação de complexos estáveis entre o varespladib e a BthTX-I em 

regiões de relevância biológica, como os aminoácidos  His48 e Lys49 (que compõem o canal 

hidrofóbico), presentes em ambos os monômeros da toxina, e os resíduos MDiS (“sítio 

hidrofóbico de desestabilização/rompimento à membrana”) do monômero B. Salvador e 

colaboradores (2023), através de estudos cristalográficos, analisaram as interações entre o 

varespladib e a PrTX-I, uma PLA2-Lys49 derivada da peçonha da Bothrops pirajai (Mancuso 

et al., 1995). Nos complexos formados entre PrTX-I e varespladib, observou-se a presença de 

uma molécula de inibidor no canal hidrofóbico de cada monômero da toxina, além de uma 

terceira molécula de inibidor situada entre os monômeros da PrTX-I/varespladib, interagindo 

com resíduos que compõem o MDiS do monômero A. Notavelmente, a presença deste terceiro 

inibidor não havia sido identificada em estudos prévios envolvendo outras toxinas PLA2s-

Lys49, tais como a MjTX-I e II da peçonha da serpente Bothrops moojeni (Salvador et al., 

2019; 2021). A presença do inibidor adicional é sugerida pela substituição Leu32Gly e inserção 

de um aminoácido adicional na região C-terminal da MjTX-II, o que estende o loop C-terminal 

e bloqueia o acesso físico ao terceiro inibidor. Em contraste, a PrTX-I apresenta uma 

conformação favorável para a interação com o inibidor devido à disposição oposta das cadeias 

laterais de His120 e Lys122, que estão próximas da Leu121 e Phe125. Como a BthTX-I 

compartilha semelhança de 99,17% na sequência de aminoácidos com a PrTX-I, com apenas 

duas posições Asn67Asp e Asp132Pro (PrTX-I/BthTX-I, respectivamente), foi proposta a 

hipótese de que a interação entre o varespladib e a BthTX-I seja semelhante àquela observada 

com a PrTX-I (Salvador et al., 2023). 

Apesar de ter sido objeto de estudo por várias décadas, permanecem lacunas 

significativas no entendimento do mecanismo de ação exato das toxinas PLA2s-Lys49 

(Lomonte, 2023). Entretanto, várias teorias têm sido propostas e algumas delas têm sido objeto 

de discussão. Com a finalidade de compreender os efeitos da BthTX-I no músculo esquelético 

e identificar as estruturas envolvidas no “sítio tóxico”, visto que a mutação do aspartato por 

lisina na posição 49 e os efeitos miotóxicos decorrem de um mecanismo não catalítico, 

compostos polianiônicos, como a heparina, foram empregados para elucidar a relação estrutura-
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função das toxinas homólogas (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Rodrigues-Simioni et al., 

1983; Heluany et al., 1992; Cintra et al., 1993; Lomonte et al, 1994). A primeira região 

molecular envolvida na ação tóxica das PLA2s-Lys49 foi identificada através da interação da 

heparina com a porção C-terminal de uma miotoxina proveniente da peçonha da Bothrops 

asper, a BaspTX-II (Lomonte et al, 1994). A análise do sítio de ligação da heparina com a 

BaspTX-II revelou a participação de resíduos de aminoácido na região 115-129, que é rica em 

lisina e próxima da porção C-terminal da toxina. Além disso, o peptídeo sintético da região 115-

129 da miotoxina II foi capaz de induzir lesões celulares, mimetizando o efeito da toxina. Dessa 

forma, os autores concluíram que a região C-terminal (115-129) da miotoxina II seria 

responsável pela atividade miotóxica dessa proteína (Lomonte et al, 1994). No período de 

descoberta da miotoxicidade promovida pela região C-terminal das PLA2-Lys49, estruturas em 

cristais das miotoxinas não estavam disponíveis (Lomonte, 2023). No ano de 1995, a primeira 

estrutura cristalina da miotoxina II da B. asper foi obtida, revelando uma associação 

homodimérica não covalente na toxina (Arni et al, 1995). Posteriormente, da Silva-Giotto e 

colaboradores (1998) propuseram que a perturbação da integridade do sarcolema decorria de 

alterações nas conformações “aberta” e “fechada” do dímero da toxina durante a interação, 

ocasionando a desorganização da membrana lipídica e subsequente perda de sua integridade. 

Em 2003, Lomonte e colaboradores propuseram um modelo teórico visando explicar os 

mecanismos pelos quais as PLA2 homólogas induzem danos musculares. Nesse modelo, 

conjecturou-se que as regiões C- e N-terminais, carregadas positivamente, estabelecem 

interações eletrostáticas fracas com áreas carregadas negativamente na membrana celular 

(Lomonte et al 2003). Subsequentemente, essas interações eletrostáticas seriam reforçadas por 

resíduos aromáticos e hidrofóbicos presentes na região 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 miotóxico que se baseia na conformação alternativa do dímero nas PLA2-Lys49. 

Nesse contexto, os sítios miotóxicos, que estão presentes em ambos os monômeros, são 

especificamente formados pelos resíduos catiônicos Lys20, Lys115 e Arg118, os quais se 

alinham sequencialmente nesta configuração proteica (dos Santos et al., 2009). Em seguida, 

constatou-se que esses resíduos básicos desempenham a função de interagir com o grupo 

fosfatidil presente na camada lipídica da membrana plasmática (Fernandes et al., 2013). Nesse 

mesmo trabalho foi observado uma mudança na conformação das miotoxinas devido à presença 
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de uma molécula hidrofóbica, como ácidos graxos, nos canais hidrofóbicos, promovendo a 

orientação dos resíduos que compõem o “sítio de ligação à membrana” (Membrane docking site 

- MDoS), otimizando sua interação com o sarcolema. Além disso, identificaram dois resíduos 

hidrofóbicos (Leu121 e Phe125), altamente conservados em 98% das PLA2 homólogas 

botrópicas, que estão expostos ao solvente e que ficam alinhados após interação com uma 

molécula no canal hidrofóbico. Em consequência às características de hidrofobicidade e 

permeabilidade desses resíduos, propôs-se que ambos estariam envolvidos na desestabilização 

e rompimento da membrana, sendo denominados como “sítio hidrofóbico de 

desestabilização/rompimento à membrana” (Membrane disruption site - MDiS) (Fernandes et 

al., 2013, 2014). 

Baseado nessas proposições, Borges e colaboradores (2017) revelaram novas 

características estruturais relacionadas às mudanças oligoméricas entre os estados inativos e 

ativos de proteínas semelhantes à PLA2. A partir de uma análise estrutural detalhada da região 

MDiS, foi identificado conformações distintas da MDiS nos estados inativos e ativos, cuja 

diferença pode ser quantificada pela distância entre os resíduos Lys121 e Phe125, sugerindo 

uma transição entre ambos os estados. Essa transição pode ocorrer a partir da entrada de 

moléculas hidrofóbicas no túnel 1 do monômero canônico, resultando na reorientação do 

dímero e em uma mudança estrutural dos monômeros de uma forma assimétrica para uma forma 

simétrica (Borges et al., 2017). Deste modo, empregando o dímero alternativo como a 

conformação farmacologicamente ativa, foram adicionadas novas informações 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): I) entrada do ácido graxo 

no canal hidrofóbico da molécula; II) reorientação do dímero adotando a forma ativa (inversão 

da posição dos resíduos Tir119 e His120); III) o canal hidrofóbico inacessível e vago é aberto 

pela reorientação do dímero e uma molécula hidrofóbica/ácido graxo é ligada, estabilizando o 

estado ativo da toxina; IV) ancoragem proteína-membrana através do MDoS; V) sítio MDiS 

induz a desorganização da membrana; VI) influxo descontrolado de íons e consequente morte 

celular. 
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Figura 14 - Etapas de alterações estruturais das PLA2 homólogas botrópicas envolvidas na 

desestabilização de membranas 

 
Figura 14: (A) Toxina em estado “inativo”. (B) Ativação alostérica induzida pela interação com 

o ácido graxo no canal hidrofóbico, expondo e alinhando os resíduos do MDoS (em verde) e MDiS (em 

amarelo). (C) Interação com a membrana através dos resíduos do MDoS e inserção na matriz lipídica 

realizada pelos resíduos MDiS. Referência: adaptado de Fernandes et al., 2014. 

 

Frente ao mecanismo miotóxico proposto, com a finalidade de compreender as 

interações entre inibidores e as PLA2-Lys49, é relevante destacar que moléculas com 

propriedades inibitórias estabelecem interações específicas com as PLA2s homólogas 

encontradas nas peçonhas de serpentes do gênero Bothrops. Em algumas dessas interações, são 

observadas modificações estruturais significativas nas toxinas (Fernandes et al., 2015; Cardoso 

et al., 2020; Salvador et al., 2023). A análise da interação entre o varespladib e a MjTX-II 

revelou alterações conformacionais na estrutura quaternária da toxina quando comparado com 

as estruturas ativadas, indicadas por valores elevados de RMSD (Salvador et al., 2019). 

Entretanto, a interação do varespladib com a MjTX-I não ocasiona alterações estruturais 

significativas na toxina (Salvador et al., 2021). Portanto, a análise das estruturas cristalinas da 

MjTX-I, MjTX-II e PrTX-I, bem como o complexo BthTX-I/varespladib, sugere que as 

moléculas de varespladib estabelecem interações em sítios análogos dentro dos canais 

hidrofóbicos das toxinas. Isso inclui as cadeias laterais de aminoácidos His48 e Lys49 (Figura 

7). Como descrito anteriormente, o mecanismo miotóxico sugerido para as PLA2-Lys49 é 

iniciado pela interação de moléculas de ácido graxo (ativador) com estes resíduos induzindo 

movimentos estruturais nas subunidades da toxina (Fernandes et al., 2014; Borges et al., 2017; 

Gomes et al., 2020). Isso posiciona os resíduos da região MDoS para interação com a membrana 

alvo, resultando na subsequente ruptura pela região MDiS que, por sua vez, culmina na morte 

celular (Borges et al., 2017; Gomes et al., 2020). A análise de dados funcionais e estruturais, 
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baseando-se no atual mecanismo miotóxico das toxinas do tipo PLA2-Lys49, foram propostos 

três diferentes mecanismos de inibição para essas proteínas (Figura 15): I) Inibidores que se 

ligam ao interior do canal hidrofóbico ou à sua entrada, bloqueando o acesso das moléculas de 

ácido graxo; II) Inibidores que interagem com resíduos específicos das regiões MDoS ou MDiS 

(Fernandes et al., 2015), impedindo a interação da proteína com a membrana; III) Inibidores 

que induzem a oligomerização da toxina (Salvador et al., 2015), o que pode resultar na 

combinação dos dois processos anteriores.  

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

literatura

 
Figura 15: o monômero A é mostrado em cinza claro, enquanto o monômero B é representado em cinza 

escuro: (A) Inibidores da Classe 1 (amarelo), que impedem a ligação de ácidos graxos (bastões amarelos 

- ativador) ao canal hidrofóbico (ciano) da toxina; (B) Inibidores da Classe 2 (azul), que se ligam às 

regiões funcionais MDoS (verde) e MDiS (vermelho) e impedem a interação da toxina com a membrana 

(laranja); (C) Inibidores da Classe 3 (magenta), que induzem a oligomerização da proteína. Referência: 

adaptado de Salvador et al., 2019. 
 

Exemplificando a primeira classe de inibidores, destacam-se o brometo p-bromofenacil 

e o ácido rosmarínico, que inibem todos ou uma fração substancial dos efeitos miotóxicos, 

paralisantes e edematogênicos de diferentes toxinas (dos Santos et al., 2011a; Soares; Giglio, 

2003; Ticli et al., 2005; Salvador et al., 2019). O ácido cafeico e o ácido aristolóquico ilustram 

o segundo tipo de inibidor, apresentando uma inibição parcial da atividade miotóxica da PrTX-

I (Fernandes et al., 2015). Já a suramina, representa o terceiro tipo de inibidor, devido a sua 
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notável versatilidade, esse composto é capaz de se ligar em diferentes regiões, inibindo as 

proteínas do tipo PLA2 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 resíduos 

His48 e Asp49 dos monômeros A e B, além da presença de uma terceira molécula de 

varespladib interagindo com os resíduos na região MDiS do monômero A na PrTX-I, bem como 

na BthTX-I (Salvador et al., 2023). Em virtude dos resultados analisados, o varespladib foi 

classificado nas classes 1 e 2 de inibidores de PLA2, devido à sua capacidade simultânea de 

prevenir a ligação do ácido graxo por duas moléculas (classe 1) e também de bloquear o MDiS 

com uma terceira molécula (classe 2), resultando na inibição da interação desse sítio com a 

membrana (Salvador et al., 2023). 

Com o intuito de avançar no conhecimento da relação do mecanismo de inibição do 

varespladib com PLA2s, na quarta etapa do projeto foram realizados estudos de docking 

molecular e simulações de dinâmica molecular com a bothropstoxina-II (BthTX-II) e o 

varespladib. Na peçonha da B. jararacussu é possível isolar e caracterizadas duas miotoxinas 

básicas, a BthTX-I (discutida anteriormente) e a BthTX-II (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; 

Andrião-Escarso et al., 2002). A análise da estrutura primária da BthTX-II revelou um 

aminoácido Asp na posição 49 (Pereira et al., 1998), apesar da baixa atividade catalítica 

(Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Andrião-Escarso et al., 2002). Entretanto, novos dados 

sugerem que esta proteína pode exercer a miotoxicidade por meio de catálise e/ou por sítios 

miotóxicos (Borges et al., 2021). Dados estruturais mostraram que a BthTX-II em solução é 

encontrada na forma se apresentam como monoméricas em condições fisiológicas neutras e 

principalmente dímeras em um ambiente ácido, sendo ativas em ambas as situações (Borges et 

al., 2021). À vista disso, foi proposto dois mecanismos tóxicos para a BthTX-II (Borges et al., 

2021): i) um catalítico associado a montagem monomérica, com a alça de ligação de cálcio na 

forma canônica (íon cálcio permite que a toxina clive os fosfolipídios) e, ii) atividade miotóxica 

independente do cálcio, relacionado a região C-terminal, adotando uma conformação dimérica 

(mecanismo miotóxico semelhante ao de PLA2-Lys49).  

 Os resultados de docking e dinâmica molecular revelaram que o varespladib se liga de 

forma eficiente a BthTX-II em sua montagem monomérica (mBthTX-II), afetando a região 

catalítica da toxina, interagindo com os resíduos His48 e Asp49 que compõem a rede catalítica 

(Renetseder et al., 1985). O íon cálcio serve como ponto de ancoragem para o substrato durante 
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a catálise, coordenando-se com a cabeça do fosfolipídio, os oxigênios dos resíduos 28, 30 e 32 

da cadeia principal, bem como os oxigênios da cadeia lateral de Asp49. A cadeia lateral do 

aminoácido His48 realiza a extração de um próton de uma molécula de água, desencadeando a 

hidrólise na ligação éster localizada na posição sn-2 (Verheij et al., 1980; Scott et al., 1990). 

Portanto, considerando que o resíduo His48 faz parte da rede catalítica da mBthTX-II e que o 

íon cálcio coordena a atividade de hidrólise dos fosfolipídios da membrana, auxiliando na lesão 

da estrutura (Rigden et al., 2003;  Corrêa et al., 2008; dos Santos et al., 2011b; Salvador et al., 

2017), sugerimos que o deslocamento do íon cálcio induzido pelo varespladib durante as 

simulações de dinâmica molecular, juntamente com interação estável do ligante com a proteína, 

demonstrada  pelos baixos valores de RMSD (figura 9B), evidencia a capacidade efetiva do 

varespladib de inibir a miotoxicidade da  mBthTX-II. 

Já na forma dimérica da BthTX-II (dBthTX-II), observamos interações entre uma 

molécula de varespladib para cada monômero da dBthTX-II, nos resíduos His48 e Asp49 

(figura 10). Essas interações permaneceram estáveis ao longo da simulação, com valores de 

RMSD menores que 1,5 Å de distância (figura 13). Como proposto anteriormente na literatura 

por Borges e colaboradores (2020), a dBthTX-II não apresenta atividade catalítica devido a uma 

modificação estrutural na região catalítica em comparação com a sua estrutura monomérica. 

Neste caso, Salvador e colaboradores (2017) propuseram que a estrutura dimérica das PLA2-

Asp49 apresenta sítios responsáveis pela ligação à membrana alvo (Lys7, Arg16, Arg72 e 

Lys115) e sítios que causam o rompimento da membrana (Leu10 e Leu17). Assim, com base 

na análise dos dados obtidos por simulações de dinâmica molecular, sugerimos que a presença 

das moléculas de varespladib pode impedir o correto funcionamento correto dos sítios 

miotóxicos anteriormente propostos para as PLA2-Asp49 básicas (Salvador et al., 2017), 

conforme ilustrado na figura 16. Foi possível observar que após os 100 ns de simulação, a 

estrutura dimérica não se manteve estável ao longo da simulação quando comparado com a 

estrutura inicial (RMSD = 15,63 Å) (figura 17). 
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Figura 16 - Disposição dos sítios MDoS e MDiS para a estrutura dBthTX-II 

 
Figura 16: Representação da superfície da dBthTX-II onde estão representados os propostos 

sítios responsáveis atividade miotóxica, sendo o sítio de ligação à membrana (MDoS - verde) e o sítio 
de ruptura da membrana (MDiS - vermelho). Autoria própria. 

 

Com base nos dados da literatura (Salvador et al., 2017), a análise da estrutura da 

dBthTX-II nos permite sugerir que as regiões identificadas na Figura 17A constituem um 

"cluster miotóxico". Esse cluster é composto por um sítio de ancoragem na membrana (resíduos 

Glu7, Lys16, Arg72 e Ala115) e um sítio de ruptura da membrana (resíduos Leu10 e Leu17). 

 

Figura 17 - Representação em cartoon dos resíduos putativos MDoS e MDiS da dBthTX-II 

 
Figura 17: A) os resíduos básicos da região MDoS são mostrados em verde (Glu7, Lys16, Arg72 e 

Ala115 dos monômeros A e B). Os resíduos hidrofóbicos do sítio putativo de ruptura da membrana 
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(MDiS) são mostrados em vermelho (Leu10 e Leu17 dos monômeros A e B). As moléculas de 

varespladib estão representadas em sticks amarelos; B) Estrutura do complexo dBthTX-II/varespladib 

após 100 ns de simulação; C) resultado da modificação dos sítios MDoS e MDiS, induzido pelo 

varespladib, levando a perda da função da dBthTX-II. Autoria própria. 

 

Portanto, com base nos dados apresentados neste estudo, é possível sugerir que a 

molécula de varespladib demonstra potencial para inibir as atividades biológicas de toxinas 

presentes na peçonha da serpente B. jararacussu. Este potencial inibitório ocorre de forma 

independente da condição fisiológica (estado conformacional ou pH). A molécula de 

varespladib é capaz de interagir com as toxinas BthTX-I e BthTX-II, inibindo seus efeitos 

tóxicos, sendo por mecanismos catalíticos e/ou miotóxicos. 
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6. CONCLUSÃO 

Os resultados deste estudo indicam que o varespladib atua como inibidor de PLA2s 

tóxicas, abrangendo as moléculas cataliticamente inativas, as PLA2-Lys49, quanto as 

cataliticamente ativas. Além disso, é uma ferramenta importante para a investigação da relação 

estrutura-atividade das toxinas PLA2-Lys49. Esses achados são relevantes devido ao impacto 

significativo em termos de morbidade e mortalidade associado aos acidentes causados por 

serpentes que contêm concentrações elevadas dessas proteínas em sua peçonha. Tais 

descobertas fornecem informações para o desenvolvimento de tratamentos complementares à 

soroterapia em casos de envenenamento por serpentes. 
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