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Estudos estruturais com fosfolipases A2 isoladas de veneno de serpentes dos  
gêneros Bothrops e Crotalus 

 
 
 Ainda nos dias de hoje, o envenenamento ofídico é um problema de saúde pública, afetando 
sobretudo, regiões de clima tropical, subtropical e áreas rurais de países da África, Ásia, 
Oceania e América Latina. No Brasil, os gêneros de serpentes Bothrops e Crotalus são 
responsáveis por quase 90% dos acidentes ofídicos, sendo que os acidentes provocados por este 
último apresentam relativa alta taxa de mortalidade. O veneno das serpentes do gênero Bothrops 
possuem uma classe de fosfolipases A2, as Lys49-PLA2s, que não possuem atividade catalítica, 
mas são capazes de induzir a mionecrose por uma mecanismo não catalítico que não é 
totalmente conhecido. Com relação às fosfolipases A2 veneno das serpentes do gênero Crotalus, 
o complexo crotoxina, formado pela crotoxina A (não catalítica) e a crotoxina B (catalítica) 
pode constituir até cerca de 60% do veneno desses animais, como no caso da subespécie 
Crotalus durissus terrificus, e é uma potente neurotoxina que provoca um grande bloqueio da 
transmissão neuromuscular. Neste trabalho, utilizando diversas técnicas teóricas e 
experimentais, sobretudo cristalografia de raios X, são apresentados diversos resultados que 
visam aprofundar o conhecimento acerca do funcionamento destas proteínas. Com relação à 
crotoxina, é apresentado a estrutura cristalográfica da crotoxina B de Crotalus durissus 
colillineatus, a expressão heteróloga da isoforma CBa2 da crotoxina B de Crotalus durissus 
terrificus para a posterior produção de formas mutantes sítio-dirigidas e resultados da análise 
do espalhamento de raios X a baixo ângulo da crotoxina e de suas subunidades isoladas, gerando 
informações relevantes e inéditas acerca da oligomerização destas proteínas. No caso das 
Lys49-PLA2s isoladas do veneno botrópico, são apresentadas duas novas estruturas 
cristalográficas dessa classe de proteínas isolada da serpente amazônica B. brazili. A análise 
destas duas estruturas e a comparação estrutural delas com outras Lys49-PLA2s gerou novas 
informações acerca da posição de aminoácidos hidrofóbicos na porção C-terminal, levando-se 
a proposição de um novo mecanismo de ação para estas proteínas. Também são apresentadas a 
análise funcional e a estrutura cristalográfica da PrTX-I isolada do veneno de B. pirajai 
complexada com dois inibidores diferentes que revelam novos modos de inibição da atividade 
miotóxica destas proteínas. São apresentados também diversos resultados provenientes de 
diferentes técnicas biofísicas que mostram que a MjTX-I, isolada do veneno de B. moojeni, é 
uma Lys49-PLA2 bastante peculiar, que pode formar diversas conformações oligoméricas. Por 
fim, são apresentados resultados teóricos e experimentais acerca da estrutura oligomérica de 
dois inibidores de origem proteica de fosfolipases A2 isolados do plasma sanguíneo de serpentes 
(αBaltMIP e CNF) cuja análise forneceu inéditas informações acerca da estrutura quaternária 
destas proteínas e de como ocorre a sua conjugação com as fosfolipases A2. 

 

 

 

 

Palavras-chave: Venenos de serpentes; fosfolipases A2, Bothrops, Crotalus, biologia 
molecular estrutural. 
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Structural studies with phospholipases A2 isolated from Bothrops and 
Crotalus genus snake venoms 

 
 

 Snakebite is a very serious public health problem still today, affecting tropical and 
subtropical countries, especially the rural areas of Africa, Asia, Oceania and Latin America. In 
Brazil, Bothrops and Crotalus snake genus are responsible of almost 90% of snakebites. The 
venoms of Bothrops snakes have a class of phospholipases A2, known as Lys49-PLA2s, which 
do not have catalytic activity. However, they are able to induce myonecrosis by a non-catalytic 
mechanism that is not fully understood. In the venom of Crotalus snakes, a phospholipase A2, 
known as crotoxin constitutes about 60% of the venom from these animals. This protein is a 
potent neurotoxin that causes a large block of neuromuscular transmission formed by 
complexation of crotoxin A (non-catalytic) and crotoxin B (catalytic). In this work, it was used 
several theoretical and experimental techniques, in particular X-ray protein crystallography, to 
generate information to extend the knowledge of the action of these proteins. Regarding to 
crotoxin, the crystal structure of crotoxin B isolated from Crotalus durissus colillinetaus was 
solved and the heterologous expression of isoform CBa2 of crotoxin B from Crotalus durissus 
terrificus was performed, in order to, subsequently, produce site-directed mutants. Furthermore, 
it is presented small angle X-ray scattering experiments with the crotoxin and its isolated 
subunits that provided intriguing and novel information about the oligomerization of these 
proteins. Regarding to Lys49-PLA2s from Bothrops snakes, it is presented two new crystal 
structures of this class isolated from Amazonian snake B. brazili. The analysis of these 
structures and the structural comparison to other Lys49-PLA2s crystallographic structures 
generated new information about the position of hydrophobic residues in C-terminal portion of 
these proteins. This information led us to a new proposition of the mechanism of action of these 
proteins. It is also presented the functional analysis and the crystal structure of PrTX-I, isolated 
from B. pirajai, complexed with two different inhibitors. These structures showed new ways of 
inhibition of the myotoxicity induced by these proteins. Furthermore, it is also showed, using 
several different biophysical techniques, that MjTX-I, isolated from B. moojeni, is a unique 
Lys49-PLA2 that can form several different oligomeric conformations. Finally, it is presented 
theoretical and experimental results about the oligomeric conformation of two inhibitors of 
phospholipases A2 isolated from the blood plasma of snakes (αBaltMIP and CNF). The analyses 
of these results in novel information about quaternary structure of these proteins as well as about 
their complex with phospholipases A2. 

 

 

 

 

 

Keywords: Snake venom, phospholipases A2, Bothrops, Crotalus, Structural Molecular 
Biology.  
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As serpentes sempre despertaram curiosidade e fascínio entre os homens, fato este 

comprovado pela influência que estes animais exerceram e exercem em vários aspectos da vida 

humana através de mitos, símbolos e religiões. Este interesse também se refletiu na ciência, 

com a consequente realização de muitos estudos a respeito das propriedades e componentes dos 

venenos de serpentes. A importância dada a tais estudos é claramente evidenciada pelo grande 

volume de artigos que tratam do estudo dos venenos destes animais e seus constituintes 

publicados em periódicos especializados em toxinologia (Guimaraes & Carlini, 2004). Grande 

parte desse fascínio e interesse advém do envenenamento provocado por esses animais do qual 

o homem sofre desde os tempos mais remotos da Antiguidade. 

De fato, ainda nos dias de hoje, o envenenamento ofídico é um problema de saúde 

pública, afetando especialmente, regiões de clima tropical, subtropical e áreas rurais de países 

da África, Ásia, Oceania e América Latina (Pinho & Pereira, 2001). Estima-se que ocorram 

cerca de 420 mil envenenamentos por serpentes a cada ano no mundo, resultando em pelo 

menos 20.000 mil mortes (Kasturiratne et al., 2008). Entretanto, como grande parte desses 

acidentes ocorrem em áreas remotas e em países com baixa ou ausente infraestrutura de 

notificação e controle do número de envenenamentos, estes números podem estar subestimados 

e o número de acidentes pode chegar a 1 milhão e 800 mil e o número de mortes a 94 mil 

(Kasturiratne et al., 2008). A mortalidade causada por envenenamento ofídico é maior do que 

de diversas Doenças Tropicais Negligenciadas, como cólera, leishmaniose, esquistossomose e 

doenças de Chagas (Kasturiratne et al., 2008; Williams et al., 2010). Por conta disso, no ano de 

2009, a Organização Mundial de Saúde (OMS) passou a incluir o envenenamento ofídico na 

lista de Doença Tropicais Negligenciadas e a Sociedade Internacional de Toxinologia (IST) 

criou a The Global Snake Bite Initiative (Williams et al., 2010). Ambas iniciativas visam reduzir 

a mortalidade e a morbidade causada pelos acidentes ofídicos através de ações educativas e de 

formação de equipes médicas e de centros de saúde, sobretudo em áreas remotas do planeta, 
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assim como uma política de melhor distribuição e acesso aos soros antiofídicos. Além disso, o 

envenenamento ofídico pode ser considerado também como uma doença ocupacional já que o 

grupo mais acometido por ele é formado por jovens do sexo masculino que exercem atividades 

agrícolas, fato este que é frequentemente negligenciado pelas autoridades governamentais 

(Gutiérrez et al., 2006; Kasturiratne et al., 2008). 

A soroterapia é o único tratamento capaz de neutralizar a ação dos venenos, consistindo 

na administração de soro antiofídico, também chamado de soro heterólogo antiveneno, rico em 

anticorpos específicos (Hawgood, 1992). Esse soro é composto por uma alta concentração de 

imunoglobulinas, obtidos através da sensibilização de diversos animais, geralmente equinos 

(Theakston & Reid, 1983). O soro antiofídico pode evitar ou reverter grande parte dos sintomas 

dos envenenamentos ofídicos, e desempenham um papel crucial na redução da mortalidade e 

da morbidade. Estas preparações foram incluídas na Lista de Medicamentos Essenciais da OMS 

e devem ser parte de qualquer pacote de cuidados primários de saúde nos locais em que ocorrem 

acidentes ofídicos (Kasturiratne et al., 2008; Williams et al., 2010). 

No Brasil, o primeiro estudo epidemiológico de acidentes ofídicos foi realizado em 1901 

por Vital Brazil, quando ele contabilizou o número de óbitos por picadas de serpentes 

peçonhentas do Estado de São Paulo. Nesse mesmo período, Vital Brazil passou a produzir e 

distribuir os primeiros tubos de soro antiofídico para consumo. Distribuía também o Boletim 

para Observação de Accidente Ophidico, que deveria ser preenchido junto com a administração 

do soro e continha várias informações acerca do paciente e do local e das características da 

serpente que provocou o acidente. Essa ficha foi pioneira na notificação dos acidentes ofídicos 

ocorridos no país, servindo de modelo para as mais atuais, permitindo uma boa acurácia no 

levantamento dos números de acidentes e morbidade e mortalidade ocorrida no Brasil (Bochner 

& Struchiner, 2003). 
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Estima-se que ocorrem, anualmente, no Brasil cerca de 20.000 casos de acidentes com 

serpentes com variação significativa por região, sendo os coeficientes mais elevados no Norte 

e Centro-Oeste (Brasil, 2001). No ano de 2010, foram notificados que 73,5% dos acidentes 

foram causados por serpentes do gênero Bothrops, 7,5% causados pelo gênero Crotalus, 3,0% 

pelo gênero Lachesis, 0,75% pelo gênero Micrurus, 3,0% por serpentes não peçonhentas e em 

11,8% dos casos não houve identificação da serpente (Brasil, 2001). Esse perfil se mantém 

inalterado ao longo dos últimos 100 anos (Bochner & Struchiner, 2003). 

Como podemos ver, o gênero Bothrops (família Viperidae) é o responsável pela grande 

maioria dos acidentes ofídicos no Brasil. Esse gênero possui 24 espécies, com ampla 

distribuição geográfica, e são popularmente conhecidas como jararacas. Ainda que seja 

responsável por cerca de 75% dos acidentes ocorridos no país, a mortalidade é bastante baixa, 

sendo que apenas 0,4% do total de acidentes com estas serpentes levam ao óbito (Brasil, 2001). 

Entretanto, a frequência de sequelas, relacionada a complicações locais é extremamente alta, 

devido à drástica mionecrose local que não é eficientemente neutralizada pela soroterapia, 

levando muitas vezes à amputação do membro afetado (Gutiérrez & Lomonte, 1995). 

O gênero Crotalus (família Viperidae), por sua vez, ainda que seja responsável por 

apenas 7,5% dos acidentes ofídicos no Brasil, cerca de 2,5% desses acidentes acabam levando 

ao óbito, devido às pronunciadas atividades neurotóxica, miotóxica e coagulante, que acarretam 

em paralisias musculares, insuficiência respiratória, mioglobinúria e insuficiência renal aguda 

com comprometimento dos néfrons, principal causa de óbito nesses envenenamentos (Araújo 

et al., 2003; Azevedo-Marques et al., 2003). No Brasil, as serpentes do gênero Crotalus, 

popularmente conhecidas como cascavéis, estão representadas por uma única espécie com 

ampla distribuição geográfica, Crotalus durissus, que possui cinco subespécies, sendo as 

espécies Crotalus durissus terrificus e a Crotalus durissus collilineatus as mais conhecidas e 

estudadas (Melgarejo, 2003). 
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Um dos componentes encontrado em grande abundância nos venenos desses animais e 

que é um dos principais responsáveis pela atividade miotóxica do envenenamento por serpentes 

do gênero Bothrops e pela atividade neurotóxica no caso das serpentes do gênero Crotalus, são 

as fosfolipases A2, as quais serão abordadas em termos estruturais e funcionais a seguir.  

 

1.1 Fosfolipases A2 (PLA2s): componentes protéicos de elevado interesse científico 
encontrados em venenos botrópicos e crotálicos 

 

As fosfolipases A2 (PLA2s) são enzimas pequenas (14 kDa), estáveis, Ca2+-dependentes 

e que promovem a hidrólise da ligação éster sn-2 de fosfolipídios, liberando ácidos graxos livres 

e lisofosfolipídios, como por exemplo, o ácido araquidônico (Van & De Haas, 1963; Schaloske 

& Dennis, 2006). Estes produtos, por sua vez, participam de um grande número de processos 

biológicos. O ácido araquidônico, por exemplo, pode ser convertido em eicosanóides, que são 

utilizados como segundo mensageiros em um grande número de processos fisiológicos e 

patológicos, como regulação do sono, respostas imunes, mediação de inflamações e nocicepção 

(Tsuboi et al., 2002). Já os lisofosfolipídios, podem servir como precursores envolvidos na 

proliferação, migração e controle da apoptose celular em diversos processos inflamatórios 

(Prescott et al., 2000; Moolenaar et al., 2004). 

Inicialmente, as fosfolipases A2 foram classificadas em três grupos, de acordo com a sua 

sequência de aminoácidos (Davidson & Dennis, 1990). Em 1994, foi estabelecido o primeiro 

sistema de numeração que classificou estas enzimas em quatro grupos (Dennis, 1994). Essa 

classificação foi revisada alguns anos depois, reclassificando estas enzimas em onze grupos, 

tendo como critérios o número de pontes dissulfeto e a similaridade das sequências de 

aminoácidos (Six & Dennis, 2000). Com o grande avanço nas técnicas de biologia molecular 

nos últimos anos, um grande número de novas PLA2s foram descobertas e uma nova revisão da 

classificação se tornou necessária. Recentemente, as PLA2s foram classificadas em quinze 



21 
 

grupos, que podem ser organizados em cinco grandes grupos: as PLA2 secretadas (sPLA2), as 

PLA2 citosólicas (cPLA2), as PLA2 Ca2+ independentes (iPLA2), os fatores de ativação 

plaquetária do tipo acetilhidrolases (PAF-AH) e as PLA2 lisossomais (Schaloske & Dennis, 

2006). O grupo das sPLA2s possui dezesseis subgrupos, que incluem as PLA2s de veneno de 

serpentes (svPLA2s). As fosfolipases A2 dos venenos das famílias Elapidae e Viperidae, as mais 

importantes em relação a envenenamento ofídico, pertencem, respectivamente, aos grupos IA e 

IIA/IIB. Esta classificação é baseada na similaridade das sequências, posição das pontes 

dissulfeto e inserção de loops (Six & Dennis, 2000; Schaloske & Dennis, 2006). As svPLA2s 

classificadas nos grupos IA e IIA possuem seis pontes dissulfeto, sendo que seis delas são 

conservadas nas duas famílias, com diferenças nas pontes Cys11/Cys77, exclusiva de Elapidae, 

e Cys51/Cys133, exclusiva de Viperidae. Além disso, as svPLA2s classificadas no grupo IIB 

possuem apenas cinco pontes dissulfeto, faltando a ponte Cys61/Cys91 (Arni & Ward, 1996; 

Schaloske & Dennis, 2006) 

O sítio catalítico das fosfolipases A2 é composto por uma histidina (His48, de acordo 

com o sistema de numeração para PLA2s proposto por Renetseder et al. (1985)) próxima a um 

aspartato conservado (Asp99) e um ácido aspártico na posição 49, que é essencial para a 

coordenação do cofator Ca2+ (Arni & Ward, 1996; Magro et al., 2009).  Duas propostas foram 

realizadas na tentativa de explicar o mecanismo catalítico da hidrólise de fosfolipídios das 

fosfolipases A2. A primeira proposta foi realizada por Scott, White et al. (1990) baseada em 

estruturas de fosfolipases das classes IA e III nativas e complexadas com análogos de transição. 

Neste modelo, conhecido como single-water mechanism, o átomo Nδ1 da His48 é estabilizado 

pelo átomo de oxigênio do grupo carboxil do Asp99, que, por sua vez, forma uma ponte de 

hidrogênio com o oxigênio hidroxil da Tyr53 (Scott, Otwinowski et al., 1990; Scott, White et 

al., 1990). Após a ligação do fosfolipídio, o átomo Nδ1 da His48 retira um próton de uma 

molécula de água estrutural, iniciando o ataque nucleofílico da posição sn-2 do substrato, 
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formando intermediário oxiânion tetraédrico. Esse intermediário tetraédrico é estabilizado pelo 

cofator Ca2+, que por sua vez, está ligado ao oxigênio do carboxil da Asp49, aos átomos de 

oxigênio da cadeia principal do loop de ligação de Ca2+ (região 26-35) e duas águas estruturais. 

Após o colapso do intermediário tetraédrico e a liberação dos produtos da hidrólise, três 

moléculas de água se movem para a região do sítio ativo.  

 Posteriormente, foi proposto um segundo mecanismo, conhecido como assisting-water 

mechanism, onde duas moléculas de água estariam na formação e na hidrólise, respectivamente, 

do intermediário tetraédrico (Rogers et al., 1996; Yu et al., 1998). Neste modelo, a molécula de 

água que gera o ataque nucleofílico é coordenada pelo Ca2+. Essa molécula de água também é 

estabilizada por uma segunda molécula de água que, por sua vez, forma ligações de hidrogênio 

com a His48 e com o Asp99. Este mecanismo é suportado pela estrutura cristalográfica de um 

mutante His48Gln de uma fosfolipase humana do grupo IIA (Edwards et al., 2002). Esse 

mutante ainda possui uma significante atividade catalítica e apresenta as regiões do sítio 

catalítico e do loop de ligação do Ca2+sem desvios estruturais significantes. Levando em conta 

o assisting-water mechanism, o Gln funcionaria de maneira similar a His48, formando uma 

ligação de hidrogênio com a molécula de água que é responsável por estabilizar a molécula de 

água catalítica (Edwards et al., 2002). Um diagrama comparando os dois modelos de 

mecanismo catalítico pode ser visto na Figura 1. 
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Figura 1: Esquema comparativo dos dois modelos de mecanismo catalítico das fosfolipases A2. O single-

water mechanism tem apenas um intermediário, chamado de E*T1 e o assisting-water mechanism possui 
dois, chamados de E*T1 e E*T2. Adaptado de Bahnson (2005). 

 

Apesar das diferenças entre os dois mecanismos apresentados, diversos estudos 

demonstraram que o íon Ca2+ é cofator obrigatório para a catálise das sPLA2s. Estudos que o 

substituíram por outros cátions divalentes (Cd2+, Sr2+, Ba2+, Mg2+) mostraram que o Cd2, ao 

contrário dos outros íons, era capaz de fazer com que a enzima ainda se ligasse com o substrato, 
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mas, ainda, apenas o Ca2+ suportava atividade catalítica (Yu et al., 1993). Entretanto, 

experimentos mais recentes demonstraram também que os íons Ni2+ e Co2+ eram capazes de 

suportar significante atividade catalítica em determinados grupos polares de fosfolipídios (Yu 

et al., 1998). Esses resultados podem ser atribuídos a diferentes coordenações na geometria da 

coordenação entre os íons e os fosfolipídios, indicando uma notável plasticidade do sítio ativo 

(Yu et al., 1998). 

O enovelamento típico das PLA2s de veneno de serpentes (Figura 2) é extremamente 

conservado em todas as enzimas das classes I e II e é constituído por duas longas hélices α 

ligadas por pontes dissulfeto em conjunção com o loop de ligação do Ca2+ (hélices 2 e 3; 

resíduos 37-54 e 90-109; respectivamente) (Arni & Ward, 1996; Magro et al., 2009). Os 

resíduos que compõem o sítio catalítico são: His48, Asp49, Asp99 e Tyr52 (Arni & Ward, 1996; 

Magro et al., 2009). Outras regiões estruturais bem conservadas são a hélice N-terminal (1-13), 

a região das folhas-β (75-84), o loop de ligação do Ca2+(26-35), o “loop elapídico” (uma 

inserção de dois a três aminoácidos na região 52-65 presente apenas nas enzimas da classe IA), 

a short-helix (15-22) e o segmento C-terminal (115-133). Estas regiões podem adotar diversas 

orientações, especialmente o segmento C-terminal, uma região muito flexível. Além da sua 

típica ação fosfolípidica, uma grande variedade de outras atividades farmacológicas foi 

descritas para as fosfolipases de venenos de serpentes, incluindo atividades pré (Westerlund et 

al., 1992) e pós-neurotóxicas (Bon et al., 1979), cardiotóxica (Fletcher et al., 1981), miotóxica 

(Gutierrez et al., 1991), bactericida (Paramo et al., 1998), inibitória de agregação plaquetária 

(Yuan et al., 1993), formadora de edema (Lloret & Moreno, 1993), hemolítica (Condrea, et al., 

1981), anticoagulante (Rosenberg et al., 1983), convulsionante (Fletcher et al., 1980) e 

hipotensiva (Huang, 1984).  
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Figura 2: Representação esquemática do enovelamento de uma sPLA2 do grupo IIA, gerada a partir do 
monômero da BthA-I-PLA2s de Bothrops jararacussu (PDB ID 1U73). 
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2.1 Cristalografia de proteínas 
 O fluxograma da Figura 03 mostra, de maneira simplificada, as etapas para resolução 

de uma estrutura proteica por cristalografia de proteínas no caso que haja proteínas com grande 

similaridade estrutural depositadas no banco de dados Protein Data Bank (PDB) e se faz 

possível o uso do método da substituição molecular. A maneira como estas etapas serão 

realizadas são discutidas a seguir: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Etapas para resolução de uma estrutura proteica por cristalografia de proteínas de maneira  
simplificada. 

Purificação da proteína alvo a 
partir do extrato bruto. 

Obtenção de cristais convenientes para 
difração de raios-X (Cristalização). 

Coleta de dados de difração de raios-X. 

Processamento dos dados de difração de raios-X 
e caracterização inicial dos cristais. 

Resolução do problema das fases 
 pelo método da Substituição 

Molecular. 

Refinamento/Modelagem. 

Análise da qualidade do modelo. 

Clonagem, expressão e purificação da 
proteína alvo recombinante. 

Modelo final. 
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2.1.1 Cristalização 
 
 

A primeira etapa para se resolver a estrutura de uma proteína por cristalografia de 

proteínas é a obtenção de um cristal da proteína estudada para experimentos de difração de raios 

X. A característica fundamental de um cristal é a sua estrutura interna, tridimensionalmente 

ordenada e periódica, na qual as moléculas estão empacotadas e unidas por meio de interações 

não covalentes (Ducruix & Giegé, 1999).  

A cristalização de moléculas em uma solução é um fenômeno de equilíbrio reversível 

cujos parâmetros termodinâmicos e cinéticos dependem das propriedades físico-químicas do 

solvente e do soluto envolvidos. Sabe-se que sob condições de supersaturação, o sistema é 

guiado para um estado de equilíbrio no qual o soluto é dividido entre as fases líquidas e sólidas. 

Embora nessas condições as moléculas percam liberdade rotacional e translacional, diminuindo 

portanto, a entropia do sistema, elas, ao mesmo tempo, formam novas e numerosas ligações 

químicas estáveis. Isso reduz a energia livre do sistema e fornece a força direcional para o 

processo de ordenação das moléculas. Entretanto, dependendo das propriedades químicas do 

solvente e soluto envolvidos, quando o sistema retornar ao equilíbrio, o resultado pode ser uma 

fase amorfa em vez de uma fase cristalina (McPherson, 2003). Segundo Blundell & Johnson 

(1976), os principais fatores que afetam o processo de cristalização são: pH da solução de 

cristalização, concentração e tipo do agente precipitante (e outros aditivos utilizados), força 

iônica da solução, temperatura, pressão, viscosidade, gravidade, presença de ligantes, aditivos 

específicos e degradação e/ou desnaturação da amostra proteica, contaminantes 

macromoleculares, heterogeneidade conformacional e concentração da solução de proteína.  

O crescimento de cristais de proteínas envolve três etapas principais: nucleação, 

crescimento e término do crescimento (Kobe et al., 1999). A nucleação, onde ocorre formação 

dos primeiros agregados ordenados, é o processo inicial na obtenção de cristais. Quando o 

núcleo atinge um tamanho crítico, começa a fase de crescimento. Um cristal pequeno pode 
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crescer pela incorporação de átomos (moléculas) nas suas faces planas em duas dimensões ou 

em espiral, ou sobre defeitos na superfície do cristal. O mecanismo dependerá da energia das 

interações entre os constituintes do cristal nas direções consideradas. A morfologia do cristal 

corresponde diretamente à taxa de crescimento de cada face: faces crescidas lentamente serão 

maiores e bem desenvolvidas, enquanto as que crescem mais rapidamente tendem a possuírem 

faces menores. O crescimento de um cristal cessa provavelmente quando há acúmulo de defeitos 

dentro da rede cristalina, impedindo desta forma a continuação do crescimento de suas faces 

(McPherson, 2003). 

A representação esquemática de um diagrama de fase bidimensional (Figura 4) entre a 

solubilidade de uma macromolécula (mg.ml-1) e o agente precipitante, compreenderá duas 

regiões: insaturada (abaixo da curva de saturação) e supersaturada (acima da curva de 

saturação). 

 
Figura 4: Representação esquemática de um diagrama de fase bidimensional da solubilidade de uma 
proteína (Kobe et al., 1999). 

 

A região insaturada não apresenta concentração suficiente de proteína e agente 

precipitante que possibilite a nucleação ou mesmo a cristalização de qualquer macromolécula. 

A região de supersaturação é subdividida em zona de precipitação, zona de nucleação e zona 

metaestável. Em soluções extremamente concentradas, as moléculas do soluto saem da 
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condição solúvel e passam para o estado sólido, podendo agregar-se em um precipitado amorfo 

ou cristalizar. Um precipitado amorfo corresponde a um mínimo de energia local e 

frequentemente ocorre quando a agregação acontece muito rapidamente (zona de precipitação). 

Assim, a estratégia usada para induzir a cristalização de macromoléculas é conduzir lentamente 

para um estado de solubilidade onde possa ocorrer a nucleação (zona de nucleação) e seguir 

para uma solubilidade mínima até atingir o grau desejado de supersaturação (zona metaestável) 

ocorrendo consequentemente o crescimento do cristal (McPherson, 2003). 

 Um método bastante eficiente para o aumento gradativo da concentração do agente 

precipitante é o método de difusão de vapor (McPherson, 2003). O princípio deste método é o 

processo de equilíbrio de duas soluções; uma é formada pela solução de cristalização (ou 

solução precipitante) e a outra por esta solução + a solução de proteína; através da fase de vapor, 

em meio hermeticamente fechado por uma graxa de vácuo. A solução menos concentrada 

(solução de cristalização+solução de proteína) perderá seu solvente mais volátil até o potencial 

químico de ambas as soluções se igualar. Cristais tendem a se formar à medida que a 

concentração de precipitante e de proteína aumenta gradativamente (McPherson, 2003).  

 Para o método de difusão de vapor podem ser utilizados os sistemas: hanging drop 

(“gota suspensa”), sitting drop (“gota sentada”) e sandwich drop (“gota sanduíche”). Os 

sistemas hanging drop e siting drop são os mais adequados para testes iniciais com um grande 

número de condições de cristalização, já que utiliza quantidades pequenas de proteína (0,5 a 

5,0μL) e facilita a análise dos experimentos (McPherson, 2003). Neste sistema, a solução de 

cristalização fica no reservatório e a solução de proteína + solução de cristalização ficam na 

gota suspensa. Um diagrama das etapas de montagem do método de cristalização por difusão 

de vapor, hanging drop, pode ser visto na figura 5. 
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Figura 5: Diagrama das etapas de montagem do método de cristalização por difusão de vapor, sistema 
hanging drop. 

 

 

Para cristalizar uma proteína, deve-se fazer uma busca das melhores condições de 

cristalização que atuam na nucleação e no crescimento dos cristais. Com o aumento do número 

de macromoléculas biológicas cristalizadas com sucesso, tornou-se óbvio que muitas das 

condições de cristalização apresentavam semelhanças químicas entre si. Empresas como a 

Hampton Research®, desenvolveram então, quites comerciais de soluções de cristalização 

previamente determinadas, através das quais, se faz uma busca inicial da condição de 

cristalização da proteína em estudo. Após a montagem das gotas, observam-se quais soluções 

obtiveram melhores resultados e então se altera o tipo e a concentração dos componentes 

químicos que compõem a solução (tampões, sais, agentes orgânicos e polímeros) até que a 

condição de cristalização seja alcançada. Este método de se variar o tipo e a concentração dos 

componentes da solução é conhecido como método da matriz esparsa (Jancarik & Kim, 1991). 

Existem ainda outras metodologias de cristalização que podem ser utilizadas para a 

obtenção de monocristais e/ou melhoramento de cristais previamente obtidos, como por 

exemplo, o método de seeding (“semeadura”) (Stura, 1999), subdividido em macroseeding 

(consiste na colocação de um pequeno monocristal em solução estável de proteína e precipitante 
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para crescimento deste) e microseeding (consiste na trituração de um monocristal, utilizando-

se micronúcleos, a partir dos quais novos cristais serão formados). Além disso, pode-se 

acrescentar diversos tipos de óleos nos reservatórios (o óleo fica sobre a solução precipitante 

contida no poço, diminuindo a velocidade de crescimento dos cristais); a adição de substâncias 

“aditivas” à gota (quites comerciais); variações da temperatura de crescimento dos cristais (4, 

10, 18 ou 25°C); entre outras técnicas (McPherson, 2003). 

Um cristal é definido como sendo um composto sólido de uma variedade regular de íons 

ou átomos, os quais compõem as moléculas que ocorrem repetitivamente em posições 

específicas definidas pela rede tridimensional (Drenth, 1994). Cada uma das menores unidades 

que se repete infinitamente nas três dimensões do espaço é denominada cela unitária (Figura 

06) caracterizada por 3 vetores (vértices) a, b e c e três ângulos α, β, γ. A menor parte da cela 

unitária a partir da qual pode ser reproduzida depois de aplicada operações de simetria (grupo 

espacial) é denominada unidade assimétrica (Figura 06).  

 

 
 
Figura 6: Representação gráfica de um cristal. O centro da cela unitária é indicado por um ponto (•) e 
cada molécula de proteína está representada por meias-luas ( ) Figura extraída de Souza et al., 2000. 
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2.1.2 Coleta de dados de difração de raios X 
 

A coleta de dados de difração de raios X é muito importante, pois constitui a única fonte 

de dados através pela qual podemos obter a estrutura cristalográfica (Blundell & Johnson, 

1976). Os dados são obtidos quando um feixe de raios X, após incidir sobre um material 

cristalino, sofre difração. Estes dados podem ser obtidos através da utilização de uma fonte de 

raios X convencional, com um ânodo rotatório, ou raios X obtidos a partir de luz síncrotron 

(Drenth, 1994), como o existente no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron, Campinas – SP, 

local onde os conjuntos de dados de difração de raios X das proteínas estudadas neste trabalho 

foram obtidos.  

O fenômeno da difração de raios X foi explicado por Lawrence Bragg que demonstrou 

que os ângulos com que emergem os feixes difratados por cristais poderiam ser calculados 

tratando o fenômeno da difração como uma reflexão por conjuntos de planos, paralelos e 

equivalentes, definidos pelos átomos de um cristal (Drenth, 1994). É por esta razão que cada 

ponto do padrão de difração de raios X se designa por reflexão. Os raios X difratados por planos 

adjacentes percorrem diferentes distâncias e Bragg demonstrou que a difração só ocorre quando 

a diferença da distância percorrida é igual a um múltiplo do comprimento de onda do feixe de 

raios X. Esta distância é, por sua vez, dependente do ângulo de reflexão (θ) (Figura 7). A relação 

entre este ângulo θ e o comprimento de onda λ é dada pela chamada Lei de Bragg, 2dsenθ=nλ, 

a partir da qual se pode definir o termo resolução d de um padrão de difração, principal 

parâmetro indicador da qualidade de um conjunto de dados de difração de raios X (Drenth, 

1994). 

A simbolização dos planos de difração num cristal é feita por meio de três índices, os 

índices de Miller (h,k,l), exemplificados na figura 8 um conjunto de planos (234) e a respectiva 

intersecção com os lados a, b e c da cela unitária. 
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Figura 7: Difração de raios-X por um cristal 

 

  

 

 

  

 

Figura 8: Conjunto de planos (234) e a respectiva intersecção com a cela unitária. Este conjunto corta o lado 
a em duas partes (h=2), b em 3 partes (k=3) e c em 4 partes (l=4). Figura extraída de Romão (1996) 
 

O método de coleta de dados de difração de raios X por cristais proteicos mais 

conhecidos e utilizados é o de roto-oscilação, onde neste tipo de coleta de dados o cristal 

rotaciona em torno de um eixo perpendicular ao feixe de raios X (Drenth, 1994). Normalmente, 

as coletas de dados ocorrem a temperaturas criogênicas (em torno de 100K), o que reduz os 

danos causados pela radiação nos cristais que acarreta em decréscimo nas intensidades das 

reflexões e na redução do tempo de vida do cristal. Para evitar o problema de formação de gelo 

durante a coleta, os cristais podem ser emergidos rapidamente em uma solução crio protetora 

(como glicerol por exemplo) que, na medida do possível, deve ser inócua ao cristal (Mcree, 
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1993). Neste tipo de coleta, a montagem dos cristais para coleta de dados é feita em um loop de 

nylon ao qual o cristal fica preso por tensão superficial (Figura 9). 

     

 
Figura 9: a. Aparato que sustenta o loop, b. Figura esquemática do modo em como o monocristal é preso 
ao loop, onde em (1) o cristal na gota, (2) como cristal é colocado no aparato com o loop e em (3) o cristal 
preso ao loop, c. detalhe do cristal preso ao loop.  

 

O loop montado é acoplado em uma cabeça goniomérica que possibilita o 

alinhamento do cristal em relação ao feixe de raios X durante o movimento de roto-oscilação 

desta cabeça goniométrica. A coleta de dados é normalmente feita por placas CCD ou Pilatus, 

ligadas através de uma interface a uma estação gráfica onde são visualizadas as imagens 

difração de raios X (Figura 10).  

 
Figura 10: Imagem de difração de raios X. (Miotoxina – I [MjTX-I] do veneno de B. moojeni). 

 

a 1 2 3 
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 Inicialmente, pode-se determinar a partir deste conjunto de dados informações como 

grupo espacial, parâmetros de rede do cristal, número de monômeros da proteína na unidade 

assimétrica cristalina e previsão da porcentagem de água no cristal (McPherson, 2003). O 

processamento dos dados coletados pode ser feito utilizando-se os programas HKL2000 

(Otwinowski & Minor, 1997) e MOSFLM (Leslie, 1992) largamente utilizados pela 

comunidade cristalográfica.  

 

2.1.3 Substituição molecular, modelagem e refinamento da estrutura tridimensional 

 

Para se determinar a estrutura tridimensional de uma proteína é necessário se conhecer 

a distribuição eletrônica das moléculas que formam o cristal. Para tanto, é necessária a análise 

completa dos feixes de raios X difratados por ele, ou seja, necessitamos conhecer a intensidade 

e a fase da radiação difratada. Cada reflexão é uma radiação eletromagnética tratada como uma 

onda, portanto como funções periódicas caracterizadas por três grandezas, amplitude (F), fase 

(α) e comprimento de onda (λ). Dessa forma, podem sem ser descritas como uma série de 

Fourier em termo dos fatores de dispersão atômica, fj, chamada equação do fator de estrutura: 

      𝐹ℎ𝑘𝑙 =  |𝐹ℎ𝑘𝑙|𝑒𝑥𝑝2𝜋𝑖𝛼 =  ∫ ρ(x, y, z)
𝑉

𝑒𝑥𝑝2𝜋𝑖(ℎ𝑥𝑗 + 𝑘𝑦𝑗 + 𝑙𝑧𝑗)𝑑𝑉                   (1) 

onde α é o ângulo da fase; |𝐹ℎ𝑘𝑙| é a amplitude do fator de estrutura; xj, yj e zj é a posição do 

átomo j na cela unitária e V é o volume da cela unitária, contribuindo cada elemento de volume 

para Fhkl com uma fase determinada pelas suas coordenadas (x,y,z).  

     Alternativamente, Fhkl pode ser descrito como um somatório das contribuições de cada 

elemento de volume da densidade eletrônica ρ(x, y, z) na cela unitária:  

                        𝐹ℎ𝑘𝑙 = ∑ 𝑓𝑗𝑒𝑥𝑝𝑗 2𝜋𝑖(ℎ𝑥𝑗 + 𝑘𝑦𝑗 + 𝑙𝑧𝑗)                                             (2) 

onde fj é a amplitude da contribuição do átomo j 
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Uma vez que a transformada de Fourier é uma operação reversível, a densidade 

eletrônica pode ser representada em função dos fatores de estrutura:  

𝜌(𝑥, 𝑦, 𝑧) =  
1

𝑉
∑ ∑ ∑ |𝐹ℎ𝑘𝑙|𝑒𝑥𝑝𝑙𝑘ℎ 2𝜋𝑖𝛼ℎ,𝑘,𝑙 exp[−2𝜋𝑖(ℎ𝑥𝑗 + 𝑘𝑦𝑗 + 𝑙𝑧𝑗)]                   (3) 

Entretanto, a única informação que pode ser medida é a intensidade da radiação. Desse 

modo torna-se necessário obterem-se maneiras de conhecer a fase da radiação, ou como se diz 

habitualmente: resolver o "problema das fases" (Drenth, 1994). Existem diversas maneiras de 

resolver este “problema”, mas o método mais simples e mais utilizado é o método de 

Substituição Molecular, utilizando-se, por exemplo, os programas MOLREP (Vagin & 

Teplyakov, 2010) ou Phaser (McCoy et al., 2007). Neste método é necessário que se tenha uma 

proteína homóloga e com um razoável valor de identidade (usualmente com um mínimo 30-

50%) àquela que se pretende resolver a estrutura para ser usada como modelo para obter 

informação sobre as fases. A estrutura conhecida (modelo) deve ser posicionada corretamente 

na cela unitária da proteína de estrutura desconhecida. Este posicionamento se dá através de 

funções de rotação e translação por comparação dos fatores de estrutura do modelo (Fcalc) com 

os fatores de estrutura medidos (Fobs) da estrutura nova (Navaza & Saludjan, 1997). 

Após a substituição molecular, iniciam-se as etapas de refinamento e ajustes manuais 

da estrutura cristalográfica em relação aos mapas de densidade eletrônica utilizando-se 

programas gráficos, tal como o Coot (Emsley & Cowtan, 2004). Em seguida, o modelo deve ter 

sua energia livre minimizada e refinadas as distâncias das ligações peptídicas, os ângulos 

diédricos, as interações atômicas, entre outros parâmetros, levando em conta os dados 

experimentais coletados. Para esta etapa de refinamento, utiliza-se, por exemplo, o programa 

REFMAC (Murshudov et al., 1997) do pacote de programas do CCP4 (Potterton et al., 2004). 

Após ter sua energia livre minimizada e ter refinado diversos de seus parâmetros estruturais, o 

modelo retorna novamente ao programa gráfico Coot para novos ajustes manuais, em seguida, 

volta novamente ao REFMAC para novo refinamento e minimização da energia livre e, 
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novamente aos programas gráficos para mais ajustes manuais. E assim se faz sucessivamente 

até se obter a estrutura final da proteína em estudo. Além do REFMAC, os programas CNS 

(Brunger et al., 1998) e Phenix (Adams et al., 2002) também podem ser utilizados no 

refinamento da estrutura. Uma estrutura é refinada até a máxima concordância entre o Fcalc e o 

Fobs. Esta concordância é dada pelos valores de Rcryst e Rfree (McPherson, 2003). O Rfree e o Rcryst 

são conceitos basicamente idênticos, exceto que o Rfree é calculado usando um subconjunto de 

reflexões retiradas aleatoriamente (geralmente em torno de 5%) que não são usadas durante o 

refinamento da estrutura (Brunger, 1992). Além disso, o gráfico de Ramachandran e outros 

critérios estereoquímicos que são gerados por programas específicos para isso, tal como o 

PROCHECK (Laskowski et al., 1993) e o RAMPAGE (Lovell et al., 2003) avaliam a qualidade 

da estrutura obtida através da coerência estereoquímica com a de outras estruturas já obtidas.  

Obtida a estrutura tridimensional de uma proteína, pode-se então, dar início aos estudos 

da relação estrutura-função que ela apresenta.  

 

 
2.2 Espalhamento de Luz Dinâmico 
 

 O espalhamento de luz pode fornecer preciosas informações sobre as propriedades de 

macromoléculas, incluindo coeficientes de difusão, suas dimensões, a massa molecular, e 

propriedades de associação e dissociação. Quando em solução, as macromoléculas apresentam 

movimentos de rotação e translação (movimento browniano) em uma pequena região da solução 

(Hofmann, 2010). No caso da técnica de espalhamento dinâmico de luz (DLS), ela calcula o 

coefiente de difusão translacional de uma macromolécula (DT) a partir do seu movimento 

browniano em solução (Amaré & Burley, 1997).  Esse movimento acontece numa escala de 

tempo de micro a milissegundos e o componente translacional desse movimento é resultado 

direto de sua difusão, o que leva a um alargamento do comprimento de onda espalhado 
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comparado com o comprimento de onda da luz incidida (Hofmann, 2010). Ou seja, a luz 

espalhada pelas partículas em movimento exibirá flutuações de intensidade correspondentes ao 

movimento destas partículas e a análise do decaimento da função de auto correlação do sinal da 

luz espalhada fornecerá uma medida direta do DT em solução (Amaré & Burley, 1997). 

 A partir do DT é possível se obter informações sobre o tamanho de macromoléculas 

em solução a partir da equação de Stokes-Einstein na qual se pode obter o raio hidrodinâmico 

(RH) da molécula em solução (Hofmann, 2010): 

                                                           𝐷𝑇 =
𝑘𝐵𝑇

6𝜋𝜂𝑅𝐻
                                                          (4) 

 

onde kB é a constante de Boltzmann, T é a temperatura, 𝜂 é a viscosidade da solução. 

 Finalmente, a partir do RH é possível se obter uma estimativa da massa molecular da 

molécula utilizando-se a curva de calibração de proteínas globulares de massa conhecida 

(Amaré & Burley, 1997).  

 A técnica de DLS (conhecida também como espectroscopia de auto correlação ou 

espectroscopia de espalhamento quase-elástico de luz) ou também é bastante utilizada para se 

verificar a polidispersividade das amostras já que é bastante sensível a agregação das moléculas. 

Isso se mostra bastante útil para a cristalização de proteínas, já que amostras com baixa 

polidispersividade (< 15%) têm uma chance cerca de 80% maior de cristalizar do que amostras 

com alta polidispersividade (Amaré & Burley, 1997). Além disso, devido a estimativa da massa 

molecular, é possível se obter, em amostras com baixa polidispersividade, uma indicação do 

estado oligomérico da proteína em solução.  

 

2.3 Espalhamento de raios X a baixo ângulo 
 

 A técnica de espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS) é uma ferramenta cada 

vez mais utilizada para análise do tamanho de moléculas proteicas em solução e seu envelope, 
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sendo, portanto, uma ferramenta útil e bastante informativa acerca da forma e da composição 

oligomérica de proteínas e complexos proteicos. Nessa técnica, é incidido raios X da ordem de 

1 Å numa amostra proteica em solução que espalha coerentemente raios X   baixo ângulo já que 

o espalhamento de raios X advindo de partículas com dimensões coloidais (entre centenas e 

dezenas de Å, como é o caso de proteínas) ocorre em ângulos pequenos (2 < 10°) (Craievich, 

2005). A intensidade do espalhamento é dada em função do vetor de espalhamento q, onde q é 

igual a 4πsenθλ-1, sendo 2θ o ângulo entre a radiação incidida e a radiação espalhada (Svergun 

& Koch, 2003) (Figura 11). Para sistemas diluídos, a forma de uma macromolécula em solução 

determina a forma da função de decaimento de espalhamento (Iq). Com a aplicação da 

transformada de Fourier sobre a intensidade do espalhamento (Iq) se obtém a função de 

distribuição de distâncias (p(r)) que é um histograma das distâncias interatômicas e fornece 

informações sobre o tamanho da macromolécula analisada (Svergun & Koch, 2003).  

 Guinier observou que para valores baixos q, a curva de Iq para partículas que se 

aproxima de formas esféricas é descrita por uma reta com inclinação negativa a partir da qual 

se pode calcular o raio de giro (média da distâncias dos átomos em relação ao centro da 

gravidade da molécula; Rg) da molécula em solução (Craievich, 2005) (Equação 5) e, portanto, 

se obter informações acerca do seu tamanho.   

                                                     𝑅𝑔 = √−3𝛼                                                                       (5) 

onde α é o valor de inclinação da reta. 
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Figura 11: Intensidade de espalhamento (Iq) e função de distribuição de distância (p(r)) de objetos de 
diferentes formas geométricas. Figura adaptada a partir de Svergun & Koch (2003). 
 
  

 Diversos softwares são utilizados para auxiliar o processamento e análise dos dados 

obtidos por SAXS. O cálculo de p(r) pela transformada de Fourier não é simples de ser realizada 

devido a erros produzidos por erros estatísticos na medida de Iq, sobretudo para altos valores de 

q e por isso é utilizado por programas que minimizam esses efeitos. Um dos programas 

utilizados para essa determinação de p(r) é o GNOM (Svergun, 1992) que fornece uma curva 

de p(r) estável e sem falsas oscilações, além de estimar a qualidade dos dados obtidos. Outros 

dois programas bastante utilizados para análise dos dados de SAXS são o Crysol (Svergun et 

al., 1995), o DAMMIN (Svergun et al., 1999) e o Gasbor (Svergun et al., 2001). O programa 

Crysol (Svergun et al., 1995) gera curvas de espalhamento Iq de estruturas cristalográficas 

depositadas no Protein Data Bank (PDB) e desta forma compara a curva de espalhamento de 

uma proteína em solução obtida por SAXS com a da estrutura cristalográfica, afim de confirmar 

a conformação oligomérica da proteína analisada. Os programas DAMMIN (Svergun et al., 

1999) e Gasbor (Svergun et al., 2001), a partir dos dados de SAXS conseguem calcular o 

volume e a densidade eletrônica da macromolécula e gerar um modelo estrutural de baixa 
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resolução de proteínas em solução. Por fim, a ferramenta web SAXS-MoW (Fischer et al., 2010) 

calcula a massa molecular da proteína analisada a partir da curva de SAXS obtida. 

 

2.4 Espectroscopia de dicroísmo circular 

 A técnica de espectroscopia de dicroísmo circular é baseada na diferença de absorção 

entre uma radiação incidente circularmente polarizada à esquerda e a radiação circularmente 

polarizada à direita por moléculas opticamente ativas, como por exemplo, as proteínas, devido 

ao carbono α assimétrico dos aminoácidos. Essa absorção diferencial provoca uma mudança no 

sentido do vetor resultante, que de circularmente polarizado passa a se tornar elipticamente 

polarizado (Figura 12) que é medida em miligraus (θ) (Hofmann, 2010).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 12: (a) Radiações circularmente polarizadas à esquerda e à direita que incidem sobre a amostra em 
um experimento de dicroísmo circular (CD); (b) Transformação da radiação circularmente polarizada para 
uma elipticamente polarizada por conta da absorção diferencial das radiações circularmente polarizadas à 
esquerda e à direita pela amostra. A elipse é caracterizada por uma diferença do tamanho de seus eixos, 
cuja razão do menor para o maior fornece a tanθ, sendo θ a elipcidade. Figura adaptada de Hofmann, 2010. 
 
  

 Graças à lei de Beer-Lambert (A= ε.c.l; onde A é a absorbância; ε é o coeficiente de 

extinção molar; c é a concentração das moléculas no meio e l é o caminho óptico), essa absorção 

diferencial depende da concentração da amostra e do número aminoácidos e por isso, a unidade 

θ em miligraus é transformada para elipcidade molar residual média ([θ]; deg.cm.mol-1) onde 

essas variáveis são normalizadas (Correa & Ramos, 2009). Essa transformação é dada pela 

equação: 
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                                                         [θ] =  
θ X 100 X M

𝐶 𝑋 𝑙 𝑋 𝑛
                                                               (6) 

onde θ está em graus, M é a massa molecular da proteína em Daltons, C é a concentração da 

proteína em mg.ml-1, n é o número de resíduos e l é o campinho ótico em cm (Correa & Ramos, 

2009). 

No caso das proteínas, a espectroscopia de dicroísmo circular é utilizada principalmente, 

para a avaliação da sua estrutura secundária e para monitoramento de suas mudanças frente à 

ligação com cofatores ou inibidores. As alfas hélices possuem transições eletrônicas 𝜋 → 𝜋∗nos 

comprimentos de onda 190-195 nm e 208-210 nm e uma transição eletrônica 𝑛 → 𝜋∗ no 

comprimento de onda 222 nm. As folhas beta possuem uma transição eletrônica 𝜋 → 𝜋∗no 

comprimento de onda 195-200 nm e uma 𝑛 → 𝜋∗no comprimento de onda 215-220 nm. 

Finalmente, os elementos desordenados possuem uma transição eletrônica 𝜋 → 𝜋∗no 

comprimento de onda 200 nm e uma 𝑛 → 𝜋∗de baixa energia no comprimento de onda 220 nm 

(Kelly et al., 2005). Esta técnica também permite estudos de análise de estabilidade de proteínas 

frente à aumento da temperatura e adição de agentes desnaturantes (uréia, guanidina, ácidos ou 

bases). Nesses experimentos se fixa o comprimento de onda medido (geralmente 222 nm) e a 

temperatura é aumentada ou o agente desnaturante é titulado e se observa uma transição da 

proteína de um estágio enovelado para um estágio desenovelado (Hofmann, 2010). Além disso, 

é possível se monitorar, no ultravioleta próximo (250-330 nm) mudanças no espectro de 

dicroísmo circular de aminoácidos aromáticos e pontes dissulfeto (Kelly et al., 2005).   

 

2.5 Espectroscopia de fluorescência 

 A fluorescência é um fenômeno onde uma molécula em sua forma excitada (de maior 

energia) emite luz quando retorna a um estado de menor energia. Como nessa transição de 

energia, parte é perdida, e assim, a radiação emitida terá menor energia (maior comprimento de 

onda) que a utilizada a para sua excitação. A razão entre os fótons emitidos por um fluoróforo 
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(compostos que emitem fluorescência) e os fótons absorvidos (da radiação que foi incidida para 

a sua excitação) é chamada de rendimento quântico. O rendimento quântico é adimensional e é 

a única m,edida absoluta da fluorescência de uma molécula (Hofmann, 2010).  

 As propriedades fluorescentes de uma molécula dependem da mesma (fatores 

intrínsecos) ou do meio em que se encontra (fatores extrínsecos). As proteínas possuem três 

fluoróforos intrínsecos, os resíduos de triptofano, tirosina e fenilalanina, ainda que o rendimento 

quântico desse último seja muito pequeno e, portanto, a contribuição para a emissão da 

fluorescência, desprezível (Brown & Royer, 1997). Com relação ao resíduo de tirosina, a sua 

fluorescência emitida é quase completamente abolida quando este resíduo se encontra ionizado 

ou está próximo a um grupo amino ou carboxílico ou a um resíduo de triptofano. Dessa forma, 

a fluorescência intrínseca de proteínas é usualmente determinada pela fluorescência emitida 

pelo triptofano (348 nm) que pode ser seletivamente excitado pelos comprimentos de onda 295-

305 nm (Brown & Royer, 1997). Mudanças no espectro de emissão intrínseco de uma proteína 

(supressão ou deslocamento do comprimento de onda da fluorescência emitida) são bastante 

sensíveis à mudança do ambiente intermolecular dos resíduos de triptofano, que podem indicar 

mudanças conformacionais da proteína. Dessa maneira, é possível se obter relevantes dados 

estruturais acerca da proteína em estudo (Brown & Royer, 1997; Hofmann, 2010).  

 Além disso, o fenômeno da fluorescência também pode ser utilizado para se obter 

informações sobre o tamanho e a forma de uma macromolécula por conta da propriedade de 

anisotropia (variação da direção) dessa fluorescência (Brown & Royer, 1997). Nesse tipo de 

experimento, a fluorescência é induzida sobre a amostra por uma radiação plano polarizada e a 

radiação emitida também é polarizada. Por conta do movimento de difusão rotacional das 

moléculas, a fluorescência polarizada emitida pelos fluoróforos da amostra vai ter intensidades 

desiguais ao longo de diferentes eixos de polarização (Hofmann, 2010). A extensão dessa 
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fluorescência em diversos eixos pode medir o eixo da difusão rotacional e então, se obter 

informações acerca do tamanho e da forma dessa molécula (Wilson, 2010). 

 
2.6 Estudos filogenéticos 
  

 A construção de uma árvore filogenética de proteínas tem por objetivo se estudar as relações 

de parentesco entre suas sequências homólogas. Inicialmente, é necessário fazer buscas por 

sequências homólogas nos bancos de dados, que pode ser realizada com o programa BLAST 

(Basic Local Aligment Sequence Tool) (Altschul et al., 1990). Este programa utiliza um 

algoritmo desenvolvido para alinhar sequências de nucleotídeos ou aminoácidos de acordo com 

a similaridade existente entre a sequência alvo e as sequencias depositadas no banco de dados. 

Ao final de cada alinhamento, o BLAST gera uma lista de sequências mais similares à sequência 

alvo e classifica cada alinhamento individual utilizando dois valores: o escore e o e-value.  O 

escore é um valor que indica o número de semelhança entre duas sequências. O e-value é um 

valor estatístico que indica a expectativa de que outra sequência com escore idêntico ou maior 

ao valor obtido em um determinado alinhamento seja encontrada. Portanto, sequências com alto 

escore exibem um baixo e-value, e sequências idênticas possuem e-value igual a zero. 

 A partir das sequências encontradas, elas devem ser alinhadas para que possam serem 

submetidas aos algoritmos de análise filogenética. Há um grande número de programas de 

alinhamento de sequências, sendo o programa AMAP (Schwartz & Pachter, 2007) o mais 

recente e cuja utilização pela comunidade vêm crescendo nos últimos anos. Com as sequências 

alinhadas, já é possível iniciar os cálculos para a construção da árvore. Dentre todos os métodos 

existentes, o que vêm ganhando destaque nos últimos anos é a metodologia baiesiana por ser 

tão eficaz como a metodologia da máxima verossimilhança (ML), porém mais rápida e menos 

exigente computacionalmente por conta da aplicação de uma cadeia Markov-Monte Carlo 

(Hall, 2008). 
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2.7 Modelagem computacional teórica e simulações de dinâmica molecular 
 

 Devido ao aumento exponencial do número de sequências de proteínas 

disponibilizadas em bancos de dados nos últimos anos, algumas ferramentas computacionais 

passaram a ter um papel relevante na execução de estudos estruturais e funcionais de moléculas 

proteicas. Estes programas que também vêm sendo aperfeiçoados a uma velocidade crescente, 

são capazes de prever, construir e aperfeiçoar modelos tridimensionais teóricos de proteínas. 

No entanto, devido ao fato de não dependerem da produção de cristais proteicos para 

executarem a construção dos modelos (como é o caso da técnica de cristalografia), estes 

recursos computacionais se mostram bastantes úteis para a realização de estudos estruturais que 

envolvam um vasto número de proteínas e/ou complexos. Desta forma, estas ferramentas são 

ideais para o estudo de grande parte das proteínas cujas sequências de aminoácidos já são 

conhecidas, mas que ainda não foram objeto de qualquer tipo de análise estrutural. 

 Dois dos recursos computacionais mais conhecidos e utilizados para a elaboração de 

modelos estruturais teóricos de proteínas são a modelagem por homologia e as técnicas de 

threading. No primeiro método, uma molécula de estrutura não conhecida (target) é comparada 

com outra(s) que possua(m) uma estrutura tridimensional já determinada (template) (Leach, 

2001). Caso estas moléculas tenham um grau de identidade adequado, que depende basicamente 

do número de resíduos usado no alinhamento das duas sequências, elas são consideradas 

homólogas, o que possibilita que as coordenadas espaciais da(s) molécula(s)-modelo (template) 

sejam utilizadas para a geração do modelo tridimensional teórico da molécula-alvo (target) 

(Leach, 2001). Os métodos de threading (igualmente conhecidos como fold recognition 

techniques), por sua vez, não apenas se baseiam na identidade sequencial para a execução do(s) 

alinhamento(s) necessário(s) à construção dos modelos estruturais teóricos, mas também no 

enovelamento das moléculas envolvidas (no caso da molécula-alvo, a predição de sua estrutura 

secundária é realizada com base em sua sequência de resíduos de aminoácidos) (Leach, 2001). 
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Ambos métodos são bastante eficientes, porém as técnicas de threading parecem mostrar-se 

mais adequadas quando o grau de identidade entre a molécula-alvo e a(s) molécula(s)-modelo 

está aquém de valores considerados tradicionalmente mais adequados. Em alguns casos, a 

construção de modelos teóricos através do emprego de técnicas de threading foi realizada com 

sucesso mesmo quando os valores de identidade entre as moléculas utilizadas eram inferiores a 

25% (Bourne & Weissig, 2002). Após a construção do modelo teórico, utiliza-se programas de 

simulação de dinâmica molecular que simularão o comportamento da proteína em solução em 

um certo intervalo de tempo (nanosegundos), com o acréscimo de água e o uso de um campo 

de força para a diminuição da energia livre do sistema, avaliação das interações eletrostáticas 

envolvidas no enovelamento, bem como na estabilização do próprio modelo.  
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3.1 Obtenção das amostras 

 Para o presente trabalho, foram utilizadas proteínas que foram isoladas diretamente do 

veneno bruto, com exceção dos experimentos de expressão da crotoxina B recombinante de 

Crotalus durissus terrificus que será mostrado em uma sessão própria (3.2). Outras amostras de 

crotoxina utilizadas foram cedidas pelo nosso colaborador Prof. Dr. Andreimar M. Soares, da 

Fundação Oswaldo Cruz de Rondônia, assim como a amostra de Piratoxina-I (PrTX-I) isolada 

do veneno de Bothrops pirajai (Mancuso et al., 1995), a amostra de MTX-II, isolada do veneno 

de Bothrops brazili (Costa et al., 2008) e a amostra de α-BaltMIP, um inibidor natural isolado 

do veneno de Bothrops alternatus (Santos-Filho et al, 2011). A amostra de Braziliatoxina-II 

(BbTX-II) isolada do veneno de B.brazili (Huancahuire-Veja et al., 2009) utilizada foi cedida 

pelo nosso colaborador Prof. Dr. Sergio Marangoni, do Departamento de Bioquímica, Instituto 

de Biologia da Universidade Estadual de Campinas – SP (UNICAMP). A Amostra de Crotalus 

Neutralization Factor (CNF) utilizada foi cedida pela nossa colaboradora Profa. Dr. Consuelo 

Latorre Fortes-Dias, da Fundação Ezequiel Dias, Belo Horizonte – MG. Já as amostras de 

Moojetoxina-I (MjTX-I) utilizadas foram purificadas no próprio laboratório a partir do veneno 

da Bothrops moojeni utilizando um gradiente isocrático de 0 a 100% de 500 mM bicarbonato 

de amônio pH 8,0 em uma coluna CM Sepharose Fast Flow. 

 

3.2 Expressão heteróloga da crotoxina B de Crotalus durissus terrificus 

Bactérias das linhagens Rosetta e BL21(DE3) foram transformadas com o pET-28a(+) 

contendo a sequência de cDNA isoforma CBa2 da crotoxina B de C. d. terrificus, permanecendo 

1,5 minutos a 42° C e, em seguida, 5 minutos no gelo. Posteriormente apenas as bactérias foram 

incubadas a 37ºC sob agitação por duas horas. Após esse tempo, o crescimento continuou em 

meio de cultura sólido, overnight, contendo os antibióticos adequados. Dessa maneira foram 

selecionadas nas placas apenas as colônias de bactérias da contendo a sequência que codifica a 
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proteína de interesse. Em seguida, três colônias previamente selecionadas foram inoculados em 

meio LB contendo os antibióticos adequados, e em seguida incubados durante 15 horas a 37oC 

sob agitação constante. Em seguida, uma alíquota deste pré-inóculo foi transferido para uma 

cultura em pequena escala (15 ml) e em grande escala (1000 ml), em uma diluição 1:100, 

contendo os antibióticos utilizados como agentes de seleção. As bactérias cresceram à 

temperatura de 37°C até alcançar uma absorbância a 600 nm de aproximadamente 0,6. Em 

seguida, uma alíquota foi separada para controle e ao restante foi adicionado 1 mM IPTG 

(Isopropyl-B-D-Galactoside), levando a indução da expressão da proteína de interesse a 28oC. 

Após 4 horas da adição de IPTG, as colônias foram centrifugadas a 4788 xg por dez minutos à 

temperatura de 4°C. A expressão da proteína em larga também foi avaliada por eletroforese em 

gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15% e pela técnica de western blotting.  

Os péletis foram ressupensos em tampão 20 mM Tris HCl pH 8,0, 300 mM NaCl, 0,5 

mM TCEP, 0,5 mM PMSF, 1 mg.ml-1 lisozima, 1 mg.ml-1 DNAse, 1 mg.ml-1 RNAse, 0,5 mM 

Cloreto de magnésio,1 µg.ml-1 aprotinina, 1 µg.ml-1 lepstatina, 1 µg.ml-1 pesptatina e sonicadas 

10 vezes, com pulsos de 30 segundos, com intervalos entre os pulsos de 30 segundos. Após o 

rompimento celular, o extrato total das bactérias foi submetido à centrifugação 4788xg por 20 

minutos a 4°C. A porção solúvel foi descartada e a insolúvel ressuspensa em 6 M uréia, 20 mM 

Tris HCl pH 8,0, 500 mM NaCl, 1 mM β-mercaptoetanol. O extrato celular então, foi então 

aplicado a uma coluna de afinidade HisTrapTMHP (GE Healthcare) contendo 5,0 ml de resina 

níquel-agarose, acoplada a um cromatógrafo (AKTA Purifier – GE Healthcare) que foi 

submetida a um gradiente linear contínuo de 10 a 500 mM de Imidazol para a eluição da proteína 

de interesse. A eluição da proteína também foi avaliada em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 

15% e pela técnica de western blotting.  

Para a realização da técnica de western blotting as amostras contidas no gel SDS-PAGE 

15% foram transferidas eletroforeticamene para uma membrana de PVDF. A membrana foi 
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incubada em solução de bloqueio (PBS 1X 0,01M de NaHPO4; 0,15M de NaCl, pH 7,2; 5% 

leite em pó desnatado; 0,1% Tween® 20), por 1 hora, sob agitação, à temperatura ambiente. 

Nessa mesma solução, foi feita uma diluição de 1:1000 do anticorpo monoclonal anti-histidina 

(RGS.HisAntibody (100) Isotype mouse IgG1, Qiagen). A membrana foi incubada na solução 

com anticorpo, nas mesmas condições, por 1 hora e, posteriormente, lavada com solução de 

bloqueio por três vezes, 5 minutos de duração cada lavagem. A membrana foi então incubada 

na solução de bloqueio com o segundo anticorpo, IgG de cabra anti-IgG de camundongo 

conjugado com peroxidase (Sigma), em uma diluição 1:10000. Foram feitas três lavagens, 5 

minutos cada, em solução de bloqueio, solução PBS 1X com 0,1% de Tween® 20 e solução 

PBS 1X. A revelação foi feita em câmara escura, utilizando a solução substrato ECL plus 

Western Blotting Detection System (Amersham Biosciences) em filme de raios X (Kodak).  

 
  
3.3 Ensaios de cristalização, coleta e processamento de dados 

    Amostras liofilizadas das proteínas foram ressuspensas em água ultra-pura de modo a 

atingir a concentração de 12 mg.ml-1, que foi utilizada em todos os testes de cristalização. Para 

a montagem das placas foi utilizado um poço com 500 µl de solução e uma gota composta por 

1 µl de solução do poço e 1µl de solução proteica, utilizando o método hanging-drop 

(McPherson, 2003). Os testes de cristalização foram inicialmente realizados através do método 

da matriz esparsa (Jankarik & Kim, 1991), utilizando o quite número 1 de 50 soluções da 

Hampton Research. As condições de cristalização das proteínas estudadas neste trabalho 

encontram-se na tabela 01. Com a CB de C.d. colillineatus e a PrTX-I foram realizados 

experimentos de co-cristalização com inibidores de origem vegetal, o ácido caféico e o ácido 

aristolóquico (comprados junto a Sigma-AldrichTM) a partir das condições de cristalização da 

proteína nativa. Esses inibidores foram diluídos em 2,5% etanol e água deionizada, 

respectivamente, nas concentrações de 5,14 mg.ml-1 e 9,75 mg.ml-1, de modo a se obter na gota 
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uma proporção proteína/ligante de 1:8. Para a montagem das placas foi utilizado um poço com 

500 µl de solução e uma gota composta por 0,8 µl de solução do poço, 0,2 µl da solução de 

inibidores e 1µl de solução proteica, também utilizando o método hanging-drop (McPherson, 

2003).  

 

Tabela 1: Dados de cristalização e dos modelos utilizados para a substituição molecular das estruturas 
cristalográficas resolvidas neste trabalho. PrTX-I-AA e PrTX-I-CA referem-se as estruturas 
cristalográficas da PrTX-I complexada com ácido aristolóquico e ácido caféico respectivamente. 
  BbTX-II MTX-II PrtTX-I-AA PrTX-I-CA Crotoxina B 

Serpente 
Bothrops 

brazili 
Bothrops 

brazili 
Bothrops 

pirajai 
Bothops pirajai 

Crotalus durissus 
colillineatus 

Condições de cristalização 

30% (m/v) 
PEG 4000; 

0,25 M 
Sulfato de 

Lítio; 0,1 M 
Tris HCl pH 

8,5 

30% (m/v) PEG 
8000; 0,25 M 

Sulfato de 
Amônio; 0,1 M 
Cacodilato de 
sódio pH 6,5 

30% (m/v) 
PEG 4000; 

0,2 M Sulfato 
de Lítio; 0,1 

M Tris HCl pH 
7,5. 

30% (m/v) PEG 
4000; 0,2 M 

Sulfato de Lítio; 
0,1 M Tris HCl pH 

7,5. 

2,0 M Sulfato de 
Amônio; 0,1 M Tris 

HCl pH 8,5 

Temperatura de cristalização (K) 291 291 291 291 291 

Tempo de formação dos cristais (dias) 21 21 10 10 15 

Modelo utilizado na substituição 
molecular 

Piratoxina I 
de Bothrops 
pirajai (PDB 

ID 2Q2J) 

Bothropstoxina 
I de Bothrops 
jararacussu 
complexada 

com PEG 4000 
(PDB ID 31Q3) 

Piratoxina I 
de Bothrops 

pirajai 
complexada 

com alfa-
tocoferol 
(PDB ID 
3CYL) 

Bothropstoxina I 
de Bothrops 
jararacussu 

complexada com 
PEG 4000 (PDB 

ID 31Q3) 

Monômero B da 
estrutura da 

crotoxina B de 
Crotalus durissus 
terrificus (PDB ID 

2QOG) 

 

  Os cristais foram submetidos à difração de raios-X na linhas MX1 e MX2 do Laboratório 

Nacional de Luz Síncroton, Campinas, São Paulo utilizando-se o método de roto-oscilação e à 

temperatura criogênica. Os dados foram processados utilizando-se o programa HKL2000 

(Otwinowski & Minor, 1997). As fases foram recuperadas pelo método de substituição 

molecular, utilizando-se os programas MOLREP (Vagin & Teplyakov) e PHASER (McCoy et 

al., 2007). Na tabela 01, encontram-se os modelos utilizados na técnica de substituição 

molecular para cada uma das estruturas obtidas. Os dados foram refinados no programa 

PHENIX (Adams et al., 2002) e a estrutura modelada manualmente no programa Coot (Emsley 

& Cowtan, 2004). A qualidade estereoquímica foi avaliada pelo programa PHENIX (Adams et 

al., 2002). As figuras foram geradas pelo programa Pymol (Delano, 2002). No presente 
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trabalho, todos os valores de root square mean deviation (r.m.s.d.) e as sobreposições de 

estruturas foram obtidos com o programa Coot (Emsley & Cowtan, 2004) e as figuras geradas 

pelo programa Pymol (Delano, 2002). 

  

3.3 Espalhamento de luz dinâmico 

  Experimentos de espalhamento de luz dinâmico (DLS) foram realizados com amostras 

liofilizadas da Moojetoxina I isolada do veneno de Bothrops moojeni (MjTX-I), com αBaltMIP, 

com o Crotalus neutralization factor (CNF) e com o CNF complexado com crotoxina B (CNF-

CB). As amostras de MjTX-I foram dissolvidas em água ultra pura e em gradativas 

concentrações de Tris HCl pH 8,0 (0,5, 2,0 e 10 mM) de modo a atingir a concentração de 1,5 

mg.ml-1. As medidas com a proteína dissolvida em tampão foram realizadas logo após a 

dissolução da proteína e duas horas depois. A amostra de αBaltMIP foi dissolvida a 1,0 mg.ml-

1 em água ultra pura. As amostras de CNF e CNF-CB foram dissolvidas a 2,5 mg.ml-1 em 10 

mM formato de amônio pH 6,0. Neste trabalho, os experimentos de DLS foram executados 

utilizando-se o sistema DynaPro© - TITAN (Wyatt Technology). Além disso, todas as amostras 

foram medidas 100 vezes em triplicata e os resultados analisados no programa Dynamics v.6.10. 

 

3.4 Cromatografia analítica de exclusão molecular 

  Experimentos de cromatografia analítica de exclusão molecular foram realizados com 

amostra de MjTX-I dissolvida em 20 mM Tris HCl pH 8,0 em uma coluna Superdex 75 10/300 

GL (GE HealthcareTM) equilibrada com o mesmo tampão a 20°C. A amostra de MjTX-I (V = 

0,1 ml; [2,0 mg.ml-1]) foi injetada utilizando um fluxo de 0,5 ml/min. Esse experimento também 

foi realizado com o Crotalus neutralization factor (CNF) dissolvido em 20 mM formato de 

amônio pH 6,5 em uma coluna Superdex 200 10/300 GL (GE HealthcareTM) equilibrada com o 
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mesmo tampão a 20°C. A amostra de CNF (V = 0,1 ml; [5,0 mg.ml-1]) foi injetada utilizando 

um fluxo de 0,5 ml/min.  

  Para a determinação da massa dessas duas proteínas em solução foram utilizadas 

proteínas padrão de massa molecular conhecida obtidas a partir de quites específicos para gel 

filtração da empresa Sigma-AldrichTM.  Para a MjTX-I, foi utilizado o quite que possui proteínas 

de baixa massa molecular e contém: blue dextran (2000 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), 

anidrase carbônica (29 kDa), citocromo C (12.4 kDa), e aprotinina (6.5 kDa). Para o CNF, foi 

utilizado o quite que possui proteínas de alta massa molecular e contém: blue dextran (2000 

kDa), β-amilase (200 kDa), álcool desidrogenase (150 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa) 

e anidrase carbônica (29 kDa). Os volumes de retenção de cada padrão na coluna foram medidos 

e usados para o cálculo do coeficiente de partição de cada amostra (KAV), que é definido por 

Kav = (Vr-Vo)/(Vc-Vo), onde Vr é o volume de retenção de cada amostra, Vo é o volume morto 

do sistema, medido pelo tempo de retenção do blue dextran e Vc é o volume total da coluna. O 

coeficiente KAV de cada padrão foi graficado contra o logaritmo da sua massa molecular para 

gerar uma curva padrão que, por sua vez, foi utilizada para calcular a massa molecular de cada 

uma das espécies oligoméricas encontradas nas amostras de MjTX-I e CNF, a partir dos 

volumes de eluição obtidas por elas. 

 

3.5 Espalhamento de raios X a baixo ângulo 

Os experimentos de espalhamento de raios a baixo ângulo com a Moojenitoxina I (MjTX-

I) de Bothrops moojeni e com a crotoxina de Crotalus durissus terrificus, bem como de suas 

subunidades isoladas, foram realizados em colaboração com o Prof. Dr. Roberto Morato 

Fernandez do Departamento de Física e Biofísica do Instituto de Biociências de Botucatu sob a 

supervisão do Prof. Dr. Cristiano Luís Pinto de Oliveira. As amostras de MjTX-I foram 

dissolvidas em água e em 20 mM Tris HCl pH 8,0 a 5 mg.ml1 e as de crotoxina e de suas 
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subunidades isoladas apenas em 20 mM Tris HCl pH 8,0 na mesma concentração. Os 

experimentos foram realizados a 25°C NanostarTM-Bruker Laboratory localizado no Instituto 

de Física da Universidade de São Paulo. Os dados foram obtidos após uma exposição de 3600 

s e foram analisados com o programa SUPERSAXS (Oliveira & Pedersen, dados não 

publicados). Os dados de SAXS obtidos foram comparados com as curvas de espalhamento da 

estrutura cristalográfica da MjTX-I calculadas pelo programa Crysol (Svergun et al., 1995). A 

modelagem ab initio da estrutura à baixa resolução da MjTX-I obtida a partir dos dados de 

SAXS foi realizada utilizando-se o programa Gasbor (Svergun et al., 2001).  

  Os experimentos de SAXS realizados com o Crotalus neutralization factor (CNF) e da 

CNF complexada à crotoxina B (CNF-CB) foram realizados em colaboração com o Prof. Dr. 

Mario de Oliveira Neto do Departamento de Física e Biofísica do Instituto de Biociências de 

Botucatu. As amostras de CNF e CNF-CB foram dissolvidas em 20 mM formato de amônio pH 

6,5 e medidas nas concentrações de 1 e 5 mg.ml-1. A obtenção da função de distribuição de 

distâncias (p(r)) das amostras medidas foram realizadas através do software GNOM (Svergun, 

1992) e as medidas de raio de giro através da equação de Guinier. A estimativa da massa 

molecular das amostras de CNF e CNF-CB foi obtida através do programa SAXS MoW 

(Fischer et al., 2010). 

 

3.6 Medidas de espectroscopia de dicroísmo circular 

  Experimentos de dicroísmo circular no intervalo de comprimento de onda 190-260 nm 

foram realizados com o Crotalus neutralization factor (CNF) e com o CNF complexado à 

crotoxina B (CNF-CB) em um espectropolarímetro J-815 da Jasco Inc. As amostras foram 

diluídas em 10 mM formato de amônio pH 6,5 na concentração de 400 µg.ml-1. As medidas 

foram realizadas em um cubeta de quartzo de 0,5 nm, utilizando um scanning speed de 100 

nm/min; bandwith de 1 nm; step resolution de 0,5 nm e a 20°C de temperatura na presença de 
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fluxo de nitrogênio gasoso. O espectro final corresponde à média de 20 acumulações, já 

subtraído da medida do tampão (branco) e normalizados através da transformação da unidade 

de miligraus para elipcidade residual média [θ] (degrees cm2dmol-1residue-1). A deconvolução 

das curvas de CD foi realizada pelo algoritmo CONTINN (Sreerama & Woody, 2000). 

  A fim de avaliar a estabilidade térmica da CNF e do complexo CNF-CB foram realizados 

experimentos de dicroísmo circular em função do aumento da temperatura. Para esses 

experimentos, as amostras foram dissolvidas em 10 mM tampão fosfato pH 7,0 na concentração 

de 50 µg.ml-1. Os espectros foram obtidos no intervalo de 200-260 nm em uma cubeta de 

quartzo de 5 mm, a cada cinco graus, sendo a temperatura elevada a um grau por minuto e se 

aguardando cinco minutos em cada temperatura medida para a estabilização da amostra antes 

da medida. O espectro final corresponde a média de 5 espectros e normalizados através da 

transformação da unidade em miligraus para elipcidade residual média [θ] (degrees cm2dmol-

1residue-1). Por fim, com o intuito de avaliar os estágios de enovelamento da CNF e do complexo 

CNF-CB, os dados de [θ] obtidos a 200 nm, que indica o aparecimento de elementos 

desordenados, foram graficados em razão da temperatura. Em seguida, esses dados foram 

fitados no programa Origin (versão 8) como uma fita sigmoide onde o ponto de inflexão da 

curva indica o Transition Melting (TM) das amostras. 

 

3.7 Medidas de espectroscopia de fluorescência 

  As medidas de espectroscopia de fluorescência foram realizadas em um 

espectrofluorímetro Hitachi F-7000 locado no Laboratório de Fotobiofísica do Departamento 

de Física da Faculdade de Filosofia Ciências e Letras de Ribeirão Preto – USP, sob a 

coordenação do Prof. Dr. Amando S. Ito. Para os experimentos de fluorescência estática e 

anisotropia da crotoxina e suas subunidades isoladas, do CNF e do complexo CNF-CB, foi 

utilizada uma cubeta de caminho óptico de 2 mm e um bandwith de 2 nm. Para os experimentos 

de fluorescência estática o comprimento de onda de excitação utilizado foi de 280 nm e o 



57 
 

comprimento de onda emitido foi detectado no intervalo de comprimento de onda 290-500 nm 

na velocidade de 1200 nm.s-1. Para os experimentos de anisotropia, o comprimento de onda de 

excitação utilizado foi de 280 nm e o comprimento de onda polarizado emitido foi detectado no 

intervalo de comprimento de onda 330-350 nm na velocidade de 240 nm.s-1.Para os 

experimentos de fluorescência estática todas as amostras possuíam a concentração de 40µM e 

para os experimentos de anisotropia as amostras de crotoxina e de suas subunidades possuíam 

a concentração de 40µM e as de CNF foram medidas nas concentração de 72, 100 e 140 µM 

 

3.8 Estudos filogenéticos 

 Para os estudos filogenéticas da MjTX-I de Bothrops moojeni, as sequências homólogas de 

Lys49-PLA2s de outras serpentes do gênero Bothrops foram selecionadas através da ferramenta 

BLAST (Altschul et al., 1990). As sequências selecionadas foram alinhadas utilizando o 

programa AMAP v.2.0 (Schwartz & Pachter, 2007). A partir do alinhamento final foi construída 

a árvore filogenética utilizando inferência bayesiana pelo programa MrBayes v.3.1.1 

(Huelsenbeck & Conquist, 2001). Duas cadeias de Markov-Monte Carlo de 500.000 gerações 

foram simuladas em quatro cadeias progressivas com trocas entre si, com um valor de fator 

temperatura de 0,2, desprezando-se as 2.500 árvores iniciais. A árvore filogenética e o tamanho 

dos seus ramos foi visualizada com o programa Mesquite v.2.72 (Maddison & Maddison, 2011). 

  

3.9 Modelagem teórica computacional e simulações de dinâmica molecular 

       Neste trabalho, o programa on-line HHpred (Söding et al., 2005), baseado em métodos 

de threading e disponibilizado pelo servidor do Max-Planck Institute for Developmental 

Biology (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred), foi utilizado para a construção do 

alinhamento entre a molécula target e a molécula template, que posteriormente foi transferido 

para o programa Modeller v.9.10 (Marti-Renom et al., 2000) para a construção dos modelos 
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iniciais teóricos. Para a construção do modelo teórico do αBaltMIP foi utilizada cadeia A da 

estrutura cristalográfica da proteína D humana surfactante de pulmão (SP-D) (PDB ID 1PWB) 

por conta da similaridade estrutural do domínio de reconhecimento de carboidratos (CRD 

domain). Para a obtenção do modelo trimérico, o monômero obtido após a simulação de 

dinâmica molecular foi alinhado estruturalmente com os três monômeros da SP-D e em seguida, 

foi realizado um experimento de simulated annealing no programa CNS v.1.1 (Brunger et al., 

1998). O modelo teórico do Crotalus neutralization factor (CNF) teve como modelo inicial a 

cadeia U da estrutura cristalográfica da uroquinase ativadora de plasminogênio humana (PDF 

ID 2FD6).  

       As simulações de dinâmica molecular foram executadas com o programa GROMACS 

v 4.5.3 (Groningen Machine for Chemical Simulation) (Berendsen et al., 1995). O campo de 

força escolhido foi o GROMOS 96 53a6 (Oostenbrink et al., 2005) ajustando-se o pH do 

sistema para 7,0, a temperatura para 298 K e a pressão para 1,0 bar, constantes. A configuração 

inicial do sistema foi gerada após dois processos de minimização de energia utilizando um 

algoritmo do tipo steepest descent, sendo o primeiro deles realizado com todos os átomos da 

proteína congelados e o segundo com restrição de posicionamento dos átomos da cadeia 

principal. Na etapa seguinte, 200 ps de dinâmica molecular foram calculados com restrição de 

posicionamento dos átomos da cadeia principal da proteína (método PRMD). Em seguida, 

outros dez nanosegundos foram executados para possibilitar a minimização de energia do 

modelo obtido. 

 

3.10 Estudos funcionais 

 A avalição funcional da complexação da PrTX-I de B. pirajai com os inibidores ácido 

caféico e ácido aristolóquico foi realizada pelo MsC. Fábio Florença Cardoso e a avalição 

funcional da MjTX-I foi realizado pelo Dr. Walter L. G. Cavalcante, ambos no Laboratório da 
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Junção Neuromuscular do Departamento de Farmacologia do Instituto de Biociências de 

Botucatu (UNESP) sob supervisão da Profa. Dra. Marcia Gallacci.  

Para esta avaliação, foram utilizados camundongos Swiss (~25g), machos, adultos, 

fornecidos pelo Biotério Central da UNESP – Botucatu e alojados no biotério do referido 

Departamento. Os animais foram mantidos em gaiolas higienizadas regularmente, abastecidas 

com água e ração ad libitum, em ambiente com temperatura controlada (24 ± 2 °C) e ciclo claro-

escuro (12-12 h). Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e exanguinado por 

secção dos grandes vasos cervicais. Após toracotomia ampla, a preparação do nervo frênico-

musculo diafragma foi removida (Bulbring, 1997). Durante este período, a preparação foi 

perfundida intermitentemente com solução nutriente de Ringer (135 mM de cloreto de sódio; 

15 mM de bicarbonato de sódio; 5 mM de cloreto de potássio; 2 mM de cloreto de magnésio; 1 

mM de fosfato de sódio; 2 mM de cloreto de cálcio; 11 mM de dextrose anidra). A seguir, o 

hemidiafragma esquerdo foi cortado em formato triangular e montado verticalmente no sistema 

de cubas para órgão isolado (Tecnal, Modelo TE-051), contendo 15 ml da solução nutriente, 

constantemente borbulhada com carbogênio (95% O2 e 5% CO2) e mantida a 35°C (±2 °C). O 

bordo costal diafragmático foi conectado a um suporte de vidro de formato “L”, e o centro 

tendíneo do musculo diafragma foi conectado a um transdutor de tensão isométrica (Grass 

Telefactor, Modelo FT03), o qual estava acoplado a um amplificador de sinal (Gould Systems). 

Os sinais foram registrados em um computador através de um sistema de aquisição de dados 

Summit ACQuire (Gould Systems) e posteriormente submetidos à análise utilizando o 

programa Summit DataViewer (Gould Systems). Para evocar as contrações musculares 

indiretas, a extremidade livre do nervo frênico foi aspirada por um eletrodo de platina ―de 

sucção‖, que se encontrava acoplado a um estimulador elétrico (Grass Telefactor, Modelo S88). 

Um segundo eletrodo, constituído por um fio de platina enrolado em um suporte de vidro de 

formato “L”, serviu como eletrodo de referêncial e consistiu no local em que o músculo foi 
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conectado. As contrações musculares foram evocadas indiretamente, por pulsos elétricos 

retangulares com duração de 0,5 ms, intensidade supramáxima e frequência de 0,2 Hz. As 

preparações foram mantidas a 35 °C (± 2 °C) e submetidas a um período de estabilização de 45 

minutos, durante os quais houve renovação da solução nutriente a cada 15 minutos e 

estimulação elétrica na frequência de 0,2 Hz. Em seguida, foram registradas as contrações na 

ausência de qualquer substância durante 15 minutos. Subsequentemente, a proteína (MjTX-

I/PrTX-I) (1µM), o composto vegetal (no caso dos ensaios com PrTX-I; nas proporções 1:1 e 

1:5 massa/massa de proteína/inibidor) incubados previamente por 30 minutos em temperatura 

ambiente foram aplicadas à preparação. Em seguida, as contrações musculares indiretas foram 

registradas por um período de 90 minutos. Após a realização do estudo funcional da PrTX-I com 

os dois inibidores, fragmentos do músculo diafragma foram tratados com solução de Bouin e fixados 

em historresina. Subsequentemente, cortes transversais de 5 μm de espessura foram obtidos em 

micrótomo e submetidos a coloração hematoxilina e eosina (coloração HE) para a avaliação da 

morfologia geral das fibras musculares. As preparações histológicas coradas com HE foram 

submetidas à análise semiquantitativa. Em cada músculo foram analisados três campos 

microscópicos diferentes. O número de fibras com lesão foi representado como porcentagem 

do número total de fibras (normais + lesadas) em cada campo. Este estudo foi realizado 

utilizando um sistema de análise de imagens computadorizado (Leica Germany, Qwin). Os 

resultados experimentais foram expressos como média e erro padrão da média (EPM). A análise 

estatística dos resultados foi realizada através do Teste t de Student (ao comparar duas amostras) 

ou da Análise de Variância (ao comparar mais de duas amostras). Neste último modo, a análise 

foi complementada pelo Teste de Tukey-Kramer (Snedecor & Cochran, 1989). Foi estabelecido 

o nível de significância de 5%. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela 

Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEEA) do Instituto de Biociências da UNESP 

de Botucatu (Protocolo 033/05). 
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Capítulo 4 

Crotoxina: potente neurotoxina isolada do veneno de 

Crotalus durissus 
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A ação neurotóxica, principal característica do veneno crotálico, é fundamentalmente 

produzida pela crotoxina, que é o componente responsável pela alta toxicidade do veneno, 

representando até 60% do peso total do veneno bruto seco (Breithaupt, 1976). Além da 

crotoxina, outras neurotoxinas foram isoladas do veneno de Crotalus durissus, como a 

crotamina, a giroxina e a convulxina, cujos efeitos, caracterizados experimentalmente, não são 

identificados nas manifestações do envenenamento humano (Azevedo-Marques et al., 2003). 

A crotoxina é um complexo composto por uma associação não-covalente entre duas 

subunidades: uma ácida que é conhecida como crotoxina A, CA ou crotapotina (Aird et al., 

1985; 1990) e uma básica que é conhecida como crotoxina B ou CB (Hendon et al, 1971; Aird 

et al., 1986). A crotoxina B é uma fosfolipase A2 neurotóxica e miotóxica com potente atividade 

de bloqueio da transmissão neuromuscular através de uma ação pré-sináptica inibindo a 

liberação de acetilcolina pelos impulsos nervosos, provocando paralisias motora e respiratória 

nos animais (Vital-Brazil et al., 1971; Hawgood et al, 1977; Faure et al., 1993). Quando 

isoladas as duas subunidades, foi demonstrado que a CB possui uma ação tóxica e enzimática 

menor que a crotoxina e que a crotapotina não possui ação tóxica e nem atividade enzimática 

(Hendon et al, 1971). Diversos experimentos mostraram que a CB se liga a diferentes receptores 

pré-sinápticos e que o complexo CA-CB deve se dissociar para a expressão da neurotoxicidade 

(Jeng et al., 1987; Delot & Bon, 1993; Krizaj et al., 1996). O complexo crotoxina se liga a 

receptores de proteína 48 kDa localizados na membrana pré-sináptica, formando o complexo 

ternário transitório, CA-CB-R48, seguido pela dissociação do complexo CA-CB e a liberação 

da subunidade CA (Faure et al., 2003). Esse mecanismo de dissociação é essencial para a 

letalidade dessa toxina já que a ligação CA-CB abole a sua toxicidade (Hendon & Tu, 1979). 

Portanto, as subunidades CA e CB atuam de uma maneira sinérgica, já que a CA direciona a 

CB ao receptor localizado na junção neuromuscular (Jeng et al., 1987; Delot & Bon, 1993; 
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Krizaj et al., 1996), evita a formação de dímeros reativos de CB (Radvanyi & Bon, 1982) e 

diminui a absorção de CB pelos fosfolipídios de membrana (Hawgood & Bon, 1991).  

De fato, a crotoxina de uma serpente individual é uma mistura de isoformas 

naturalmente ocorrentes cujo pI varia de 4,9 a 5,2 (Faure & Bon, 1987). No veneno da 

subespécie Crotalus durissus terrificus de uma única serpente foram encontradas 16 isoformas 

de crotoxina, resultado da associação randômica de diferentes isoformas de CA e CB. Quatro 

isoformas de CA (CA1, CA2, CA3, CA4) e quatro isoformas de CB (CBa2, CBb, CBc, CBd) foram 

purificadas e as quatro isoformas de CA e duas de CB (CBa2 e CBc) foram completamente 

sequenciadas (Faure et al., 1991; 1993; 1994). As quatro isoformas de CA são compostos das 

cadeias polipeptídicas α, β e γ, ligadas por pontes dissulfeto e são derivadas pós-

traducionalmente de um PLA2-like precursor pro-CA, similar a uma fosfolipase A2 do grupo 

IIA (Faure et al., 1991). Já as isoformas de CB resultam da expressão de diferentes RNAs 

mensageiros presentes em um único indivíduo (Bouchier et al., 1991).  

A combinação destas múltiplas isoformas de CA e CB leva à formação de diferentes 

complexos de crotoxina que tem diferenças significativas em suas propriedades biológicas e 

farmacológicas (Faure et al., 1993). Uma comparação quantitativa das propriedades da 

crotoxina revelou a existência de duas classes: classe I (formada pela CBb, CBc, CBd e as 

isoformas de CA), que é altamente tóxica mas enzimaticamente menos ativa, e classe II 

(formada pela CBa2 e as isoformas de CA) que é menos tóxica e mais enzimaticamente ativa 

(Faure et al., 1993). As isoformas mais tóxicas de crotoxina bloqueiam a transmissão 

neuromuscular de preparações cervicis biventer de pintainhos que as isoformas menos tóxicas. 

Estas diferentes isoformas de crotoxina também afetam a estabilidade do complexo CA-CB. As 

isoformas da classe II formam complexos menos estáveis e que se dissociam rapidamente, 

enquanto que as isoformas da classe I formam complexos mais estáveis e se dissociam mais 

lentamente (Faure et al., 1993). Finalmente, as diferenças na estrutura primária das diferentes 
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isoformas de CA não afeta a atividade tóxica da crotoxina, entretanto, a variação de poucos 

aminoácidos na estrutura primária das diferentes isoformas de CB modifica as propriedades 

tóxicas e farmacológicas da crotoxina (Faure et al., 1991; 1993). 

Recentemente, foi obtida a estrutura cristalográfica da crotoxina de Crotalus durissus 

terrificus, formado pela associação da CA2-CBb (Figura 13), onde são descritos os sítios de 

interação entre o complexo CA/CB (Figura 14) (Faure et al., 2011). Além disso, é apontado que 

as diferenças na toxicidade e na estabilidade do complexo apresentadas pelas diferentes 

isoformas se dá por conta diferenças na posição do Trp70 (Faure et al., 2011). No caso das 

isoformas da classe I (como é a estrutura do complexo CA2-CBb), o Trp31 e o Trp70 na 

subunidade CBb estabelece ligações de hidrogênio com o Asp89 e Asp99 da cadeia β da CA2, 

bloqueando o acesso ao sítio catalítico, justificando a formação de complexos mais estáveis, 

enzimaticamente menos ativos e que se dissociam mais lentamente. No caso das isoformas da 

classe II (como é um dos monômero da estrutura do dímero CBa2-CBc, que será comentado a 

seguir), um resíduo de serina na posição 1 (que é ocupada por uma histidina nas isoformas de 

classe 1), provocaria mudanças na posição do Trp70, que na presença da subunidade CA 

deixaria o sítio ativo mais acessível e daria origem a um complexo menos estável (Faure et al., 

2011).  
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Figura 13: Representação em cartoon da estrutura da crotoxina de Crotalus durissus terrificus formada 
pelas subunidades CA2-CBb. A subunidade CBb é mostrada em azul e a cadeias α, β e γ da subunidade 
CA2 são mostradas em laranja, verde e vermelho, respectivamente. Adaptada de Faure et al. (2011). 

          

Figura 14: Mapa dos resíduos que estabelecem contatos entre as subunidades CA2 e CBb observada na 
estrutura cristalográfica da crotoxina de Crotalus durissus terrificus. Adaptado de Faure et al. (2011). 
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        Além disso, também já foi obtida a estrutura cristalográfica da CB de Crotalus durissus 

terrificus, isolada da subunidade CA (Marchi Salvador et al., 2008). Essa estrutura apresenta 4 

monômeros na unidade assimétrica, e é formada por dois dímeros resultado da associação entre 

as isoformas CBa2-CBc (Figura 15). A presença de dímeros e tetrâmeros também foi observada 

em solução, através da técnica de DLS, onde concentrações de CB a 1 mg.ml-1 e 5 mg.ml-1 

resultaram em raio hidrodinâmicos de 2.7 nm (~ 34kDa) e 3.2 nm (~52 kDa), respectivamente, 

considerando que a CB possui 14 kDa, como é típico das fosfolipases A2 do grupo IIA. 

Interessantemente, o dímero é formado por duas isoformas de CB que pertencem à classes 

diferentes de crotoxina (CBc pertence à classe I e CBa2 pertence à classe II) e é estabilizado por 

uma ponte salina formada pelos resíduos Ser1 da isoforma CBa2 e Glu92 da isoforma CBc. 

(Figura 16) (Marchi-Salvador et al., 2008). 

 

                          

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15: Representação em cartoon da estrutura cristalográfica de CB de Crotalus durissus terrificus, 
sendo a isoforma CBa2 representado em azul e a isoforma CBc em vermelho. Adaptado de Marchi-
Salvador et al. (2008). 
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Figura 16: Pontes salinas formadas entre a Ser1 (exclusiva da isoforma CBa2) e a Glu92 (exclusivo das 
isoformas da classe II) que são responsáveis pela estabilização do dímero CBa2-CBc. Adaptado de 
Marchi-Salvador et al. (2008). 

 

Apesar desses estudos, como podemos ver, ainda restam dúvidas sobre qual a 

conformação oligomérica da crotoxina bem como de suas subunidades isoladas. Além disso, o 

sítio exato responsável pela expressão da atividade neurotóxica permanece desconhecido 

(Sampaio et al., 2010). Por conta disto, neste trabalho, apresentaremos nas próximas seções 

dados que podem contribuir no entendimento destas questões.  

 

4.1 Resultados e discussão  
 

4.1.1 Cristalização da crotoxina B de Crotalus durissus collilineatus nativa e complexada com 

inibidores vegetais 

 
Os cristais da crotoxina B de Crotalus durissus collilineatus (Figura 17) pertencem ao grupo 

espacial tetragonal P43212 com parâmetros de cela unitária a = b = 84,86 Å, c = 65,67 Å. O 
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conjunto de dados possui 93.6 % de completeza a 2,2 Å, com um Rmerge de 10,3 % (Tabela 02).  

Cálculos de coeficiente de Matthews indicaram a presença de dois monômeros na unidade 

assimétrica. Após o refinamento da estrutura (Figura 18), ela apresentou valores de Rcryst e Rfree 

e estequiometria dentro da média comparada com outras estruturas refinadas a esta resolução 

(Tabela 03). 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 17: Cristais da crotoxina B de Crotalus durissus collilineatus. 

 
 

 Tabela 2: Estatísticas de coleta e processamento de dados da crotoxina B de Crotalus durissus colillineatus 

Números entre parênteses representam a faixa de mais alta resolução. 

Cela Unitária (Å)   a = b = 84,56, c = 65,67 
Grupo espacial   P43212 
Resolução (Å)  50-2,2 (2,3-2,2) 

Reflexões únicas  12135 (1509) 
Completeza(%)  92,2 (93,6) 

Rmerge
a  10,3 (53,7) 

Fonte de radiação  Radiação Síncroton (Linha MX2, LNLS) 
Temperatura da coleta de dados (K)  100 

I/σ(I) médio  10,2 (1,97) 
Redundância  2,0 (2,0) 

Coeficiente de Matthews VM (Å3 Da-1)  2,11 
Monômeros na unidade assimétrica  2 

Conteúdo de solvente (%)   41,8 
a Rmerge = Σhkl(Σi(|I hkl,i-<I hkl >|))/Σhkl,i <I hkl>, onde I hkl,i é a intensidade de uma medida individual da  

reflexão com os índices de Miller h, k and l, e <Ihkl> é a intensidade média de cada reflexão. Calculado para  
 I > -3σ (I). Dados processados pelo programa HKL 2000 (Otwinowski & Minor, 1997). 
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Tabela 3: Estatísticas finais do refinamento da crotoxina B de Crotalus durissus colillineatus 

Números entre parênteses representam a faixa de mais alta resolução. 

Resolução (Å)  50-2,2 (2,3-2,2) 
Reflexões únicas  12135 (1509) 
Completeza(%)  92,2 (93,6) 

Rcryst
a  25,58 

Rfree
b  21,94 

Número de átomos não-hidrogênio    

Proteína  1970 

Água  128 

Cloro  2 

Valor médio de Fator de Temperatura (Å2)c  36,85 

Gráfico de Ramachandran (%) d   

Resíduos nas regiões mais favoráveis  92,5 

Resíduos nas regiões permitidas  5,8 

Resíduos nas regiões não permitidas   1,7 

a Rcryst = Σhkl(||Fobshkl|-|Fcalchkl||)/|Fobshkl|, onde |Fobshkl| e |Fcalchkl| são as amplitudes  dos fatores de  

 estrutura observados e calculados. b Rfree é equivalente ao Rcryst ,mas calculado com base em 5%  do total de  
obtidas. c  Calculado pelo programa REFMAC [Murshudov et al., 1997]. d Calculado pelo programa Rampage [Lovell et al., 2003]. 
 
 

 

 
Figura 18: Representação em cartoon da estrutura final da crotoxina B de Crotalus durissus colillineatus. 
  
 



70 
 

 Atualmente, com esta estrutura finalizada, está sendo possível realizar comparações 

estruturais dessa proteína com a crotoxina B de Crotalus durissus terrificus, com o complexo 

crotoxina recentemente publicado (Marchi-Salvador et al., 2008), bem como com neutoroxinas 

de venenos de diversas serpentes a fim de se obter maiores informações a respeito da relação 

estrutura-função destas proteínas. Em breve, um artigo relatando as informações estruturais 

obtidas com estes estudos será redigido e submetido a uma revista internacional. 

Paralelamente, houve inúmeras tentativas de se co-cristalizar a crotoxina B de Crotalus 

durissus colillineatus com diferentes inibidores vegetais, utilizando diversos quites comerciais 

de soluções de cristalização. Esses inibidores são derivados de compostos encontrados em 

plantas medicinais utilizadas pela medicina popular no tratamento antiofídico (Mors et al., 

2000; Soares et al., 2005). Algumas tentativas de cristalização a partir da técnica de 

microseeding utilizando cristais da própria proteína resultaram em alguns cristais que ao serem 

submetidos à difração de raios X não difrataram ou eram cristais de sal. Novas tentativas vêm 

sendo realizadas, na esperança de no futuro se conseguir obter estruturas cristalográficas dessa 

proteína com esses inibidores. Além disso, também foram realizadas tentativas de co-

cristalização desses inibidores com a crotoxina B de Crotalus durissus terrificus, mas sem 

sucesso. Atualmente, novas tentativas de co-cristalização vêm sendo realizadas com o intuito 

de se obter cristais adequados para a difração de raios X 

 

 
4.1.2 Expressão heteróloga e experimentos de mutação sítio dirigida com a crotoxina B de 

Crotalus durissus terrificus 

Apenas bactérias E. coli da linhagem BL21(DE3) transformadas com o pET-28a(+) 

contendo a isoforma CBa2 da crotoxina B de Crotalus durissus terrificus foram capazes de 

expressar esta proteína, como podemos atestar no gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15% que 

mostra a sua expressão em três colônias testadas (Fig. 19). Para avaliar a solubilidade da 
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isoforma expressa, foram testados 6 diferentes tampões e nenhum foi capaz de fazer com que 

se obtivesse a proteína de maneira solúvel. 

 
Figura 19: Expressão heteróloga em pequena escala da crotoxina B de Crotalus durissus terrificus 
verificada por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15%. MM: Marcador Molecular; A, B, C: 
Três diferentes colônias de bactérias previamente selecionadas; NI: Colônia que não induzida a expressar a 
proteína de interesse; I: Colônia induzida a expressar a proteína de interesse pela adição de IPTG 100 mM. 
 

Em seguida, a expressão desta isoforma foi repetida em larga escala (500 ml de cultura), 

obtendo-se os mesmo resultados, tendo a proteína expressa dentro de corpos de inclusão. A 

expressão da proteína em larga também foi avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida 

SDS-PAGE 15% e pela técnica de western blotting (Figura 20).  

        
Figura 20: Expressão heteróloga em larga escala da crotoxina B de Crotalus durissus terrificus. (A). 
Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15%. (B) Westen blotting. MM: Marcador Molecular; 
NI: Colônia que não induzida a expressar a proteína de interesse; I: Colônia induzida a expressar a proteína 
de interesse pela adição de IPTG 100 mM; Ins: Porção insolúvel após a lise da membrana células das 
bactérias; Sol: Porção solúvel após a lise da membrana células das bactérias. 

 

Após a lise por sonicação, a porção solúvel foi descartada e a insolúvel ressuspensa em 

8 M uréia, 20 mM Tris HCl pH 8,0, 500 mM NaCl, 1 mM β-mercaptoetanol. O extrato celular 

então, foi então aplicado a uma coluna de afinidade HisTrapTMHP (GE Healthcare) contendo 
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5,0 ml de resina níquel-agarose, acoplada a um cromatógrafo (AKTA Purifier – GE Healthcare) 

que foi submetida a um gradiente linear contínuo de 10 a 500 mM de Imidazol para a eluição 

da proteína de interesse. Foram obtidas frações contendo a CBa2 da crotoxina B de Crotalus 

durissus terrificus pura a partir da concentração de 250 mM de Imidazol no gradiente, como 

podemos atestar no gel de poliacrilamida 15% (Fig. 21). Essas frações também foram 

verificadas pela técnica de western blotting que revelou que realmente aquelas frações 

continham a proteína de interesse purificada. Atualmente, experimentos de refolding vêm sendo 

conduzidos com algum sucesso e em breve, poderemos verificar se a neurotoxicidade induzida 

da crotoxina B recombinante é similar à da crotoxina B isolada diretamente do veneno bruto 

através de registros da contração muscular e medidas eletrofisiológicas na junção 

neuromuscular. Dessa maneira, poderão ser experimentos de mutação sítio-dirigida. Além 

disso, vêm se realizando os mesmos experimentos de expressão e purificação da isoforma CBc 

da crotoxina B de Crotalus durissus terrificus. 

 
Figura 21: Purificação por cromatografia de afinidade da isoforma 1 da crotoxina B de Crotalus durissus 

terrificus. (A) Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15%; (B): Western blotting. MM: 
Marcador molecular; 40, 48, 56, 64, 68, 74: Frações eluídas partir do gradiente linear de imidazol, C+: 

Controle positivo para o western blotting 
. 

 
Os experimentos de mutação sítio dirigida serão realizados utilizando o quite de 

mutação QuikChange® XL Site-Directed Mutagenesis (Stratagene). Com base em neurotoxinas 

de serpentes asiáticas (Prijateli et al., 2008) foram escolhidos oito aminoácidos de cada 

isoforma que serão mutados para alanina, com o intuito de se avaliar a sua função na atividade 

da proteína já que a alanina possui uma cadeia lateral muito curta e sem nenhuma carga. Todos 
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os primers carregados com a mutação desejada já foram desenhados, solicitados à empresa 

Amershan Biosciences e já se encontram à nossa disposição. 

 

4.1.3. Experimentos de raios X à baixo ângulo e espectroscopia de fluorescência 
 

 Os dados de espalhamento de raios X e a função de distribuição de distâncias, p(r), obtida 

após o uso da transformada inversa de Fourier nas curvas de espalhamento da crotoxina A (CA), 

crotoxina B (CB) e o complexo crotoxina são mostradas na Figura 22. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 22: (A) Curvas de espalhamento de raios X à baixo ângulo das amostras de crotoxina (em verde), 
crotoxina A (CA; em preto) e crotoxina B (CB; em vermelho). (B) Função de distribuição de distâncias, 
p(r), das amostras de crotoxina (em verde), crotoxina A (CA; em preto) e crotoxina B (CB; em vermelho). 
. 
 
 A função de distribuição p(r) indica uma dimensão máxima de ~55Å para a crotoxina A, 

~75Å para crotoxina B e ~70Å para o complexo crotoxina. O raio de giro (Rg) obtido pela CA 

foi de 16.35±0.05Å e uma massa molecular de 22±4 kDa. Já o RG obtido por CB foi de 

25.69±0.03Å e uma massa molecular de 42±8kDa. Por fim, o complexo crotoxina apresentou 

um RG de = 21.37±0.05Å e uma massa molecular de 35±7kDa. Esses dados mostram que: i) a 

CA isolada pode formar oligômero em solução, provavelmente numa conformação trimérica, 

já que sua massa avaliado por gel de eletroforese em condições desnaturantes é de 8 kDa 

(Bouchier et al., 1991); ii) CB isolada também pode formar oligômeros em solução, como 

previamente observado por Marchi-Salvador et al. (2008); iii) a crotoxina pode ser formada por 

mais que uma única molécula de CA e uma de CB, diferentemente do proposto por Faure et al. 
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(2011), já que o complexo obtido por ela teria uma massa de ~22 kDa e foi obtido por SAXS 

um complexo de 35±7kDa.  

 Com base nisso, utilizando o software Crysol (Svergun et al., 1995) foi verificado se as 

estruturas cristalográficas da crotoxina e da crotoxina B teriam um bom ajuste sobre as curvas 

de SAXS obtidas (Figura 23).  

 

 
Figura 23: Sobreposição das curvas obtidas a partir dos dados de SAXS (experimental data) sobre as 
curvas teóricas de SAXS das estruturas cristalográficas (Crysol fitting) utilizando o software Crysol. 
Abaixo da curva, a comparação dos envelopes protéicos calculados a partir da curva de SAXS (em rosa) e 
a partir da estrutura cristalográfica (em verde). 
 
  

     A análise da figura 23 mostra que uma boa similaridade entre a curva de SAXS obtida 

experimentalmente da crotoxina B e a geradas pelo Crysol a partir da estrutura cristalográfica 

obtida por Marchi-Salvador et al. (2008) (PDB ID 2OQG) com quatro monômeros na unidade 
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assimétrica. Portanto, esses dados indicam que após a dissociação de CA, as moléculas de CB 

podem oligomerizar-se, formando tetrâmeros com relevância biológica. Já a curva de curva de 

SAXS obtida experimentalmente do complexo crotoxina não apresenta similaridade tão boa 

com a calculada pelo Crysol a partir da estrutura cristalográfica obtida por Faure et al. (2011) 

(PDB ID 3R0L), indicando diferenças entre a estrutura observada em solução e a obtida por 

cristalografia. Esses dados, reforçam que o complexo crotoxina pode ser formado por mais de 

uma única molécula de CA e uma de CB. Esses dados ainda se encontram em fase final de 

análise que quando finalizada gerará um grande número de novas informações a respeito dessa 

potente neurotoxina. 

A fim de entender melhor a interação entre CA e CB para a formação da crotoxina, 

realizou-se experimentos de intensidade de fluorescência emitida pelos triptofanos de CA, CB 

e da crotoxina (Figura 24). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24: Intensidade de fluorescência emitida pelos resíduos de triptofano da crotoxina (verde), bem 
como de suas subunidades isoladas CA (preto) e CB (vermelho). 
 

 

Como se pode ver na figura 24, o sinal de fluorescência emitida pelos triptofanos é maior 

nas subunidades isoladas do que no complexo crotoxina. Além disso, no crotoxina há um 

deslocamento do máximo de fluorescência emitida para um comprimento de onda menor do 
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que das subunidades isoladas, indicando uma mudança no ambiente intermolecular dos resíduos 

de triptofano. A CA possui apenas um triptofano (W35) e a CB possui três (W31; W70; W90). 

Na estrutura da crotoxina (Figura 25), vemos que o resíduo de triptofano de CA (W35) e dois 

de CB (W31 e W70) encontram-se na interface CA/CB, enquanto que o W90 de CB está 

exposto ao solvente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 25: Representação em cartoon da estrutura cristalográfica da crotoxina (PDB ID 3R0L), onde a CA 
está representada em azul ciano e a CB em verde. Os resíduos de triptofano estão representados em sticks. 

  

Na estrutura tetramérica da CB, os W31 e W70 encontram-se no interior da molécula, 

enquanto o W90 também se encontra exposto ao solvente (Figura 26). 
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Figura 26: Representação em cartoon da estrutura cristalográfica tetramérica da CB de Crotalus durissus 

terrificus (PDB ID 2QOG). Os resíduos de triptofano estão representados em sticks. 
 

 A tabela 4 mostra a área de acessibilidade ao solvente dos resíduos de triptofano das 

estrutura da crotoxina e CB quando complexados (CA/CB e o tetrâmero CB) e quando os 

monômeros/subunidades são isolados. Nesta tabela, pode-se observar que no caso da estrutura 

cristalográfica da crotoxina, a complexação de CA com CB para a formação da crotoxina, há 

uma diminuição da área de acessibilidade ao solvente dos resíduos de triptofano de ambas as 

subunidades, com exceção do W90, que como se vê na estrutura cristalográfica do complexo 

crotoxina, continua exposta ao solvente (Figura 25). No caso da formação de tetrâmeros da 

molécula de CB, ocorre o mesmo fenômeno. A comparação da área de acessibilidade ao 

solvente dos resíduos de triptofano entre a CB em sua forma monomérica e tetramérica, mostra 

que a formação do tetrâmero reduz a área de acessibilidade do solvente dos triptofano, com 

exceção também do W90, que permanece exposto ao solvente.  
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Tabela 4: Cálculo da área de acessibilidade ao solvente dos resíduos de triptofano (Å2) das estruturas 
cristalográfica da crotoxina (PDB ID 3R0L) e de CB (PDB ID 2QOG) e das subunidades (no caso da 
crotoxina) ou monômeros (no caso de CB) isolados. Esses valores de área foram calculados pelo programa 
AreaImol do pacote de programas CCP4i (Potterton et al., 2004). 
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W70  30,5 81,7 
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W31*  83,7 84,1 

W70  44,9 132,0 

W90  118,9 118,9 
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W31*  84,4 86,7 

W70  36,3 138,1 

W90  135,4 135,4 
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W31  20,4 103,1 

W70  22,7 72,3 

W90   125,0 125,0 

*Resíduos que não possuem densidade eletrônica para a sua cadeia lateral. 

 

  Desse modo, os dados obtidos por fluorescência reforçam os dados obtidos por SAXS 

que apontam que a relação CA/CB deve ser diferente de 1:1, provavelmente 2:1. A análise dos 

dados de espectroscopia de fluorescência mostram uma severa redução da exposição dos 

resíduos de triptofano na formação do complexo crotoxina em relação à CB tetramérica que 

possui alta emissão de fluorescência desses resíduos. Entretanto, a análise da área da 

acessibilidade ao solvente dos triptofanos das estruturas cristalográficas da crotoxina e da CB 

mostram resultados semelhantes, onde o W90 está exposto ao solvente em ambas as estruturas. 

Dessa forma, a(s) outra(s) moléculas de CA devem se ligar na região do W90 da molécula de 
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CB, justificando assim a grande redução da emissão de fluorescência da crotoxina em relação 

às subunidades isoladas. 

  O deslocamento para a esquerda do máximo de fluorescência emitida pelos triptofanos 

no complexo crotoxina em relação à crotoxina B (Figura 24), indica mudanças no ambiente 

intermolecular dos resíduos de triptofano após a complexação da crotoxina B com a crotoxina 

A. Analisando as estruturas cristalográficas do complexo crotoxina (PDB ID 3R0L) e da 

crotoxina B (PDB ID 2QOG), essa mudança no ambiente dos triptofanos é observado apenas 

no W31. Não há mudança no ambiente do W70 e não é possível realizar essa análise para o 

W90 já que ele está exposto ao solvente em ambas as estruturas cristalográficas. Com relação 

ao W31, na estrutura da crotoxina ele se encontra num ambiente com um menor número de 

moléculas de água e realizando um número maior de interações hidrofóbicas do que os resíduos 

W31 dos monômeros A e D da estrutura de CB (Figura 27) (não há densidade eletrônica para a 

cadeia lateral desse resíduo nos monômeros B e C, impossibilitando esta análise). 
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Figura 27: Diagrama das interações hidrofóbicas estabelecidas (representadas pelas pestanas vermelhas) 
pelo W31 na estrutura cristalográfica da crotoxina (PDB ID 3R0L) e nos monômeros A e D das estrutura 
cristalográfica de CB (PDB ID 2QOG). As ligações de hidrogênio do W31 com moléculas de água também 
estão representadas (linhas tracejadas em azul, distância em Å). Figura gerada pelo programa Dimplot 
(Wallace et al., 1996). 

 

Com o intuito de se verificar o tamanho da crotoxina e de suas subunidades isoladas, 

foram realizados experimentos de anisotropia de fluorescência a partir da fluorescência emitidas 

pelos triptofanos (Figura 28)  
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Figura 28: Anisotropia de fluorescência dos resíduos de triptofano da crotoxina (verde), CB (vermelho) e 
CA (preto). 

 

A figura 28 nos mostra que a CA apresenta uma valor médio de anisotropia de 0,074 e 

de 0,0962 e 0,11 para CB e crotoxina, respectivamente. Assim, como no SAXS, a anisotropia 

de fluorescência mostra valores semelhantes da crotoxina e CB são bastante similares, 

indicando tamanhos similares dessas duas proteínas. Como o tetrâmero de CB é observado em 

solução através das técnicas de SAXS e DLS, esses resultados indicam que a crotoxina em 

solução é maior do que a obtida por cristalografia por Faure et al. (2011), sugerindo, mais uma 

vez, uma relação CA/CB maior do que 1:1. 

A comparação da estrutura cristalográfica da crotoxina B de Crotalus durissus 

colillineatus (discutida no item 4.1.1), com a CB de C.d. terrificus mostra que a CB de C. d. 

colillineatus apresenta apenas dois monômeros na unidade assimétrica, enquanto que a CB de 

C. d. terrificus apresenta quatro monômeros. Dessa maneira, a estrutura dimérica (de C. d. 

colillineatus) mostra que além do W90, o W70, também apresenta-se exposto ao solvente 

(Figura 29) e consequentemente, com maiores valores de área de acessibilidade ao solvente do 

que o tetrâmero formado pela CB de C.d. terrificus (Tabela 5). Entretanto, é possível dímero 

possa ser um artefato de cristalização e a estrutura em solução ser também tetramérica. Quando 

o tetrâmero de CB de C.d. terrificus é separado em dímeros (A/C; B/D), o W70 também se 
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encontra exposto ao solvente em ambos os dímeros e, consequentemente, com maiores valores 

de área de acessibilidade ao solvente.  

  

Figura 29: Representação em cartoon da estrutura cristalográfica da (A) CB de Crotalus durissus 

colillineatus; (B) dímero A/C da estrutura cristalográfica da CB de Crotalus durissus terrificus (PDB ID 
2QOG); (C) dímero B/D da estrutura cristalográfica da CB de Crotalus durissus terrificus (PDB ID 2QOG). 
Os resíduos de triptofano estão representados em sticks. 
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Tabela 5: Cálculo da área de acessibilidade ao solvente dos resíduos de triptofano (Å2) das estruturas 
cristalográfica da CB de Crotalus durissus collineatus, dos dímeros que compõem a estrutura cristalográfica 
da CB de Crotalus durissus terrificus (PDB ID 2QOG) e dos monômeros isolados. Esses valores de área 
foram calculados pelo programa AreaImol do pacote de programas CCP4i (Potterton et al., 2004). 
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W31  20,4 103,1  

W70  22,7 72,3  

W90  125,0 125,0  
*Resíduos que não possuem densidade eletrônica para a sua cadeia lateral. 

 

Com o intuito de se ter maior clareza se o dímero de CB de C. d. colillineatus é realmente 

um artefato de cristalização foram realizadas experimentos de fluorescência estática e 

anisotropia com esta proteína (Figura 30). De fato, o perfil de fluorescência estática e os valores 

de anisotropia da CB de C. d. terrificus e C. d. colillineatus são bastante similares (valores 

médios de anisotropia: 0,0962 e 0,0992, respectivamente), indicando, portanto, que essas 

proteínas devem ter a mesma conformação em solução. Como indicado por SAXS e DLS e pela 

própria estrutura cristalográfica, a CB de C. d. terrificus possui uma conformação tetramérica, 

indicando, portanto, que essa característica deve ser também observada na CB de C. d. 

colillineatus e que o dímero observado em sua unidade assimétrica é um artefato cristalográfico. 



84 
 

Figura 30: Intensidade de fluorescência emitida pelos resíduos de triptofano (A) e anisotropia de 
fluorescência (B) da crotoxina B de Crotalus. durissus. terrificus (vermelho) e de Crotalus durissus 

colillineatus (preto). 
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Capítulo 5 

Lys49-PLA2s – Miotoxinas desprovidas de atividade 

catalítica  
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Em 1984, foi isolada pela primeira vez uma PLA2 do veneno da serpente Agkistrodon 

piscivorus piscivorus que era incapaz de se ligar ao íon Ca2+ e apresentavam uma substituição 

natural do ácido aspártico por uma lisina na posição 49 (Maraganore et al., 1984; Holland et al., 

1990). Estas proteínas foram batizadas então de Lys49-PLA2s, ou fosfolipases A2 homólogas, 

em contrapartida às fosfolipases catalíticas, conhecidas como Asp49-PLA2s. Posteriormente, 

esta classe de proteínas foi encontrada no veneno de um grande número de serpentes da Ásia e 

da América e atualmente, aproximadamente 50 sequencias de aminoácidos de Lys49-PLA2s 

estão depositadas no National Center for Biotechnology Information (NCBI) e 27 estruturas 

cristalográficas, em formas nativa e complexadas, estão depositadas no Protein Data Bank 

(PDB). Além disso, outras variações de PLA2s com alanina, arginina, asparagina, cisteína, 

glutamina e serina na posição 49 têm sido identificadas recentemente (Liu et al., 1992; Polgar 

et al., 1996; Pan et al., 1998; Bao et al., 2005; Jabeen et al., 2006; Mebs et al., 2006).  

 Os primeiros estudos realizados com estas proteínas mostraram que as Lys49-PLA2s eram 

cataliticamente inativas devido a sua incapacidade de se ligar o íon Ca2+e, consequentemente, 

incapaz de estabilizar o intermediário tetraédrico formado na reação catalítica das Asp49-PLA2 

(Maraganore et al., 1984). Estudos estruturais suportaram essa hipótese, mostrando que o ε-

grupo amino da Lys49 ocupa exatamente a posição do íon Ca2+ nas Asp49-PLA2 (Holland et 

al., 1990; Scott et al., 1992; Arni & Ward, 1996) (Figura 31). Além disso, experimentos de 

mutação sítio-dirigida com PLA2s suína (Van Den Bergh et al., 1988) e bovina (Li et al., 1994) 

mostraram que o mutante Asp49Lys sofre uma severa redução em sua habilidade de ligar Ca2+ 

com uma concomitante perda da atividade catalítica. 
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Figura 31: a. Região do loop ligação do íon Ca2+ de uma PLA2 cataliticamente ativa de N. naja naja 
(Asp49-PLA2). b. Região análoga à região de ligação do Ca2+ de uma miotoxina II (Lys49-PLA2) 

cataliticamente inativa de Bothrops asper. Figura adaptada de Arni &Ward (1996) 
 

Apesar desta aparente inatividade catalítica destas moléculas, alguns estudos in vitro 

mostraram que as Lys49-PLA2 ainda apresentam uma pequena atividade catalítica (Liu et al., 

1990; Yoshizumi et al., 1990; Rodrigues-Simioni et al., 1995; Shimohigashi et al., 1995; 

Mancin et al., 1997). Entretanto, estes estudos foram criticados porque foram realizados com 

proteínas purificadas do veneno bruto e, por essa razão, possíveis traços de contaminação de 

Asp49-PLA2s podem ter sido responsáveis pela atividade enzimática residual observada. Além 

disso, experimentos com a bothropstoxina I (BthTX-I) de Bothrops jararacussu recombinante 

mostraram que ela era incapaz de realizar catálise em substratos artificiais in vitro, ao contrário 

da proteína purificada diretamente do veneno (Ward et al., 2001). Por outro lado, apesar desta 

inatividade catalítica das Lys49-PLA2s contra substratos artificiais in vitro, foi observado em 

alguns experimentos uma grande liberação de ácidos graxos naturais após exposição de culturas 

de células marcadas radioativamente às Lys49-PLA2s (Soares et al., 2002). Apesar destas 

evidências, é importante enfatizar, como os próprios autores deste trabalho fazem, a 

impossibilidade de determinar se esta liberação de ácidos graxos é causada por uma possível (e 

improvável) ação catalítica das Lys49-PLA2s ou por uma ativação indireta de lipases celulares 

causada por um influxo intracelular de Ca2+. 
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 Experimentos de mutação sítio dirigida com Lys49-PLA2s mostraram que o mutante 

Lys49Asp permanece sem atividade catalítica, demonstrando que outras alterações estruturais, 

além da simples substituição Asp49Lys, é responsável pela ausência de atividade enzimática 

(Ward et al., 2002). O estudo estrutural de uma Lys49-PLA2 do veneno de Bothrops pirajai 

complexada com ácido graxo propôs que a Lys122 (conservada em todas as Lys49-PLA2s, mas 

rara em Asp49-PLA2s) interagiria com o carbonil da Cys29, hiperpolarizando a ligação 

peptídica entre os aminoácidos Cys29 e Gly30 (Lee et al., 2001). Esta forte interação provocaria 

um aumento da afinidade pela cabeça do fosfolipídio, impedindo a liberação da molécula de 

ácido graxo produzida por uma hidrólise inicial, interrompendo o ciclo catalítico, e, portanto, 

tornando as Lys49-PLA2s cataliticamente inativas. Entretanto, recentemente, Fernandes et al. 

(2010) observou que esse resíduo é extremamente flexível, com elevado fator de temperatura 

(B-factor) de sua cadeia lateral, muitas vezes com a ausência de densidade eletrônica acima de 

1,2σ de corte ou interagindo com diversos outros resíduos. Estes mesmos autores observaram 

que além do ácido aspártico na posição 49, um resíduo de tirosina na posição 28, conservada 

em todas as Asp49-PLA2s também seria essencial para a atividade catalítica dessas enzimas, já 

que ela seria responsável pela estabilização do loop de ligação do Ca2+ através de uma ligação 

de hidrogênio do oxigênio Oγ do resíduo de tirosina com o com o grupo amina do resíduo de 

glicina localizado na posição 35 (Figura 32). No caso das Lys49-PLA2s, o resíduo conservado 

na posição 28 é um resíduo de asparagina, não formando a ligação de hidrogênio com a Gly35, 

distorcendo o loop de ligação de Ca2+ e impedindo a ligação desse cofator e portanto, a atividade 

catalítica desta classe de proteínas (Fernandes et al., 2010). 
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Figura 32: (A) Interação entre o Oγ da Tyr28 e o grupo amino da Gly35 que estabiliza o loop de ligação de 
Ca2+ das estruturas das Asp49-PLA2s. (B) Sobreposição dos Cα das Asp49-PLA2s (em verde) e das Lys49-
PLA2s (vermelho) com destaque em sticks dos resíduos Tyr28 e Asn28. Figura adaptada de Fernandes et al. 
(2010). 

 

Apesar da ausência de atividade catalítica, as Lys49-PLA2s, com exceção do resíduo 

Asp49, conservam todos os outros resíduos que participam da hidrólise de fosfolipídios (His48, 

Tyr53 e Asp99). Além disso, são responsáveis pela indução de mionecrose através de um 

mecanismo de dano à membrana Ca2+-independente, que não é eficientemente neutralizado pela 

soroterapia, podendo levar a perda permanente de tecido e amputação (Gutierrez & Lomonte, 

1995). Este efeito miótoxico foi observado pela primeira vez em 1986 utilizando ensaios de 

liberação de creatina quinase no plasma sanguíneo e técnicas histológicas (Gutierrez et al., 

1986). Anos depois, Lomonte, Tarkowski et al. (1994) observaram uma ação citolítica da 

miotoxina II de Bothrops asper em uma grande variedade de tipos celulares em cultura, 

incluindo mioblastos de músculo esquelético (Lomonte et al., 1994). Graças a capacidade do 

polissacarídeo heparina de inibir a atividade miotóxica da BthTX-I (Lomonte et al., 1994), 

Lomonte et al. (1994) propuseram então que a região responsável por este efeito miótoxico 

deveria ser uma região que combinasse aminoácidos básicos e hidrofóbicos. Posteriormente, 

diversos experimentos utilizando peptídeos sintéticos demonstraram que a região 115-129, rica 
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em aminoácidos básicos e hidrofóbicos, mostrou capacidade de se ligar à heparina e de exercer 

atividade miotóxica, com destaque para a necessidade de um resíduo hidrofóbico na posição 

121 para desorganização da membrana (Nunez et al., 2001; Lomonte, Angulo & Santamaria, 

2003). Dessa maneira, para o rompimento da membrana muscular, seria necessária a formação 

de interações eletrostáticas entre os resíduos catiônicos da porção C-terminal das Lys49-PLA2s 

e porções carregadas negativamente dos fosfolipídios da membrana (Lomonte, Angulo & 

Calderon, 2003). Experimentos de mutação sítio dirigida também apontaram a porção C-

terminal como responsável pela expressão da atividade miotóxica ao mostrarem que a 

substituição dos resíduos Tyr117, Arg118, Tyr119, Lys122, e Phe125 por Ala resultam em 

significante redução desta atividade (Ward et al., 2002; Chioato et al., 2007). Além desses 

experimentos, estudos estruturais também reforçaram que a região C-terminal é responsável 

pela expressão da miotoxicidade. Ambrosio et al. (2005) propuseram que a retenção da 

molécula de ácido graxo no “sítio ativo” das Lys49-PLA2s, descrita por Lee et al. (2001), 

promoveria um grande aumento na exposição dos aminoácidos hidrofóbicos do C-terminal 

frente ao solvente, provocando, portanto, um aumento na interação entre as Lys49-PLA2s e a 

membrana celular (Ambrosio et al., 2005). dos Santos et al. (2009), por sua vez, propuseram 

um sítio miótoxico exclusivo para Lys49-PLA2s de venenos de serpentes do gênero Bothrops, 

formado por um resíduo da região N-terminal (Lys20) e dois resíduos da porção C-terminal 

(Lys155 e Arg118) (dos Santos et al., 2009). Recentemente, foi identificado um novo grupo de 

proteínas, as Arg49-PLA2s, que possuem uma substituição natural na posição 49 do Asp por 

uma Arg e, da mesma maneira que as Lys49-PLA2s, são desprovidas de atividade catalítica mas 

são capazes de induzir mionecrose através de um mecanismo Ca2+ independente pouco 

conhecido (Mebs et al., 2006; Murakami et al., 2008).  

Diversos experimentos mostraram que as Lys49-PLA2s são proteínas diméricas, como 

análises espectroscópicas, espalhamento de raios X a baixo ângulo, espalhamento de luz 
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dinâmico e eletroforese, mesmo após aquecimento e na presença de β-mercaptoetanol (da Silva 

Giotto et al., 1998; Arni et al., 1999; Soares, Guerra-Sá, et al., 2000; Murakami et al., 2007; 

Fernandes et al., 2010). Além disso, a dissociação dos monômeros por diminuição do pH leva 

a supressão da habilidade de romper lisossomos (de Oliveira et al., 2001) e uma diminuição de 

50% na atividade de dano célula muscular esquelética e ao tecido muscular maduro (Angulo et 

al., 2005). Apesar das mais variadas técnicas biofísicas demonstrarem que as Lys49-PLA2s são 

dímeros em solução, existe um grande discussão sobre qual seria a conformação dimérica que 

representaria o dímero biológico já que a observação da rede cristalina das Lys49-PLA2s não 

se permite apontar de maneira inequívoca qual seria o dímero biológico. Pela observação da 

rede cristalina das estruturas de Lys49-PLA2s percebe-se que há duas possibilidades de dímeros. 

Uma delas, conhecida como “dímero convencional”, adotada em diversas estruturas de Lys49-

PLA2s já elucidadas, relaciona os monômeros por um eixo de ordem dois perpendicular à região 

dos B-wings, sendo estabilizada por interações desta região e das hélices N-terminais, 

envolvendo resíduos conservados nas Lys49-PLA2s: Gln11, Glu12, Trp77 e Lys80 (Figura 23). 

Recentemente, no entanto, as estruturas cristalográficas da BaspTX-II complexada com 

suramina (Murakami et al., 2005) e da PrTX-I e BthTX-I complexadas com alfa-tocoferol (dos 

Santos et al., 2009) mostraram que se estas estruturas fossem resolvidas utilizando como 

modelo o “dímero convencional”, uma porção das moléculas de suramina e alfa-tocoferol não 

interagiriam com nenhuma porção da proteína, ficando exposta ao solvente. Dessa maneira, 

estas estruturas foram resolvidas em uma conformação dimérica conhecida como “dímero 

alternativo”, onde as moléculas de suramina e alfa-tocoferol ficam totalmente inseridas no 

dímero e, portanto, não expostas ao solvente (Figura 33).  

Além disso, análises destas conformações diméricas com o programa on line PISA 

(http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html) (Krissinel & Henrick, 2007), que analisa 

os contatos da interface proteica das possibilidades de simetria cristalográfica e calcula qual 
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interface tem maior probabilidade de ocorrer em solução, mostram que o dímero alternativo 

apresenta maior probabilidade de ocorrer em solução, já que apresenta maior área de interface 

e menores valores de energia livre paras as interface hidrofóbicas. Por fim, dos Santos et al. 

(2009) mostrou que a região responsável pela expressão da miotoxicidade (sítio miótoxico/C-

terminal) só conseguem estar lado a lado na conformação “dímero alternativo”. Dados de 

espalhamento de raios X a baixo ângulo também mostram que a conformação “alternativa” é 

tida como a que melhor representa o envelope protéico das Lys49-PLA2s (Murakami et al., 

2007). 

 

Figura 33: Duas conformações oligoméricas possíveis para as Lys49-PLA2s: o dímero alternativo (em 
verde) e o dímero convencional (azul). Suramina (amarelo) e α-tocoferol (laranja) estão mostrados 
interagindo com o dímero alternativo. 
. 

 

Por conta destas incertezas em relação à conformação dimérica correta das Lys49-

PLA2s, diversas propostas sobre como estas proteínas perturbariam a integridade da membrana 

muscular foram realizadas. Recentemente, algumas destas propostas se baseiam na idéia que 

estas proteínas poderiam atuar através de receptores na membrana (Yamazaki et al., 2005; 

Fujisawa et al., 2008; Cintra-Francischinelli et al., 2009). Entretanto, a maior parte das 
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propostas do mecanismo de ação das Lys49-PLA2s se baseia na ação direta destas proteínas 

sobre a membrana através de interações eletrostáticas. A primeira proposta foi realizada por 

Lomonte et al. (1994) baseada no fato que a ligação de heparina a um peptídeo sintético formado 

pelos resíduos da porção C-terminal (115-129) inibia a atividade citolítica deste peptídeo, 

levando a construção da hipótese que essa região seria responsável pela atividade de dano à 

membrana das Lys49-PLA2s. A modelagem computacional da miotoxina ACL (monomérica) 

de Agkistrodon laticinctus laticinctus sugeriu que a conservação parcial de alguns resíduos 

(Lys7, Glu12, Thr13, Lys16) associada a alguns resíduos específicos de lisina (Lys78, Lys80, 

Lys116, Lys117) poderiam constituir a região pela atividade miotóxica desta classe de proteínas 

(Selistre-de Araújo et al., 1996). Em seguida, estudos espectroscópicos e cristalográficos da 

BthTX-I, mostrou que esta proteína poderia adotar em duas diferentes conformações do dímero 

convencional, “aberta” e “fechada” (da Silva-Giotto et al., 1998). Uma transição da forma 

“aberta” para a forma “fechada” sobre a membrana alvo produziria um deslocamento da região 

C-terminal que resultaria no rompimento da camada fosfolípidica e consequentemente, na perda 

da integridade da membrana (da Silva-Giotto et al., 1998). Esse modelo foi posteriormente mais 

elaborado por Lomonte et al. (2003), onde, baseando-se no dímero convencional, propôs que 

resíduos catiônicos das porções N e C terminais iniciariam fracas interações eletrostáticas com 

sítios aniônicos que seriam posteriormente fortalecidas pelas contribuição de aminoácidos 

hidrofóbicos e aromáticos da região C-terminal que também penetrariam e desorganizariam a 

bicamada fosfolípidica. Ambrosio et al. (2005) obtiveram a estrutura cristalográfica de uma 

ACL de  Agkistrodon contortrix latincitus, nativa e com uma densidade eletrônica interpretada 

como ácido laúrico, disposto de duas diferentes formas, com apenas uma molécula na unidade 

assimétrica e, por conta disso, não realizando nenhum comentário sobre a oligomerização destas 

proteínas, propôs que a interação da Lys122 com a ligação peptídica Cys29-Gly30 na presença 

de algum ligante no canal hidrofóbico destas proteínas levaria a uma maior exposição de um 
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hydrophobic knuckle na porção C-terminal, que seria responsável pela perturbação da 

membrana. Posteriormente, Bortoleto-Bugs et al. (2007) considerando que o dímero 

convencional seria a conformação oligomérica correta das Lys49-PLA2s propuseram que uma 

região chamada Interfacial Recognition Site (IRS), que se ligaria à fosfolipídios aniônicos na 

membrana que levariam a mudanças severas na estrutura da proteína, que levariam à uma maior 

exposição de superfícies hidrofóbicas que aumentariam a interação proteína/membrana. Estas 

alterações na estrutura levariam na reorganização dos fosfolipídios, em vez de sua remoção 

(Bortoleto-Bugs et al., 2007). 

Por fim, em oposição a esse modelo, dos Santos et al. (2009), reforçando que o dímero 

alternativo seria o único modelo possível para uma ação das Lys49-PLA2s, propuseram um sítio 

formado pelos resíduos Lys20, Lys115 e Arg118, o chamado “sítio miotóxico”, que seria 

responsável pela perturbação da membrana. Esses resíduos foram escolhidos como 

responsáveis pela expressão da atividade miotóxica pois, eles estão localizados em proximidade 

uns aos outros e em muitas estruturas de Lys49-PLA2s, eles estabelecem diversas ligações de 

hidrogênio com íons sulfato, que como observado anteriormente por  Bahnson (2005), a 

interação entre os íons sulfato e a proteína se daria de maneira bastante semelhante à interação 

entre a proteína e a membrana, já que íons negativos bivalentes, como o sulfato, poderiam 

mimetizar grupos aniônicos fosfatidil  da bicamada lipídica. No caso das Asp49-PLA2s, essa 

ligação com a membrana ajudaria a estabilização da enzima para a catálise do fosfolipídio 

(Bahnson, 2005). 

Como podemos ver, apesar do grande número de estruturas resolvidas e trabalhos já 

realizados, ainda restam muitas questões a respeito do mecanismo de ação das Lys49-PLA2s.  
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5.1 Resultados e discussão  
  

5.1.1 Estruturas cristalográficas da BbTX-II e MTX-II, duas Lys49-PLA2s isoladas do veneno 

de Bothrops brazili – Proposta de um novo mecanismo de ação das Lys49-PLA2s botrópicas. 

  Os cristais de Brazilitoxina-II (BbTX-II) e MTX-II (Figura 33) difrataram a 

aproximadamente 2,1 Å (Figura 34). Os dados estatísticos da coleta de dados de difração de 

raios X dos cristais destas duas proteínas podem ser visualizados na tabela 6. Um artigo 

referente à obtenção de cristais e análise preliminar dos dados de difração destas duas proteínas 

e de mais uma Asp49-PLA2 (BbTX-III) isolada do veneno dessa mesma serpente foi publicado 

em uma revista internacional da área (Anexo 01). A Tabela 7 mostra as estatísticas finais do 

refinamento de ambas as estruturas (Figura 35). 

 

Figura 34: Cristais de (A) Brazilitoxina-II. (BbTX-II) e (B) MTX-II, Lys49-PLA2s isoladas do veneno de 
Bothrops brazili. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 
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Tabela 6: Estatísticas de coleta e processamento de dados da Brazilitoxina-II (BbTX-II) e MTX-II isoladas 
do veneno de Bothrops brazili. 
Números entre parênteses representam a faixa de mais alta 
resolução.  

    BbTX-II MTX-II 

Cela Unitária (Å)   a=b=56,43, c=129,082 a=39,01, b=71,41, c=44,42, β=102,50° 

Grupo Espacial  P3121 P21 

Resolução (Å)  40-2,05 (2,12-2,05) 20-2,08 (2,15-2,08) 

Reflexões únicas  15053 (1514) 13821 (1396) 

Completeza (%)  96,0 (98,8) 96,4 (97,5) 

Rmerge † (%)  6,5 (63,0) 12,9 (35,3) 

Fonte de radiação  Synchroton (MX1 station, LNLS) 

Temperatura da coleta de dados (K)  100 

 I/σ(I)  15,73 (2,02) 6,63 (2,05) 

Redundância  3,9 (3,8) 2,8 (2,8) 

Coeficiente de Matthews  VM (Å3Da-1)  2,12 2,16 

Moléculas na ASU  2 2 

Conteúdo de solvente (%)   41,99 43,02 

    
† Rmerge = Σhkl(Σi(|I hkl,i-<I hkl >|))/Σhkl,i <I hkl>, onde I hkl,i é a intensidade de uma medida individual da reflexão com 
os índices de Miller h, k and l, e <Ihkl> é a intensidade média de cada reflexão. Calculado para I > -3σ (I). Dados 
processados pelo programa HKL 2000 (Otwinowski & Minor, 1997). 
 
 

 

Tabela 7: Estatísticas finais do refinamento da Brazilitoxina-II (BbTX-II) e MTX-II de Bothrops brazili. 
:     

  BbTX-II   MTX-II 

    
Cela Unitária (Å) a=b=56,43; c=129,08°  a=39,01; b=71,41; c=44,42; β= 102.5° 

Grupo Espacial P3121  P21 

Resolução (Å) 32,3-2,11 (2,19-2,11)a  20-2,08 (2,15-2,08)a 

Reflexões únicas 13825 (1363)a  13752 (1365)a 

Completeza (%) 96,07 (97,64)a  95,87 (95,25)a 

Rmerge
b 6,3 (49,0)a  12,9 (35,3)a 

 I/? (I) 14,40 (3,23)a  5,29 (1,78)a 

Rcryst
c (%) 19,36  19,27 

Rfree
d (%) 24,43  23,62 

Número de átomos não-hidrogênioe    

Proteína 1788  1837 

Moléculas de PEG -  3 

Sulfato -  5 

Águas 191  251 

RMS (ligações)e 0,004  0,006 

RMS (ângulos)e 0,83  0,86 

Fator temperatura médio (Å2)e 47,50  28,90 

Ramachandran favoráveis (%)e 96  97 

Ramachandran outliers (%)e 0  0 

Clashscore 5,30   8,63 

MolProbity Overall Score 1,54  1,78 

    
a Números entre parênteses representam a faixa de mais alta resolução. B † Rmerge = Σhkl(?i(|I hkl,i-<I hkl >|))Σ/hkl,i <I hkl>, onde I hkl,i é a 
intensidade de uma medida individual com os índices de Miller h,k e l, e <Ihkl é a intensidade média de cada reflexão. Calculado para I > 3σ (I). 
c Rcryst = Σhkl(||Fobshkl|-|Fcalchkl||)/|Fobshkl|, onde |Fobshkl| e |Fcalchkl| são as amplitudes  dos fatores de estrutura observados e calculados. 
 d Rfree é equivalente ao Rcryst ,mas calculado com base em 5%  do total de reflexões obtidas.  e Calculado pelo programa Phenix (Adams et al. 
2002) 
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Figura 35: Representação em cartoon da estrutura cristalográfica das proteínas (A) Brazilitoxina-II (BbTX-
II) e (B) MTX-II isoladas do veneno de Bothrops brazili. As moléculas de PEG e sulfato presentes na 
estrutura da MTX-II estão mostrados em sticks. 
 
 

As estruturas cristalográficas da BbTX-II e MTX-II apresentam dois monômeros na 

unidade assimétrica e foram refinadas no modelo de dímero alternativo (Figura 35). De fato, 

como já observado para outras estruturas de Lys49-PLA2s, ambas as estruturas apresentam 

maiores valores de área de interface e de ganho de energia livre de solvatação (ΔiG) na 

conformação do dímero alternativo, como analisado pelo software on line PISA 

(http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html) (Krissinel & Henrick, 2007). O dímero da 

MT-II na conformação convencional apresenta uma área de interface de 380,3 Å2 e ΔiG = 1,3 

Kcal/mol, enquanto que na conformação alternativa apresenta uma área de interface de 524,5 
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Å2 e ΔiG = -12,4 Kcal/mol. O dímero da BbTX-II, por sua vez, na conformação convencional 

apresenta uma área de interface de 498,4 Å2 e ΔiG = 0,6 Kcal/mol, enquanto que na 

conformação alternativa apresenta uma área de interface de 512,6 Å2 e ΔiG = -9,3 Kcal/mol. 

A estrutura da BbTX-II apresenta-se na forma nativa, enquanto que a da MT-II apresenta 

uma molécula de PEG em seu canal hidrofóbico, além da presença de quatro íons sulfato. A 

presença de ligantes no canal hidrofóbico das Lys49-PLA2s produz, conforme anteriormente 

observado (dos Santos et al., 2009), a reorientação espacial de um dos monômeros, levando a 

formação de uma ligação de hidrogênio entre os Oγ das Tyr119 de cada um dos monômeros. 

Essa reorientação de um dos monômeros é, segundo dos Santos et al. (2009) essencial para a 

expressão da atividade miotóxica porque coloca a região C-terminal e o sítio miotóxico lado a 

lado. De modo a quantificar a reorientação de um dos monômeros, esses autores criaram um 

modelo baseado no grau de abertura (θA) e no grau de torção (θT) entre os monômeros (Figura 

36). Segundo estes mesmos autores, as Lys49-PLA2s nativas apresentam um θT e θA de 

aproximadamente, 60° e 7°, respectivamente, enquanto que as toxinas que apresentam ligantes 

em seu canal hidrofóbico (chamadas de apo ou complexadas apresentam um θT entre 40°-52° e 

um e θA entre 15°-28°. No caso da BbTX-II e da MTX-II (que possui uma molécula de PEG no 

canal hidrofóbico), os ângulos calculados são, respectivamente, θT=59° e θA=7°; θT= 41° e θA= 

29°, portanto, aproximadamente dentro da faixa de valores previamente observados.  
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:  
Figura 36: Modelo para caracterização estrutural das mudanças oligoméricas sofridas pelas Lys49-PLA2s 
complexadas usando dois ângulos: θA (ângulo de abertura) indica o valor de abertura entre os monômeros 
definido pelo vetores A1 (laranja) e B1 (azul); θT (ângulo de torção) indica o ângulo de torção entre os planos 
α (bege) e β (azul) ocupado pelas α-hélices h2 e h3 dos monômeros A e B, respectivamente. Figura adaptada 
de dos Santos et al. (2009). 
 

Como já observado, vários autores já propuseram diversos mecanismos de ação baseado 

em interações eletrostáticas entre resíduos, especialmente da região C-terminal e a membrana 

alvo. Dentre todos, apenas o proposto por dos Santos et al. (2009) considera o dímero 

alternativo como o dímero biológico correto das Lys49-PLA2s. Estes autores propuseram que 

um sítio formado pelos resíduos Lys20, Lys115 e Arg118, o chamado “sítio miotóxico”, que 

seria responsável pela perturbação da membrana por conta da interação desses resíduos com 

íons sulfato. Na estrutura cristalográfica da MTX-II, que apresenta um PEG no canal 

hidrofóbico, identifica-se íons sulfatos interagindo com os resíduos Lys115 e Arg118, de 

maneira similar a outras Lys49-PLA2s (Figura 37). Na estrutura da MTX-II, a interação do 

sulfato com a Lys20, que é observada nas estruturas analisadas por dos Santos et al. (2009), não 

está presente pois a MTX-II possui um resíduo de alanina na posição 20. 
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Figura 37: Interação dos resíduos Lys20, Lys115 e Arg118 com íons sulfatos nas estruturas de Lys49-PLA2s 
complexadas (A) MTX-II; que apresenta uma molécula de PEG no canal hidrofóbico; (B) Bn-IV (de B. 

neuwiedi) complexada com ácido mirístico (PDB ID 3MLM); (C) PrTX-I (de B. pirajai) complexada com α-
tocoferol (PDB ID 3CYL). 

 

Entretanto, um problema relevante dessa hipótese do sítio miotóxico é a baixa 

probabilidade de resíduos carregados se inserirem na porção hidrofóbica da membrana. Por 

conta disso, neste trabalho se propõe que esse sítio (Lys20-Lys115-Arg118) está mais 

relacionado a ancoragem na membrana que sua desestabilização propriamente, de maneira 

similar ao que ocorre nas Asp49-PLA2s. Dessa maneira, o sítio miotóxico será chamado a partir 

de agora de Sítio de Docking na Membrana (Membrane-Docking Site, MDoS), que da mesma 

maneira que o sítio miotóxico anteriormente proposto, ele pode ser complementado por outros 

resíduos carregados, como Lys80, Lys122 e Lys127. Neste trabalho, observou-se através da 

comparação entre as estruturas da MTX-II e da BbTX-II que a presença de um ligante no canal 

hidrofóbico provoca uma maior projeção dos resíduos que compõem o MDoS em direção ao 

solvente (Figura 38). 
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Figura 38: Comparação estrutural entre as regiões do sítio de docking na membrana (MDos) (A) e do sítio 
de desestabilização da membrana (MDiS) entre as estruturas cristalográficas da MTX-II complexada com 
PEG 4000 (Lys49-PLA2 em sua forma ativa; em amarelo) e da BbTX-II (Lys49-PLA2 em sua forma inativa; 
em azul). Os números 1 e 2 subscritos referem-se aos monômeros A e B, respectivamente. 
 

 

Propostas anteriores, baseadas no dímero convencional ou em estruturas monoméricas 

apontam para a participação de aminoácidos hidrofóbicos na expressão da atividade miotóxica 

(Ambrosio et al., 2005). O alinhamento da região C-terminal das sequencias de Lys49-PLA2s 

mostra um alto nível de conservação de aminoácidos hidrofóbicos nessa região, especialmente 

resíduos de Leu, Pro e Phe nas posições 121, 124 e 125 (Figura 39). Em relação as Lys49-PLA2s 

botrópicas, pode-se ver a presença de um resíduo de Leu e um de Phe, nas posições 121 e 125, 

respectivamente, em 98% das sequências encontradas nos NCBI Protein Data Bank (Figura 39).  
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Figura 39: Alinhamento da região C-terminal das sequências de Lys49-PLA2s depositadas no NCBI 
Protein Data Bank, com destaque para as Lys49-PLA2s isoladas de venenos botrópicos. 
. 

 

Uma análise da posição das cadeias laterais desses dois resíduos na estrutura da MTX-

II e de outras Lys49-PLA2s complexadas, vê-se que esses resíduos encontram-se em contato 

próximo, praticamente perpendiculares um ao outro, expostos ao solventes e de maneira 

simétrica no outro monômero (Fig. 40). Considerando, portanto, o alto nível de conservação 

desses resíduos e a posição de suas cadeias laterais nas estruturas dessas proteínas, propõe-se 

que esse seja, de fato, o sítio responsável pela miotoxicidade dessas proteínas e por isso será 

chamando a partir de agora de Sítio Hidrofóbico de Desestabilização da Membrana 

(Hydrophobic Membrane-Disruption Site, MDiS). De fato, experimentos se mutação sítio 

dirigida mostraram que o mutante Phe125Ala possui menor atividade miotóxica que a BthTX-
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I selvagem (Chioato et al., 2007) e o mutante Phe125Trp apresentou o mesmo nível de 

miotoxicidade (Ferreira et al., 2008). Esses resultados reforçam a importância de um 

aminoácido hidrofóbico na posição 125 para a expressão da atividade miotóxica. Além disso, 

experimentos utilizando peptídeos sintéticos da porção C-terminal demonstraram que a 

presença de um aminoácido hidrofóbico na posição 121 é essencial para a expressão da 

atividade miotóxica (Nunez et al., 2001). Cabe ressaltar que de acordo com escalas de 

hidrofobicidade calculada por diferentes autores (Kyte & Doolitlle, 1982; Wimley & White, 

1996), Leu e Phe estão sempre entre os resíduos com os maiores índices de hidrofobicidade. 

Além disso, Leu e Phe são os aminoácidos com os maiores coeficientes de permeabilidade à 

membrana (Naoi et al., 1977), sendo à permeabilidade desses resíduos até cem vezes maior que 

aminoácidos carregados (Chakrabarti et al., 1992). Neste trabalho, observou-se pela 

comparação das estruturas cristalográficas da MTX-II e da BbTX-II que a presença de um 

ligante no canal hidrofóbico provoca uma maior projeção dos resíduos que compõem o MDiS 

em direção ao solvente (Figura 38). Além disso, a presença da molécula de PEG no canal 

hidrofóbico provoca uma redução da área de superfície enterrada (buried area surface) dos 

resíduos que compõem o MDiS (Leu121 e Phe125), expondo-os ao solvente (Tabela 8). 

Por fim, os sítios MDoS e MDiS podem estar presentes em outra classe de fosfolipases 

homólogas, as Ser49-PLA2s, onde o sítio MDiS seria formado pelos resíduos Phe123 e Trp125 

e o sítio MDoS pelos resíduos Asn114, Lys115 e Lys116, que poderiam ser complementado 

pela Lys127 (Figura 40).  
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Figura 40: Localização dos sítios MDoS (Sítio de Docking na Membrana) e MDiS (Sítio Hidrofóbico de 
Desestabilização da Membrana), nas estruturas cristalográficas de (A) BbTX-II complexada com PEG 
4000; (B) Bn-IV complexada com ácido mirístico (PDB ID 3MLM); (C) PrTX-I complexada com α-tocoferol 
(PDB ID 3CYL); (D) Ecarpholin S, uma Ser49-PLA2 de Echis carinatus complexada com ácido laúrico (PDB 
ID 2QHD)  
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Tabela 8: Área da superfície enterrada (Buried Surface Area) dos resíduos que compõem o sítio de 
desestabilização da membrana (MDiS; Leu121 e Phe125) nas estruturas apo (ausência de ligantes no canal 
hidrofóbico) e complexadas (presença de ligantes no canal hidrofóbico). BthTX-I: Bothropstoxin I do 
veneno de Bothrops jararacussu venom (PDB ID: 3HZD); PrTX-I: Piratoxin I do veneno de Bothrops pirajai 

(PDB ID: 2Q2J); BbTX-II: Brazilitoxina II do veneno de Bothrops brazili (PDB ID 4K09); BnSP-7: Lys49-
PLA2 do veneno de Bothrops pauloensis (PDB ID 1PA0); BthTX-I-PEG4K: BthTX-I complexada com 
PEG4000 (PDB ID 3IQ3); BthTX-I-αT: BthTX-I complexada com alfa tocoferol (PDB ID 3CXI); BthTX-I-
BPB: BthTX-I modificada quimicamente pelo brometo de p-bromofenacila (BPB)  (PDB ID 3HZW); PrTX-
I-αT: PrTX-I complexada com alfa tocoferol (PDB ID 3CYL); PrTX-I-BPB: PrTX-I modificada 
quimicamente pelo brometo de p-bromefenacila (BPB)  (PDB ID 2OK9); MTX-II-PEG4K: MTX-II do 
veneno de Bothrops brazili complexada com PEG4000 (PDB ID 4K06); BnIV-Myristic Acid: Bn-IV do 
veneno de Bothrops neuwiedi complexada com ácido mirístico (PDB ID 3MLM). 
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BthTX-I 122,78 

PrTX-I 126,38 

BbTX-II 88,84 

BnSP-7 109,58 
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 BthTX-I-PEG4K 61,15 

BthTX-I-αT 52,64 

BthTX-I-BPB 47,68 

PrTX-I-αT 42,54 

PrTX-I-BPB 68,49 

MTX-II-PEG4K 63,75 

BnIV-Myristic Acid 66,49 

 

Esses dados levam a proposição de um novo mecanismo de ação para as Lys49-PLA2s, que 

ocorreria da seguinte maneira (Figura 41): 

I) Entrada de uma molécula hidrofóbica, como um ácido graxo no canal hidrofóbico 

das Lys49-PLA2s, que, como anteriormente observado nas estruturas complexadas 

(PEG, alfa-tocoferol, ácido graxo), levaria a uma reorientação de um dos 

monômeros. Dessa forma, a proteína passaria do estado inativo, para ativo já que a 

presença desta molécula provoca o alinhamento dos sítios MDoS e do MDiS no 

mesmo plano em uma posição simétrica em ambos os monômeros; uma maior 

projeção em direção ao solvente dos resíduos que compõem esses sítios (Figura 38) 

e uma maior exposição dos resíduos que compõem o MDiS (Tabela 8). Esse ácido 
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graxo que provocaria a ativação da Lys49-PLA2 poderia ser produto da lise da 

membrana realizada por uma Asp49-PLA2, o que reforça o sinergismo entre Asp49-

PLA2 e Lys49-PLA2 na ação do veneno. Estudos anteriores já verificaram a 

ocorrência desse sinergismo que mostraram que uma quantidade muito pequena de 

Lys49-PLA2 seria suficiente para causar um grave dano à membrana muscular na 

presença de uma Asp49-PLA2 (Cintra-Francischinelli et al., 2009). Além disso, a 

retenção de uma molécula no canal hidrofóbico justificaria a conservação do sítio 

catalítico (com exceção do Asp49) e indicaria uma relação entre “sítio catalítico” e 

sítio miotóxico, como anteriormente proposto (dos Santos et al., 2009); 

II) Estabilização do dímero, em conformação alternativa, sobre a membrana pela 

interação do sítio MDoS (Lys20-Lys115-Arg118) com a cabeça aniônica de 

fosfolipídios da membrana. Como já observado, esse sítio interage com íons sulfatos 

em diversas estruturas de Lys49-PLA2s e eles mimetizariam grupos aniônicos 

fosfatidil da bicamada lipídica; 

III) Desestabilização da membrana pela penetração do sítio MDiS (Leu121-Phe125) na 

membrana. A inserção dessa região na membrana seria responsável por permitir um 

influxo descontrolado de íons Ca2+ e Na+, que causaria mudanças intracelulares 

irreversíveis, consequentemente, a morte celular que é o resultado final da lesão da 

membrana muscular causada pelas Lys49-PLA2s (Gallacci & Cavalcante, 2010). 
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Figura 41: Proposta de mecanismo miotóxico das Lys49-PLA2s isoladas do veneno de serpentes do gênero 
Bothrops. A Lys49-PLA2 em seu estado apo é ativado pela entrada de uma molécula hidrofóbica (um ácido 
graxo, por exemplo) em seu canal hidrofóbico, levando a reorientação de um dos monômeros, como medido 
anteriormente pelo modelo de graus de abertura e torção entre os monômeros (dos Santos et al., 2009). Essa 
reorientação alinha a porção C-terminal e a região MDoS (sítio de docking na membrana) lado a lado. Além 
disso, coloca em um mesmo plano de maneira simétrica a região de desestabilização da membrana (MDiS) 
e provoca uma maior exposição ao solvente dos sítios MDoS e MDiS. A região MDoS estabiliza a proteína 
sobre a membrana através da interação dos resíduos carregados positivamente (Lys20, Lys115 e Arg118) 
com a cabeça aniônica de fosfolipídios de membrana. Por fim, a região MDiS provoca a desestabilização da 
membrana através da penetração dos resíduos hidrofóbicos que a compõem (Leu121 e Phe125). 
 
 

Estudos anteriores demonstraram que as Lys49-PLA2s isoladas do veneno de serpentes do 

gênero Bothrops agrupam-se em um clado monofilético, ou seja, que todas as sequências 

apresentam uma única sequência ancestral (dos Santos et al., 2011). Este dado dá suporte 

evolutivo para algumas características exclusivas para as Lys49-PLA2s, como o papel essencial 

da formação de dímeros para a expressão da atividade miotóxica e um mecanismo de ação 

específico. Entretanto, como as Lys49-PLA2s não botrópicas possui um alto nível de 

conservação da Lys115 e de outros resíduos de lisina (Lys80, Lys122, Lys127e Lys28) que 
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estão expostos ao solvente e poderiam constituir uma região MDoS análoga. Além disso, o alto 

nível de conservação na porção C-terminal de resíduos hidrofóbicos entre todas as Lys49-PLA2s 

(Figura 39) sugere que os passos II e III do mecanismo de ação aqui proposta possa estar 

conservado entre toda esta classe de proteínas. 

Com essa nova proposta, pretende-se compreender com mais clareza a relação estrutura-

função das Lys49-PLA2s e dessa maneira, gerar informações para o desenvolvimento de 

mecanismos de inibição para estas proteínas. As estruturas da MTX-II e da BbTX-II foram 

depositadas no Protein Data Bank (PDB) com os códigos de identificação 4K06, e 4K09, 

respectivamente. Além disso, um manuscrito acerca dos resultados acima mostrados foi 

recentemente aceito em um renomado periódico científico da área (Anexo 2). 

 

5.1.2 Estruturas cristalográficas da PrTX-I complexada com inibidores vegetais (ácido caféico 

e ácido aristolóquico) – Explorando novos modos de inibição das Lys49-PLA2s botrópicas. 

        Na medicina popular de diversos países em desenvolvimento, diversas espécies vegetais 

são utilizadas para o tratamento de envenenamento ofídico em comunidades que não possuem 

acesso imediato ao soro antiofídico (Soares et al., 2005, Samy et al., 2008). Nos últimos anos, 

um grande número de estudos vem investigando cientificamente os efeitos de algumas dessas 

plantas no envenenamento ofídico, isolando e caracterizando os seus princípios ativos e 

elucidado seus possíveis mecanismos de ação (Mors et al., 2000, Soares et al., 2005, Cintra-

Francischinelli et al., 2008). Dois dos componentes mais encontrados nas plantas mais 

utilizadas são o ácido caféico e o ácido aristolóquico. O ácido caféico é um derivado do ácido 

cinâmico com uma reatividade bioquímica excepcional presente em diversas plantas utilizadas 

no tratamento antiofídico como Prestonia coalita, Strychnos nux-vomica, Taraxacum officinale 

e Vernonia condensate (Mors et al., 2000, Soares et al., 2005). Além disso, derivados cristalinos 
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do ácido caféico possuem propriedades antiofídicas quando administrados por via oral ou 

parenteral (Agoro, 1978).  

 Foram obtidos cristais da Piratoxina I (PrTX-I), uma Lys49-PLA2 isolada do veneno de 

Bothrops pirajai co-cristalizada com os inibidores ácido aristolóquico (AA) e ácido caféico 

(AC) (Figura 42). Os cristais difrataram à alta resolução, 1,96 Å e 1,65 Å, respectivamente 

(Tabela 9). Os dados estatísticos da coleta de dados de difração de raios X dos cristais dos dois 

complexos podem ser visualizados na tabela 3. A cristalização do complexo PrTX-I-Ácido 

Caféico foi relatada em uma publicação em uma revista internacional da área (Anexo 3). A 

Tabela 10 mostra as estatísticas finais dos refinamentos de ambas as estruturas. Após o 

refinamento das mesmas, elas apresentaram valores de Rcryst e Rfree, e de estequiometria 

comparáveis a estruturas já elucidadas nessa mesma faixa de resolução (Tabela 10). A análise 

destas estruturas foi capaz de revelar importantes dados a respeito do mecanismo de inibição da 

ação miotóxica das Lys49-PLA2s. 

 

 
Figura 42: :Cristais de Piratoxina I (PrTX-I) co-cristalizada com inibidores vegetais. a. PrTX-I-Ácido 
Caféico; b. PrTX-I-Ácido Aristolóquico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

b a 
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Tabela 9: Estatísticas de coleta e processamento de dados dos complexos PrTX-I-Ácido Caféico e PrTX-I-
Ácido Aristolóquico. 

. 
 

 

 

 

 

 
 

 
 

 
Tabela 10: Estatísticas do refinamento dos complexos PrTX-I-Ácido Caféico e PrTX-I-Ácido 
Aristolóquico. 

  PrTX-I-Ácido Aristolóquico   PrTX-I-Ácido Caféico 

Resolução (Å) 25,61-1,96 (2,03-1,96)a  37,34-1,65 (1,70-1,65)a 

Reflexões únicas 
15848 (1541)a  27814 (2724)a 

Completeza (%) 
99,22 (98,59)a  94,47 (92,59)a 

Rmerge
b 

6,3 (49,0)a  12,9 (35,3)a 

I/σ médio (I) 
14,40 (3,23)a  5,29 (1,78)a 

Rcryst
c (%) 

17,30  18,23 

Rfree
d (%) 23,04  22,87 

Número de átomos não-
hidrogênio 

   

Proteína 
1749  1849 

Ligantes 60  108 

Água 174  289 

RMS (ligações)e 0,007  0,008 

RMS (ângulos)e 1,14  1,18 

Valor médio do Fator de 
Temperatura (Å2)e 

   

Proteína 31,00  32,10 

Ligantes 54,40  56,40 

Solvente 37,10  40,60 

Ramachandran favoráveis 
(%)e 

98  95 

Ramachandran não 
permitidos(%)e 

0  0 

Clashscoref 
4,77  11,37 

_________________________________________________________________________________  
a Números entre parênteses representam a faixa de mais alta resolução. B † Rmerge = Σhkl(?i(|I hkl,i-<I hkl >|))/Σhkl,i <I hkl>, onde I 
hkl,i é a intensidade de uma medida individual com os índices de Miller h,k e l, e <Ihkl é a intensidade média de cada reflexão. 
Calculado para I > 3σ (I). c Rcryst = Σhkl(||Fobshkl|-|Fcalchkl||)/|Fobshkl|, onde |Fobshkl| e |Fcalchkl| são as amplitudes  dos fatores 
de estrutura observados e calculados. d Rfree é equivalente ao Rcryst ,mas calculado com base em 5%  do total de reflexões 
obtidas.  e Calculado pelo programa Phenix (Adams et al. 2002)  
 

 

Números entre parênteses representam a faixa de mais alta resolução. 

 

              PrTX-I-Ácido Caféico PrTX-I-Ácido Aristolóquico 

Cela Unitária (Å)  
a = 39,2, b = 72,0, c = 44,6, β= 

102,8 a = 39,2, b = 72,0, c = 44,6, β= 102,9 

Grupo espacial   P212121 P21212 

Resolução (Å)  37,35-1,65 (1,73-1,65) 25,61-1,96 (2,03-1,96) 

Reflexões únicas  27856 (3444) 15978 (1548) 
Completeza(%)  94,6 (93,8) 99,7 (99,9) 

Rmerge
a  6,5 (39,5) 10,1 (53,2) 

Fonte de radiação  
Radiação Síncroton (Linha MX2, 

LNLS) Radiação Síncroton (Linha MX2, LNLS) 

Temperatura da coleta de dados (K)  100 100 

I/σ(I) médio  27,4 (2,34) 14,33 (2,02) 

Redundância  2,8 (2,7) 5,1 (4,2) 

Coeficiente de Matthews VM (Å3 Da-1)  2,2 1,91 

Moléculas na unidade assimétrica  2 2 
Conteúdo de solvente (%)  44,2 35,5 

a Rmerge = Σhkl(Σi(|I hkl,i-<I hkl >|))/Σhkl,i <I hkl>, onde I hkl,i é a intensidade de uma medida individual da reflexão com os índices de  
Miller h, k and l, e <Ihkl> é a intensidade média de cada reflexão. Calculado para I > -3σ (I). Dados processados pelo programa HKL 
2000 (Otwinowski & Minor, 1997) 
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 As estruturas cristalográficas dos complexos PrTX-I-Ácido Aristolóquico (PrTX-I-AA) e 

PrTX-I-ácido caféico (PrTX-I-AA) apresentam dois monômeros na unidade assimétrica e 

foram refinadas no modelo do dímero alternativo (Figura 43). Além disso, a estrutura da PrTX-

I-AA apresenta uma molécula e a estrutura da PrTX-I-AA apresenta três moléculas de PEG 

4000 no canal hidrofóbico, ou seja, como discutido na seção anterior (5.1.1), a PrTX-I aparece 

em sua forma ativa.  

Figura 43: Representação em cartoon da estrutura cristalográfica de (A) PrtTX-I co-cristalizada com ácido 
aristolóquico e (B) PrTX-I co-cristalizada com ácido caféico. As moléculas de PEG (azul), sulfato e ácido 
caféico e ácido aristolóquico (amarelo) estão representados em sticks; 
 

 

A análise do complexo PrTX-I-Ácido Caféico revelou a presença de três moléculas de ácido 

caféico ocupando a região que em muitas estruturas se observa a presença dos íons sulfato, 

inclusive interagindo os resíduos anteriormente propostos como sítio miotóxico, e neste 

trabalho denominados de sítio MDoS (Lys20, Lys115, Arg118) (Figura 44).  
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Figura 44: Representação da área de superfície da estrutura do complexo PrTX-I-Ácido Caféico, mostrando 
a densidade eletrônica gerada por omitting-map das moléculas de ácido caféico e as suas interações com os 
resíduos da estrutura PrTX-I-Ácido Caféico. Distância em Å. 
 

  

A análise funcional realizada pelo MsC. Fábio Florença Cardoso comparando o dano 

muscular direto no diafragma de camundongos causado pela PrTX-I e PrTX-I-Ácido Caféico 

mostrou que a incubação com o ácido caféico pode inibir em torno de 34%, na proporção 

proteína/inibidor 1:1 e 50%, na proporção 1:5, do dano muscular provocado pela PrTX-I (Figura 

45). Estes índices foram obtidos pela análise de três campos microscópicos diferentes e o 

número de fibras com lesão foi representado como porcentagem do número total de fibras 

(normais + lesadas). 
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Figura 45: Efeito do ácido caféico sobre o dano muscular causado pela PrTX-I no diafragma de 
camundongos, com as respectivas fotos das lâminas de microscopia ótica de cada grupo experimental. EN: 
Endomísio; ED: Edema, FA: Fibras arredondadas; PM: Perda de miofilamentos (n=3). 
 

Deste modo, podemos concluir que a inibição provocada pelo o ácido caféico a ação 

miotóxica das Lys49-PLA2s botrópicas se dá porque ele se liga ao sítio MDoS (Lys20-Lys115-

Arg118) destas proteínas, dificultando a estabilização da proteína sobre a membrana e, 

consequentemente, o rompimento da membrana pelo sítio MDiS.  

A análise do complexo PrTX-I-Ácido Aristolóquico (Figura 46) revelou a presença de 

uma molécula de ácido aristolóquico no N-terminal, próximo a Lys7, interagindo com os 

resíduos Leu10 e Gln11 e com um resíduo da porção C-terminal (Leu121). Moléculas de 

polietilenoglicol 4000 (PEG4K), ácido esteárico e cloro já foram encontradas ligadas à região 

compreendida pela Lys7, Leu10 e Gln11 nas estruturas da PrTX-I nativa, BthTX-I complexada 

com PEG 4000 e MjTX-II complexada com ácido esteárico (Watanabe et al., 2005; dos Santos 

et al., 2009; Fernandes et al. 2010).   
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Figura 46: Representação em da área de superfície da estrutura do complexo PrTX-I-Ácido Aristolóquico, 
mostrando a densidade eletrônica gerada por omitting-map da molécula de ácido aristolóquico caféico e as 
suas interações com os resíduos da estrutura PrTX-I-Ácido Aristolóquico. Distância em Å. 
.  
  

 A análise funcional realizada pelo MsC. Fábio Florença Cardoso comparando o dano 

muscular direto no diafragma de camundongos causado pela PrTX-I e PrTX-I-Ácido 

Aristolóquico mostrou que a incubação com o ácido aristolóquico pode inibir em torno de 43%, 

na proporção proteína/inibidor 1:1 do dano muscular provocado pela PrTX-I (Figura 47). 

Interessantemente, na proporção 1:5, o ácido aristolóquico não provocou nenhuma inibição na 

ação da PrTX-I. Estes índices foram obtidos através da análise de três campos microscópicos 

diferentes e o número de fibras com lesão foi representado como porcentagem do número total 

de fibras (normais + lesadas). 
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Figura 47: Efeito do ácido aristolóquico sobre o dano muscular causado pela PrTX-I no diafragma de 
camundongos, com as respectivas fotos das lâminas de microscopia ótica de cada grupo experimental. EN: 
Endomísio; ED: Edema, FA: Fibras arredondadas; PM: Perda de miofilamentos (n=3). 

 

Desse modo, podemos concluir que a inibição causada pelo ácido aristolóquico sobre ação 

miotóxica das Lys49-PLA2s botrópicas se dá pela ligação parcial a um resíduos do sítio HDMS 

(Leu121) e também ocupa uma região que dificulta o acesso dos sítios MDoS e MDiS à 

membrana. Atualmente, ambos os complexos obtidos (PrTX-I-Ácido Caféico e PrTX-I-Ácido 

Aristolóquico) estão em fase final de análise, assim como a redação de um artigo que compila 

todas as informações fornecidas por estes complexos, que será submetido a uma revista 

internacional da área.  

 

5.1.3 Estudos estruturais com a Moojenitoxina-I (MjTX-I) isolada do veneno de Bothrops 

moojeni – uma Lys49-PLA2 que pode adotar diferentes conformações oligoméricas. 

 
A MjTX-I é uma Lys49-PLA2 isolada do veneno de Bothrops moojeni, que após a 

cristalização e a elucidação da estrutura, interessantemente, apresentou quatro monômeros na 

unidade assimétrica (Marchi-Salvador et al., 2005), ao contrário de todas as outras Lys49-PLA2, 

que sempre apresentaram um ou dois monômeros na unidade assimétrica (Murakami et al., 
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2007; dos Santos et al, 2009; Fernandes et al., 2010). Além disso, resultados anteriores de géis 

de eletroforese em condições não-desnaturantes já mostravam que esta proteína poderia formar 

oligômeros maiores como trímeros e pentâmeros (Soares, Andrião-Escarso et al., 2000). 

Inicialmente, após a obtenção do cristal pelo sistema difusão de vapor hanging-drop (0,15 M 

MgCl2, 32% w/v PEG4000 e 0,1 M Tris HCl pH8,5) (Marchi-Salvador et al., 2005) e dos dados 

de difração de raios X (coletados na linha MX1-LNLS Brasil) procedeu-se o refinamento 

completo da estrutura cristalográfica da MjTX-I (Tabela 11; Figura 48), utilizando como 

modelo para substituição molecular as coordenadas do monômero A estrutura da PrTX-II (PDB 

ID 1QLL). 

 

 Tabela 11: Estatísticas finais de coleta de dados e do refinamento da estrutura cristalográfica da 
Moojenitoxina-I (MjTX-I). 
 

Cela unitária (Å,o) a=57,59; b=125,85; c=65,33; β=105,9 
Grupo espacial C2 
Resolução (Å) 33,44 – 2,49 (2,55 – 2,49)a 
Reflexões únicas 15300 (1541)a 
Completeza (%) 98,0 (98,9)a 
I/σ (I) 20,64 (4,69)a 
Redundância 3,1 (3,1)a 
Moléculas na unidade assimétrica  4 
Coeficiente de Matthews VM (Å3Da-1)  2,12 
Rmerge (%) 5,7 (22,0)a 
Rcryst 25,13 
Rfree 26,27 
Número de átomos não-hidrogênio  
     Proteína 3544 
     Água 113 
     Polietilenoglicol 3 
Fator temperature médio (Å2)b  
     Total 50,89 
Ramachandran plot (%)c  
     Resíduos em regiões permitidas 95,1 
     Resíduos em regiões não permitidas 1,8 

a Número em parênteses referem-se a camada de mais alta resolução.                                                           b  

Calculado com o programa CNS (Brunger et al., 1998).                                                                                                           
c Calculado com o programa MolProbity (Chen et al., 2010). 
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Figura 48: (A) Representação em cartoon da estrutura cristalográfica da Moojenitoxina-I (MjTX-I). (B) 
Sobreposição dos átomos Cα dos quatro monômeros que constituem a estrutura da MjTX-I, com destaque 
para as regiões que apresentam maior r.m.s.d. (C) Sobreposição dos átomos Cα dos monômeros A da 
estrutura cristalográfica da MjTX-I, da BnSP-7 (PDB ID 1PA0), Myo-II (PDB ID 1CLP), do monômero B 
da estrutura cristalográfica da BthTX-I (PDB ID 3HZD) e das estruturas cristalográficas da godMT-II 
(PDB ID 1GOD) e Acl-K49 (PDB ID 1S8H). 
 
 

A sobreposição dos átomos Cα da MjTX-I com monômeros de diversas estruturas 

cristalográficas de Lys49-PLA2s botrópicas depositadas no Protein Data Bank (PDB) 

resultaram em um root square mean deviation (r.m.s.d.) de aproximadamente 1 Å. Esta mesma 

sobreposição realizada com Lys49-PLA2s não botrópicas resulta e um r.m.s.d. de 

aproximadamente 1.4 Å. A sobreposição dos protômeros da MjTX-I com os monômero da 

BnSP-7 de B. pauloensis (PDB ID 1PA0), Myo-II de B. asper (PDB ID 1CLP), BthTX-I de B. 

jararacussu (PDB ID 3HZD), godMT-II de Cerrophidion godmani (PDB ID 1GOD) e Acl-K49 
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de Agkistrodon contortrix laticinctus (PDB ID 1S8H) mostrou que as principais diferenças entre 

estas estruturas estão concentradas na região do loop de ligação de Ca2+ (Tyr25-Arg34), loops 

Cys51-Lys69 e Cys84-Cys91 e na região C-terminal (Lys115-Phe125) (Figura 48). A 

sobreposição dos átomos Cα da região C-terminal com as demais proteínas resulta em um 

r.m.s.d. médio de 1,7 Å, enquanto essa mesma sobreposição realizada com os átomos Cα da 

região C-terminal da MjTX-I resulta em um r.m.s.d. médio de 2,3 Å. Estes dados mostram que 

a região C-terminal da MjTX-I apresenta um desvio estrutural maior comparado ao C-terminal 

de outras Lys49-PLA2s. 

Os quatro monômeros encontrados na unidade assimétrica da cela unitária do cristal de 

MjTX-I formam dois dímeros similares aos chamados “dímeros convencionais”, encontrados 

nas demais Lys49-PLA2s. Estes dímeros são unidos pelas interfaces A/B e C/D, que apresentam 

um grande número de ligações de hidrogênio, pontes salinas (Tabela 12) e de contatos de van 

der Waals (Tabela 13) que contribuem significativamente para a estabilização oligomérica.  

Cabe ressaltar que no caso desta estrutura não foi encontrado a possibilidade de escolha do 

“dímero alternativo” na unidade assimétrica como encontrado nas demais Lys49-PLA2s. 
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Tabela 12: Listagem dos resíduos e átomos envolvidos em ligações de hidrogênio e pontes salinas nas 
interfaces dos monômeros que constituem a estrutura cristalográfica da MjTX-I. 

 Resíduos/átomos envolvidos Distância (Å) 

Ligações de hidrogênio A: Q11 [ O ]; B: W77 [ NE1 ] 2.77 

 A: E12 [ OE2 ]; B: K80 [ NZ ] 2.71 

 A: E12 [ O ]; B: W77 [ NE1 ] 3.56 

 A: K80 [ O ]; B: K80 [ NZ ] 2.76 

 A: W77 [ NE1]; B: Q11[ O ] 3.13 

 A: K80 [ NZ ]; B: E12 [ OE2 ] 2.60 

 A: W77 [ NE1]; B: E12[ O ] 3.48 

 A: K80 [ NZ ]; B: K80 [ O ] 2.66 

 C: W77 [ NE1 ]; D: Q11[ O ] 2.95 

Pontes salinas A: E12 [ OE1 ]; B: K80 [ NZ ] 3.47 

 A: E12 [ OE2 ]; B: K80 [ NZ ] 2.71 

 A: K80 [ NZ ]; B: E12 [ OE1] 3.21 

 A: K80 [ NZ ]; B: E12 [ OE2 ] 2.60 

 C: E12 [ OE1 ]; D: K80 [ NZ ] 2.88 

 C: E12 [ OE2 ]; D: K80 [ NZ ] 2.39 

 C: K80 [ NZ ]; D: E12 [ OE2 ] 3.70 
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Tabela 13: Listagem dos resíduos envolvidos em contatos de van der Waals nas interfaces dos monômeros 
que constituem a estrutura cristalográfica da MjTX-I. 
Interface A/B Interface A/C Interface A/D Interface B/D Interface C/D 

L10 (A)/W77 (B) N60 (A)*/N114 (C) D76 (A)*/E87 (D)* N114 (B)/N60 (D)* Q11 (C)/G15 (D) 
Q11 (A)/W77 (B) N88 (A)/Y113 (C) K78 (A)*/E87 (D)* N114 (B)/C91 (D) E12 (C)/K80 (D) 
Q11 (A)/K80 (B) P90 (A)/K110 (C)* E86 (A)/D76 (D)* K115 (B)/N60 (D)* W77 (C)/Q11 (D) 
E12 (A)/W77 (B) P90 (A)/G111 (C) E86 (A)/K78 (D) K116 (B)/N60 (D)* W77 (C)/E12 (D) 
E12(A)/K80 (B) P90 (A)/T112 (C) E86 (A)/V83 (D)  W77 (C)/T13 (D) 
T13 (A)/W77 (B)    W77 (C)/G15 (D) 
G15 (A)/W77 (B)    W77 (C)/K80 (D) 
W77 (A)/L10 (B)    N79 (C)/R107 (D) 
W77 (A)/Q11 (B)    K80 (C)/Q11 (D) 
W77 (A)/E12 (B)    K80 (C)/E12 (D) 
W77 (A)/T13 (B)    K80 (C)/K80 (D) 
W77 (A)/G15 (B)    K80 (C)/T81 (D) 
W77 (A)/W77 (B)    K80 (C)/R107 (D) 
W77 (A)/K80 (B)    T81 (C)/K80 (D) 
N79 (A)/R107 (B)    R107 (C)/N79 (D) 
K80 (A)/E11 (B)    R107 (C)/K80 (D) 
K80 (A)/Q12 (B)     
K80 (A)/W77 (B)     
K80 (A)/K80 (B)     
K80 (A)/T81 (B)     

K80 (A)/R107 (B)     
T81 (A)/K80 (B)     

R107 (A)/N79 (B)     
R107 (A)/K80 (B)     

* Resíduos presentes apenas na sequência primária da MjTX-I (Ver Figura 51). 
 

Com o intuito de se analisar com maiores detalhes o comportamento oligomérico desta 

proteína, diversos estudos foram realizados com a proteína em solução, incluindo: 

espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS), espalhamento de luz dinâmico (DLS) e 

cromatografia analítica de exclusão molecular, que serão apresentados a seguir. 

As medidas de SAXS revelaram que a MjTX-I [5,0 mg.ml-1] quando dissolvida em água 

apresenta um raio de giro (Rg) de 1,67 ± 0,50 nm e uma massa de 18 ± 3 kDa. Já quando a 

amostra de MjTX-I foi dissolvida em tampão 20 mM Tris HCl pH 8,0, apresentou um Rg de 

2,62 ± 0,30 nm e uma massa ~ 43,6kDa. Estes dados mostram a importância do meio físico-

químico para a oligomerização desta proteína. De fato, as curvas teóricas de SAXS (calculadas 

pelo Crysol) obtidas a partir de um dos monômeros ou do dímero, apresenta um excelente ajuste 

das curvas experimentais obtidas pela amostra dissolvida em água e em Tris HCl, 
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respectivamente (Figura 49). Além disso, a sobreposição do modelo ab initio gerado a partir 

dos dados de SAXS com os dímeros convencional e alternativo mostra que a melhor 

sobreposição é realizada com o dímero convencional (Figura 49). Estes dados mostram que a 

MjTX-I não formou dímeros alternativos em nossos experimentos. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 49: Experimentos de espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS) da MjTX-I. (A) Curvas teóricas 
(linhas contínuas) para os estados monomérico e dimérico (calculado pelo software Crysol a partir da 
estrutura cristalográfica) da MjTX-I e a curva obtida por SAXS (círculos) com a amostra dissolvida em 
água e em 20 mM Tris HCl. (B) Função da distribuição de distâncias, p(r), após o uso da transformada 
inversa de Fourier. (C) Sobreposição do dímero convencional (em cartoon) com o envelope ab initio 
calculado a partir da curva de SAXS (superfície cinza). (D) Sobreposição do dímero alternativo (em cartoon) 
com o envelope ab initio calculado a partir da curva de SAXS. 
 
 

Os experimentos de DLS também mostraram que a MjTX-I é predominantemente 

monomérica em água ultra-pura a 1,5 mg.ml-1, apresentando uma distribuição molecular 

unimoldal (Polidispersividade = 16,5%), com uma massa molecular de aproximadamente 19 

kDa, calculada a partir do raio hidrodinâmico (RH) obtido de 2,1 nm (Tabela 14). Este resultado 

é baseado no fato que a massa molecular da MjTX-I é aproximadamente 14 kDa. Por outro 

lado, as medidas de DLS também indicaram uma oligomerização após o aumento gradual na 

concentração de Tris HCl (mesmo tampão usado nas condições de cristalização) e após duas 

horas de incubação com esse tampão (Tabela 14). Após a incubação com o Tris HCl, a MjTX-

I parece assumir uma forma dimérica a 0,5; 2,0 e 10 mM Tris HCl (RH = 2,7 – 2,8 nm; média 
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de massa molecular ≈ 33 - 37 kDa), e uma forma tetramérica a 20 mM Tris HCl (RH = 3,7 nm; 

média de massa molecular ≈ 70 nm). 

 

Tabela 14: Raio hidrodinâmico e porcentagem de polidispersividade obtidos por experimentos de 
espalhamento de luz dinâmico (DLS) da MjTX-I. Os experimentos foram realizados com a proteína 
dissolvida em água ultra pura e em diferentes concentração de Tris HCl pH 8,0 (0,5; 2,0; 5,0; 10,0 e 20 mM). 
No casa das medidas realizadas na presença do tampão, elas foram obtidas após imediatamente a sua adição 
e duas horas depois. Os círculos em cinza correspondem a conformação oligomérica obtida em cada 
condição experimental. 
 

 R (nm) MW (kDa) % Pd % Mass 

Water 2,1 19 16,5 99,6  
0,5 mM 2,1 19 19,3 99,4  

0,5 mM* 2,7 33 37,6 99,8  

2,0 mM 1,9 15 17,6 99,8  
2,0 mM* 2,8 37 32,3 99,3  

10 mM 1,9 15 15,8 99,8  
10 mM* 2,8 37 28,6 99,8  

20 mM 3,7 71 25,3 97,6  
* Após duas horas de adição do Tris HCl 

 

 

 Em seguida, foi realizada uma cromatografia analítica de exclusão molecular com a MjTX-

I purificada utilizando uma coluna Superdex 75 10/300 GL (GE HealthcareTM) equilibrada com 

20 mM Tris-HCl pH 8,0 a 20°C. A cromatografia de exclusão molecular mostrou uma curva 

larga de absorbância a 280 nm durante a eluição da MjTX-I da coluna (Figura 49), confirmando 

a presença de diversas conformações oligoméricas a 20 mM Tris HCl pH 8,0. Baseado na curva 

de calibração obtida a partir das proteínas padrão e no gel de eletroforese realizado com as 

frações eluídas é possível se atestar a ocorrência de monômeros, dímeros e tetrâmeros na 

solução eluída (Figura 50). 
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Figura 50: (A) Cromatografia de exclusão analítica da MjTX-I em 20 mM Tris HCl pH 8,0. O gel de 
eletrorese 13% SDS-PAGE mostra frações da MjTX-I eluidas em diferentes posições do pico obtido. Linha 
I: marcador molecular da Bio-Rad Laboratories, Inc; Linha II: MjTX-I coletada nos volumes de eluição 
correspondentes aos pontos 1 e 2 do cromatograma; Linha III: MjTX-I coletada no volume de eluição 
correspondete ao ponto 3 do cromatograma. (B) Curva de calibração utilizando proteínas padrão de massa 
molecular conhecida mostra as diferentes conformações oligoméricas da MjTX-I em 20 mM Tris HCl pH 
8,0. As proteínas padrão de massa molecular conhecida foram obtidas a partir do quite de calibração para 
gel filtação de proteínas de baixa massa molecular da empresa Sigma-AldrichTM que contém os seguintes 
componentes: blue dextran (2000 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), anidrase carbônica (29 kDa), 
citocromo C (12.4 kDa), e aprotinina (6.5 kDa).   
  

 

Os experimentos de DLS e cromatografia de exclusão molecular mostram claramente uma 

tendência de oligomerização e a ocorrência de diversas conformações oligoméricas desta 

proteína. Portanto, o arranjo estrutural de quatro moléculas encontrado na unidade assimétrica 

pode refletir uma conformação oligomérica fisiologicamente relevante. Analisando a estrutura 

cristalográfica desta proteína (Figura 48; Tabelas 12 e 13), é possível se observar diversas 

características estruturais que justificam esta oligomerização. Em diversas proteínas 

oligoméricas tem sido observada uma maior frequência de aminoácidos carregados e polares 

nas interfaces dos monômeros do que nas regiões internas, enquanto que os resíduos 

hidrofóbicos são menos comuns nas interfaces (Janin et al., 1988; Tsai et al., 1997; D’Alessio, 

1999). A estrutura cristalográfica da MjTX-I apresenta um padrão semelhante com uma alta 

frequência de resíduos carregados e polares nas interfaces entre os monômeros que compõem a 

estrutura da MjTX-I. Estas interfaces apresentam 40,7 % de aminoácidos carregados, 39,5% de 
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aminoácidos polares e 22,2% de hidrofóbicos, enquanto que as regiões internas apresentam 

27,8% de aminoácidos carregados, 32,7% de polares e 39,3% de hidrofóbicos. Além disso, oito 

resíduos polares encontrados nas interfaces dos monômeros A/C, B/D e A/D (~29% do total de 

resíduos) são encontrados apenas na MjTX-I, não estando presentes em outras Lys49-PLA2s. 

Além disso, pelo menos um destes resíduos está presente nessas interfaces na condição de 

responsável por 50% das interações de van der Waals entre os monômeros destas interfaces 

(Tabela 13). Estes dados mostram a importância destes aminoácidos exclusivos da MjTX-I e 

são uma importante característica para a formação de oligômeros desta proteína.  

 A formação de dímeros convencionais pode ser justificada pela substituição de um resíduo 

de Tyr por um resíduo de Val na posição 119. A Tyr119 é um resíduo conservado em todas as 

Lys49-PLA2s botrópicas, com exceção da MjTX-I, e ela é essencial para a estabilização do 

dímero alternativo por conta de uma ligação de hidrogênio realizada entre os Oγ das Tyr119, 

uma de cada monômero (dos Santos et al., 2009). Além disso, analisando o alinhamento da 

sequência de aminoácidos da MjTX-I com as demais Lys49-PLA2s, podemos observar que na 

região C-terminal, além da mutação Tyr119Val, a MjTX-I apresenta uma série de outras 

mutações Tyr117Arg, Lys127Asp, Asp130Arg (Figura 51).  
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Figura 51: Alinhamento de sequências de aminoácidos de Lys49-PLA2s do gênero Bothrops. Os números 
destacados acima do alinhamento se referem a posições que possuem aminoácidos conservados em outras 
Lys49-PLA2s, mas que não se conservam na sequência da MjTX-I. 
 
 

Como observado anteriormente, a região C-terminal é uma região diretamente ligado à 

expressão da atividade miotóxica e estas mutações podem ter um impacto direto à 

miotoxicidade da MjTX-I. O Dr. Walter L. G. Cavalcante realizou a medida de contração 

muscular indireta na junção neuromuscular nervo-frênico diafragma de camundongos e foi 

observado que o bloqueio das contrações indiretas não alcançou 50% (t1/2) em 90 minutos com 

1µM de MjTX-I (Figura 52). Estudos anteriores mostraram que o t1/2 para 1µM de BthTX-I, 

PrTX-I e MjTX-II (também isolada do veneno de Bothrops pirajai) foi de, respectivamente, 

40,3 ± 3,5 min; 49,0 ± 6,9 min e 35,2 ± 2,0 min (Cavalcante et al., 2007). A MjTX-I só 

conseguiu apresentar valores de t1/2 similares quando foi administrada numa concentração de 

5µM (29,6 ± 1,7 min) (Figura 52).  
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Figura 52: Efeito da MjTX-I sobre a contração muscular evocada indiretamente sobre a junção 
neuromuscular nervo frênico-diafragma de camundongos. O bloquei neuromuscular foi produzido após a 
administração de 1µM (círculos) e 5 µM (triângulos) em relação ao controle (quadrados). A ordenada 
representa a % da amplitude da contração em relação à amplitude da contração inicial.  A abcissa 
representa o tempo após a aplicação da MjTX-I/tampão na preparação. As barras verticais representam o 
desvio em relação à média dos experimentos realizados e o asterisco indica diferença significativa em relação 
ao controle (p<0,05) (n=3). 

 

Por fim, com o intuito de se entender a evolução e o parentesco desta intrigante Lys49-

PLA2, realizou-se uma análise filogenética baiesiana utilizando toda as sequências de 

aminoácido de Lys49-PLA2s isoladas do veneno de serpentes do gênero Bothrops (Figura 53). 

Esta análise filogenética mostrou que como observado anteriormente, todas as Lys49-PLA2s 

botrópicas agrupam-se em um mesmo ramo (dos Santos et al., 2011). Apesar de suas 

características peculiares, a MjTX-I aparece como grupo irmão da PrTX-I e da PrTX-II, duas 

Lys49-PLA2s diméricas isoladas do veneno de Bothrops pirajai. Entretanto, se analisarmos a 

árvore filogenética considerando as distâncias evolutivas de todas as Lys49-PLA2s em relação 

ao seu ancestral comum, veremos que a MjTX-I é o ramo mais longo de toda a árvore, ou seja, 

foi a que mais acumulou diferenças em relação ao ancestral comum de todas as Lys49-PLA2s. 

Esta característica evolutiva reflete as característica oligoméricas peculiares da MjTX-I e que 

deve ser um produto da evolução acelerada destas proteínas (Ogawa et al, 1996).  
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Figura 53: Árvore filogenética baiesiana de todas as Lys49-PLA2s isoladas do veneno de serpentes do gênero 
Bothrops depositadas no NCBI protein database visualizada de maneira tradicional (A) e computando os 
comprimentos dos ramos (em azul) (B). Os valores de probabilidade posterior após 106 ciclos estão indicados 
nos nós dos ramos. Nós com valores de probabilidade posterior menor que 0,75 foram colapsados. E-value 
mínimo das sequências foi de 3.10-47. 
 

A oligomerização de múltiplas e idênticas subunidades é uma maneira simples de se 

formar estruturas funcionais maiores de maneira geneticamente econômica (Pereira-Leal et al., 

2007). Em relação à evolução dos venenos em répteis, os genes encontrados no ancestral 

comum de todos os toxicoferanos evoluíram para formar venenos cada vez mais complexos, 

inclusive com a ocorrência de eventos de neofuncionalização, provocados pela associação 

covalente de toxinas de múltiplas unidades (Fry, 2005; Fry et al., 2009). Neste caso, é possível 

se supor que as múltiplas conformações oligoméricas da MjTX-I podem ser um estado 

molecular intermediário desta proteína que em contínua evolução pode adquirir uma nova 

função como uma resposta a variação ambiental e a adaptação a captura de novas presas. A 

estrutura cristalográfica da MjTX-I foi depositada no PDB com a ID 3T0R e os dados aqui 

apresentados foram publicados em uma revista internacional da área (Anexo 04).  
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Capítulo 6 

Inibidores plasmáticos de PLA2s  
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 Os venenos de serpentes são a principal arma destes animais para busca e apreensão de 

presas, assim como defesa contra predadores. Entretanto, alguns animais apresentam resistência 

ao envenenamento ofídico. Esta resistência se dá pela presença de fatores de neutralização 

proteicos encontrados no plasma sanguíneo destes animais, como os isolados de alguns 

mamíferos roedores e marsupiais (Fortes-Dias, 2002). Estes inibidores são encontrados também 

no plasma de diferentes espécies de serpentes, como, por exemplo, os inibidores endógenos de 

fosfolipases A2 (PLIs), que devem ocorrer como autoproteção dessas serpentes contra o próprio 

veneno (Faure, 2000; Fortes-Dias, 2002). Os PLIs são glicoproteínas ácidas não-proteolíticas 

com massa molecular de 75 a 180 kDa que podem formar estruturas oligoméricas de três a seis 

subunidades (Fortes-Dias, 2002; Lizano et al., 2003). Esses inibidores são classificados em três 

classes estruturais, α, β e γ, que podem ser encontrados ao mesmo tempo no veneno de uma 

mesma espécie de serpente (Lizano et al., 2000). Os α e γ-PLIs foram encontrados em um 

grande número de espécies de serpentes, ao contrário das β-PLIs que foram encontrados em 

apenas três espécies de serpentes, sendo duas delas não peçonhentas (Faure, 2000; Fortes-Dias, 

2002; Okumura et al., 2002). Cada uma destas classes é caracterizada pela presença de domínios 

proteicos conhecidos. Os α-PLIs possuem um domínio de reconhecimento de carboidratos 

(CRD domain) de lectinas do tipo C, que alguns autores afirmam que podem não se ligar à 

carboidratos (Ohkura et al., 1997; Okumura et al., 1999); os β-PLIs possuem um domínio de 

repetição de leucinas (LRR domain) (Lima et al., 2011) e os γ-PLIs, os mais conhecidos e 

abundantes, que possuem domínios three-finger ricos em cisteínas (Nobuhisha et al., 1998). De 

acordo com a classe a que o PLI pertence, ele mostra diferentes especificidades às fosfolipases 

A2 (Okumura et al., 1999).  

  Entretanto, o modo como se ligam às fosfolipases A2 ainda é muito pouco conhecido assim 

como, a sua conformação oligomérica correta. Assim, na próxima seção (6.1 Resultados e 

Discussão) serão apresentados os resultados da investigação de dois PLIs: I) de um α-PLI 
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isolada do plasma de Bothrops alternatus (αBaltMIP) (seção 6.1.1) e II) um γ-PLI isolado do 

plasma de Crotalus durissus terrificus (CNF) (seção 6.1.2). 

 

 6.1 Resultados e Discussão 

 
 
6.1.1 αBaltMIP, um inibidor de fosfolipase A2 isolado do plasma sanguíneo de Bothrops 

alternatus 

 

 Do plasma da serpente Bothrops alternatus foi isolado um α-PLI, batizado como αBaltMIP 

que possui 24 kDa em sua forma monomérica e que foi demonstrado apresentar atividades 

inibitórias contra diversas fosfolipases A2 de diferentes serpentes da América Latina (Santos-

Filho et al., 2011). No intuito de se obter maiores informações a respeito da estrutura 

tridimensional do αBaltMIP, foi construído um modelo teórico desta proteína a partir de 

técnicas de threading com a realização posterior de simulação de dinâmica molecular, 

utilizando como molécula template a estrutura cristalográfica da cadeia A da proteína D 

surfactante de pulmão (SP-D) (PDB ID 1PWB). O modelo teórico final do αBaltMIP (Figura 

53) calculado após a simulação de dinâmica molecular apresentou uma boa qualidade geral (Z 

score = - 4,99) e uma excelente qualidade estereoquímica, com 97,9% de resíduos localizados 

nas regiões permitidas no gráfico de Ramachandran. A análise da estrutura teórica do αBaltMIP 

revela a presença de um “pescoço” formado por uma hélice alfa longa (α-helical neck) e um 

domínio de reconhecimento de carboidratos (CRD domain), formado por duas hélices alfa e 

seis folhas beta (Figura 54). 
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Figura 54: :Representação em cartoon do modelo teórico da αBaltMIP obtido após 10 ns de dinâmica 
molecular. Os resíduos 11-37 e 49-143 correspondem, respectivamente às regiões de α-helical neck e domínio 
de reconhecimento de carboidratos (CRD domain). O resíduo Asn103 está representando em sticks 

corresponde ao sítio de glicosilação e é conservado em todas as α-PLIs. 
 
 
 A análise do alinhamento das sequências de aminoácidos do αBaltMIP, de outros αPLIs 

isolados do plasma de outras serpentes e de proteínas SP-D humana e de camundongo mostra 

que as sequências de mamíferos apresentam uma inserção na região 97-109 (correspondendo a 

região 294-306 na sequência humana) (Figura 55). A comparação estrutural entre o modelo 

teórico final do αBaltMIP e da estrutura cristalográfica da SP-D humana mostra que esta 

inserção corresponde a um loop onde estão localizados os resíduos Asp297 e Glu301, que estão 

envolvidos na coordenação de dois íons Ca2+ (Shrive et al., 2003). Um destes íons é responsável 

pela coordenação do outro íon Ca2+ e de um outro loop, que por sua vez, estão diretamente 

envolvidos na ligação de carboidratos (Shrive et al., 2003). Desta forma, este “loop de ligação 

de Ca2+, está ausente nas αPLIs, fortalecendo as hipóteses de Okumura et al. (1999) que os 

αPLIs não se ligam à carboidratos e inibem as fosfolipases A2 de um modo independente de 

Ca2+. Estes mesmos autores propuseram que os αPLIs formam trímeros com um poro central 

que seria responsável pela ligação e inibição das fosfolipases A2.  
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Figura 55: Alinhamento das sequências de aminoácidos do α-BaltMIP, dos demais α-PLIs disponíveis no 
NCBI protein data bank e das SP-D humana e de camundongo. 
 
 

Então, com o intuito de se avaliar a conformação oligomérica do αBaltMIP e as hipóteses 

destes autores, realizou-se neste trabalho experimentos de espalhamento de luz dinâmico 

(DLS). Os dados obtidos por DLS obtidos a 4°C e a 10°C mostram uma população de 

distribuição monomodal, com baixa polidispersividade (3,3% e 13,4%; respectivamente) com 

raios hidrodinâmicos (RH) médios de 3,4 nm e 3,6 nm, respectivamente. A fim de se avaliar a 

formação deste trímero, realizou-se o alinhamento estrutural da estrutura teórica (obtida como 

monômero após a simulação de dinâmica molecular) do αBaltMIP com os três monômeros da 

SP-D humana, obtendo-se um trímero de αBaltMIP que foi submetido a um refinamento de 

simulated annealing no programa CNS v.1.1 (Brunger et al., 1998). O resultado deste 

refinamento foi um trímero com raio aproximado de 3,75 nm, que é bastante próximo ao obtido 

por DLS (3,4-3,6 nm) (Figura 56). Além disso, como podemos ver, o trímero é estabilizado por 

interações eletrostáticas na região da α-helical neck, formando um poro central que, como 

proposto anteriormente (Okumura et al., 1999), deve ser mesmo a região de ligação e inibição 

das fosfolipases A2.  
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igura 56: Conformação trimérica teórica do α-BaltMIP gerado após um refinamento de simulated annealing 
do modelo obtido após 10 ns de simulação de dinâmica molecular. Este arranjo trimérico obteve uma 
diâmetro de aproximadamente de 7,5 nm, bastante próximo do raio hidrodinâmico (3,6 nm) obtido por 
espalhamento de luz dinâmico. 
 
 
 Como próximos passos, pretende-se cristalizar o αBaltMIP complexada com fosfolipases 

A2 afim de se obter informações mais detalhadas a respeito da interação entre estas duas 

moléculas. Os dados aqui apresentados foram publicados em uma revista internacional da área 

(Anexo 05).  

 

6.1.2 Crotalus neutralization factor (CNF), um γ-PLI isolado do plasma sanguíneo de Crotalus 

durissus terrificus 

 
 Crotalus neutralization factor (CNF) é um γ-PLI isolado do plasma sanguíneo de Crotalus 

durissus terrificus pela primeira vez em 1994 que se ligaria unicamente à crotoxina B (Fortes-
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Dias et al., 1994). Quando isolada, o CNF apareceu como um agregado oligomérico de 6-8 

monômeros, de 20kDa, que alcançaria a massa de 25 kDa quando glicosilada (Forte-Dias et al, 

1994). Com o intuito de se obter maiores informações estruturais dessa proteína e do seu 

complexo com a crotoxina B (CNF-CB) foram realizados diversos experimentos em solução. 

Inicialmente, foram realizados experimentos de dicroísmo circular (CD) com o CNF e o 

complexo CNF-CB para se obter informações estruturais acerca de suas estruturas secundárias 

(Figura 57).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 57: Espectros de dicroísmo circular do Crotalus neutralization factor (CNF) isolado do plasma de 
Crotalus durissus terrificus e o do complexo formado pelo CNF com a crotoxina isolada do veneno de 
Crotalus durissus terrificus (CNF+CB). 
 
 
 A figura 57 mostra que o espectro de dicroísmo circular do CNF possui um valor mínimo 

de [θ] a 217 nm e um máximo de [θ] ao redor de 197 nm, indicando uma proteína rica em folhas 

beta. O espectro do complexo CNF-CB é bastante similar ao de CNF sozinho, o que é bastante 

intrigante já que esse complexo é formado por uma proteína rica em folhas beta (CNF) e uma 

rica em hélices alfa (CB), sendo que o sinal de hélices alfa é sempre muito maior que o das 

folhas beta por causa do dipolo elétrico formado pelo grupo amina e carbonil a cada 3,6 
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resíduos. Uma das pequenas diferenças observadas entre as curvas é o deslocamento do valor 

de [θ] máximo de ao redor de 197 nm no espectro de CNF para ao redor de 193 nm no espectro 

de CNF-CB, indicando a presença de hélices alfa por conta da complexação com CB. 

Entretanto, não se vê nenhuma alteração no sinal obtido a 208 e 222 nm, comprimentos de onda 

bastante sensíveis a presença de hélices alfa, indicando uma contribuição muito pequena desse 

elemento de estrutura secundária à curva de CD do complexo CNF-CB. Essa pequena 

contribuição do sinal de alfa hélices no espectro de CNF-CB, indica uma pequena quantidade 

de CB nessa amostra, em contraste com um quantidade maior de CNF, sugerindo que a 

formação do complexo deve empreender uma razão CNF/CB maior do que 1:1. 

  Além disso, outra diferença observada entre as curvas é que a área no intervalo 210-220 

nm é mais larga no espectro de CNF-CB do que no espectro de CNF sozinho. Além disso, o 

valor de [θ] a 200nm é menor no espectro do complexo do que no espectro de CNF. Essas 

diferenças indicam um aumento da quantidade de elementos desordenados, sugerindo portanto 

que a complexação com CB desenovela algumas regiões de CNF. De fato, a deconvolução das 

curvas de CD obtidas realizada pelo algoritmo CONTINN (Sreerama & Woody, 2000). 

disponível no servidor Dichroweb (Whitmore & Wallace, 2008) sugere que CNF possui 44,4% 

de folhas beta e 50,7% de elementos desordenados e o complexo CNF-CB possui 38,2% de 

folhas beta e 54,3% de elementos desordenados. Em seguida, foram realizados experimentos 

de desenovelamento térmico do CNF (Figura 58 e 59) e do complexo CNF-CB (Figura 60 e 

61). 

O desenovelamento térmico do CNF mostra que este é uma proteína bastante estável já 

que seu desenovelamento se inicia apenas a partir dos 60°C e só aos 90°C ela atinge o seu nível 

máximo de desenovelamento (Figura 58). Com o intuito de se monitorar o aparecimento de 

elementos desordenados, o sinal a 200 nm foi monitorado em função do aumento da temperatura 
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(Figura 59). Essa análise mostrou um Transition melting (Tm) para a CNF de 78,1°C que foi 

calculado a partir do ponto de inflexão da curva sigmoide no Origin. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 58: Espectros de dicroísmo circular do Crotalus neutralization factor (CNF) em função da 
temperatura. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 59: Desenovelamento térmico do Crotalus neutralization factor (CNF) monitorado a 200 nm.  Foi 
obtido um Transition melting (Tm) para a CNF de 78,1°C, que foi calculado a partir do ponto de inflexão da 
curva sigmoide no Origin. 
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 Com relação ao desenovelamento térmico do complexo CNF-CB, ele inicia o seu 

desenovelamento a partir dos 75°C e só atinge o seu estágio final de desenovelamento a 95°C 

(Figura 60).  Esses dados sugerem que o complexo CNF-CB é mais estável que o CNF sozinho.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 60: Espectros de dicroísmo circular do Crotalus neutralization factor (CNF) complexado com a 
crotoxina B (CNF-CB). 
 

Do mesmo modo, com o intuito de se monitorar o aparecimento de elementos desordenados, 

o sinal a 200 nm do complexo CNF-CB foi monitorado em função do aumento da temperatura 

(Figura 61). Essa análise mostra a ocorrência de dois Tms ao longo da desnaturação do complexo 

CNF-CB. O primeiro Tm obtido (47,7°C) (Figura 60) é bastante próximo ao Tm obtido pela 

desnaturação da CB sozinha, monitorando-se o sinal a 222 nm (50,4°C). Essa diferença de 2,7 

°C obtida no Tm obtido poderia significar que a complexação com CNF leva à uma pequena 

desestabilização de CB. Entretanto, essa diferença pode ser atribuída às diferenças das 

condições que em os experimentos foram realizados, já que os comprimentos de ondas 

monitorados são diferentes e a quantidade de CB presente no experimento do complexo CNF-

CB é pequena. Já o segundo Tm obtido (83,4°C) (Figura 61) é próximo ao obtido pela 

desnaturação do CNF sozinho (78,1°C; Figura 59). Dessa forma, a complexação com CB leva 
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a um aumento de 5,3°C do Tm do CNF. A comparação dos resultados de desnaturação térmica 

do CNF e do complexo CNF-CB mostra que a complexação de CNF com CB leva a um aumento 

dos elementos desordenados de CNF, ou seja, desenovela algumas regiões dessa proteína. Além 

disso, a complexação com CB, leva a um aumento da temperatura para iniciar e atingir o estágio 

final de desenovelamento de CNF, consequentemente, causando um aumento no valor de TM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 61: Desenovelamento térmico do Crotalus neutralization factor (CNF) complexado à crotoxina B 
(CNF+CB) monitorado a 200 nm.  Foram obtidos dois Transition meltings (Tm1 e Tm2) que foram calculados 
a partir dos pontos de inflexão das curvas sigmoides no Origin. 
 
 Com o intuito de se obter maiores informações a respeito da conformação oligomérica dessa 

proteína, foram realizados experimentos de cromatografia analítica de exclusão molecular, 

espalhamento dinâmico de luz (DLS) e espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS).  Os 

dados de DLS (Tabela 15) mostram que para todas as temperaturas medidas, as amostras de 

CNF e CNF-CB apresentam-se como uma amostra unimodal (>99% da massa) e monodispersa 

(<15% de polidispersividade), com exceção das medidas do complexo CNF-CB acima dos 

10°C. Com relação ao raio hidrodinâmico, o CNF apresenta um raio hidrodinâmico (Rh) de 4,4± 

0,1 nm e o complexo CNF-CB, um Rh de 4,5± 0,15 nm. Esses dados mostram que a 

complexação com CB não leva a um aumento significativo do tamanho do complexo CNF-CB 
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em relação ao CNF sozinho. Com relação à estimativa de massa, as amostras com menor 

polidispersividade indicam uma massa ao redor de 100-110 kDa, para CNF, indicando que essa 

proteína pode ser um tetrâmero em solução, considerando que o seu monômero na forma 

glicosilada possui uma massa de 25 kDa.  

 

Tabela 15: Raio hidrodinâmico e porcentagem de polidispersividade obtidos por experimentos de 
espalhamento de luz dinâmico (DLS) do Crotalus neutralization factor (CNF) e do complexo desta proteína 
com a crotoxina B (CNF+CB) em três diferentes temperaturas. 

  
Temperatura 
(°C)   

Rh 
Massa Molecular Estimada 

(kDa) 
  

% 
Polidispersividad

e 

% 
massa 

        

C
N

F 

4   4,3 101   6,0 99,5 

10  4,4 108  14,4 99,8 

18  4,5 114  16,2 99,7 
        

C
N

F 
+C

B
 

4   4,4 107   8,2 99,6 

10  4,6 120  25,9 99,7 

18   4,7 123   16,6 99,7 

 

  

A cromatografia analítica de exclusão molecular realizada com o CNF em uma coluna 

Superdex 200 10/300 GL (GE HealthcareTM) equilibrada com 20 mM Bicarbonato de amônio 

pH 6,5 a 20°C, mostrou que essa proteína foi eluída com 11,52 ml e que isso corresponde a uma 

massa de 173 kDa calculada a partir da curva de calibração de proteínas de massa conhecida, 

indicando um oligômero de aproximadamente de oito moléculas (Figura 62). Entretanto, cabe 

ressaltar que proteínas glicosiladas muitas vezes apresentam comportamentos anômalos em 

cromatografias analíticas de exclusão molecular já que glicoproteínas podem ter estruturas mais 

alongadas que proteínas globulares graças a uma maior hidratação em solução das cadeias de 

carboidrato em relação às cadeias polipeptídicas (Andrews, 1965).  
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Figura 62: (A) Cromatografia de exclusão analítica da CNF em 20 mM Formato de Amônio pH 6,5.  (B) 
Curva de calibração utilizando proteínas padrão de massa molecular conhecida. 
  

  Os dados de espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS) foram realizados em 

colaboração com o Prof. Dr. Mário de Oliveira Neto do Departamento de Física e Biofísica do 

Instituto de Biociências de Botucatu – UNESP mostrou que essa proteína pode ser uma mistura 

de diferentes oligômeros, já que é possível se obter três raios de giro diferentes a partir da curva 

de espalhamento obtida do CNF a 5 mg.ml-1 (Figura 63). 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 63: Curva de espalhamento de raios X à baixo ângulo da CNF dissolvida em 20 mM Bicarbonato de 
Amônio pH 6,5 concentrada a 5 mg.ml-1. O gráfico em vermelho mostra a relação da intensidade do 
espalhamento em relação ao vetor de espalhamento ao quadrado, onde se pode obter três raios de giro 
diferentes obtidos de uma mesma amostra de CNF. 
 

A 
B 
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 De fato, a análise do gel de eletroforese de poliacrilamida 15% em condições não 

desnaturantes de amostras de CNF de diferentes concentrações (1; 5 e 10 mg.ml-1) mostra a 

formação de diversos arranjos oligoméricos, incluindo dímeros, tetrâmeros e octômeros da 

formas glicosilada e dímero da forma não glicosilada (Figura 64). 

 

  

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 64: Gel de eletroforese em condições não desnaturantes da CNF de diferentes concentrações (1, 5 e 
10 mg.ml-1) mostrando as diferentes condições oligoméricas das formas glicosiladas (g+) e não glicosiladas 
(g-). A primeira linha à esquerda é a linha dos marcadores de massa molecular. 
 
 
  
 
 Além disso, experimentos de anisotropia de fluorescência emitida pelas tirosinas (CNF não 

possui resíduos de triptofano) mostram que com o aumento da concentração de CNF, o valor 

de anisotropia também aumenta, indicando, consequentemente, um aumento do tamanho das 

moléculas de CNF em solução (Figura 65).  Esse experimento revelou que o CNF nas 

concentrações de 72, 100 e 140 µM possui valores médios de anisotropia de, respectivamente, 

0,092; 0,105 e 0,118. 
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Figura 65: Anisotropia de fluorescência dos resíduos de tirosina do Crotalus neutralization factor (CNF) em 
diferentes concentrações, de 72 µM (preto), 100 µM (vermelho) e 140 µM (azul). 
 
 

 

Ainda com relação aos dados obtidos por SAXS, as curvas de intensidade (Iq) em função do 

vetor de espalhamento q das amostras de CNF e CNF-CB mostram a presença de dois mínimos, 

indicando que ambas as amostras são esféricas e por isso, devem apresentar uma curva de 

distribuição de distâncias (p(r)) centrossimétrica, como visto no capítulo 2 (Figura 11). 

Entretanto, só foi possível obter-se uma curva de p(r) dessa forma após a eliminação de 20 (para 

CNF) e 8 (para CNF-CB) pontos iniciais da curva, que indicavam a agregação das amostras, 

resultando das curvas de espalhamento e de p(r) mostradas abaixo (Figura 66). 
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Figura 66: (A) Curva de espalhamento de raios X a baixo ângulo do Crotalus neutralization factor (CNF; 
em preto) e do seu complexo com a crotoxina B (CNF-CB; vermelho) após a retirada dos 20 (para CNF) e 8 
(para CNF-CB) pontos iniciais que eram referentes à agregados. (B) Curva de distribuição de distâncias 
(p(r)) para as amostras de CNF (vermelho) e CNF-CB (preto). 
 
 

 A análise das curvas de SAXS obtidas mostram que o CNF e o CNF-CB possuem um raio 

de giro (Rg) de 34,75 Å e 34,36 Å, respectivamente. Esses dados corroboram com os dados 

obtidos por espalhamento dinâmico de luz, mostrando que o tamanho do CNF isolado se 

mantém praticamente o mesmo após a complexação com a CB. Calculando-se a razão Rg/Rh do 

CNF e do complexo CNF-CB obtém os valores de, respectivamente, 0,789 e 0,763, mostrando 

que ambas as amostras são globulares, já que esferas perfeitas apresentam uma razão Rg/Rh de 

0.775 (Kokufuta et al., 2007). 

Utilizando-se o programa SAXSMow (Fischer et al., 2010), calculou-se a estimativa da 

massa para cada uma das amostras a partir das curvas de SAXS obtidas. O CNF apresentou uma 

massa aproximada de 118 kDa, compatível com um tetrâmero, como fora previamente 

observado por DLS. Já o complexo CNF-CB apresentou uma massa aproximada de 111 kDa, 

compatível com a estequiometria de 4:1 de CNF:CB, considerando a massa de CNF como 25 

kDa como monômero e o de CB de 14 kDa.  

A
  A 

B B 
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 O modelo teórico de CNF (Figura 67) criado a partir de técnicas de threading com a 

posterior realização de simulações de dinâmica molecular apresentou uma excelente qualidade 

estereoquímica, com 97,7% de resíduos localizados nas regiões permitidas no gráfico de 

Ramachandran. A análise da estrutura teórica da CNF mostra que como previsto por dicroísmo 

circular, esta proteína é composta por loop, elementos desordenados e folhas beta formando 

diversos domínios three fingers, que são bastante característicos das γ-PLIs (Forte-Dias, 2002) 

(Figura 67). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 67: Representação em cartoon da estrutura teórica da CNF obtida após 10 ns de dinâmica 
molecular. 
 
  
 Uma análise mais cuidadosa da estrutura obtida in silico mostra que grande parte dos oito 

resíduos de tirosina presentes na sequência de aminoácidos estão expostos ao solvente (Figura 

68). A análise da fluorescência estática emitida pelos resíduos de tirosina mostra que conforme 

se aumenta a concentração de CNF, se diminui o sinal de fluorescência das tirosinas, indicando 

que elas ficam menos expostas em maiores concentrações (Figura 69). Esses dados sugerem 

que a interação entre as moléculas de CNF para a formação de oligômeros maiores se dá através 

de regiões ricas em tirosina, justificando, portanto, a diminuição do sinal florescente. Estudos 

anteriores com fragmentos de inibidores gama de serpentes do gênero Python mostraram que o 

fragmento PGLPLSLQNG é capaz de inibir cerca de 90% da atividade fosfolipásica (Twin et 
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al., 2002) e que portanto sugerem que essa a região pela qual o inibidor gama se liga à 

fosfolipase A2. Interessantemente, no modelo in silico do CNF esse fragmento encontra-se 

exposto ao solvente, em uma região que está próxima a duas tirosinas expostas ao solvente, mas 

oposta a uma região que possui cinco tirosinas expostas ao solvente (Figura 68). Dessa maneira, 

este modelo estrutural teórico é capaz de apontar prováveis sítios de interação do CNF com 

outras moléculas de CNF para a sua oligomerização (região rica em tirosinas) e do CNF com a 

CB (fragmento PGLPLSLQNG como apontado por Twin et al., 2002).  

Figura 68: Representação em cartoon da estrutura teórica da CNF obtida após 10 ns de dinâmica molecular 
com destaque em sticks para as tirosinas presentes na estrutura (em amarelo) e para o fragmento 
PGLPLSLQNG (em azul) apontado por Twin et al. (2002) como o sítio responsável pela interação da 
fosfolipase A2 com os inibidores gama de serpentes do gênero Python graças a capacidade desse fragmento 
de inibir atividade fosfolípidica. 
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Figura 69: Intensidade de fluorescência emitida pelos resíduos de tirosina do Crotalus neutralization factor 
(CNF) em diferentes concentrações, de 72 µM (preto), 100 µM (vermelho) e 140 µM (azul). 
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Capítulo 7 

Conclusões finais 

 



148 
 

 
  Os resultados mostrados aqui, mais uma vez, evidenciaram a importância da técnica de 

cristalografia de proteínas para obtenção de informações acerca do funcionamento de 

macromoléculas biológicas. Mais do que isso, os resultados mostraram também que a 

combinação dos resultados obtidos por cristalografia com outras técnicas biofísicas em solução 

e técnicas computacionais é uma ferramenta poderosíssima para um entendimento mais 

profundo e completo da ação destas moléculas.  

Neste trabalho, é apresentada a estrutura cristalográfica da crotoxina B de Crotalus durissus 

colillineatus cuja comparação estrutural com a crotoxina B e o complexo crotoxina de Crotalus 

durissus terrificus será de grande valia para uma melhor compreensão do mecanismo 

neurotóxico da crotoxina e da associação entre a crotoxina A e crotoxina B. Também é 

apresentada a expressão heteróloga da isoforma CBa2 crotoxina B de Crotalus durissus 

terrificus para posterior realização de experimentos de mutação sítio-dirigida de alguns resíduos 

afim de se identificar os aminoácidos responsáveis pela ação neurotóxica desta proteína. Além 

disso, são apresentados resultados de espalhamento de raios X a baixo ângulo da crotoxina, bem 

como de suas subunidades isoladas. A análise preliminar destes resultados indica uma 

oligomerização da crotoxina A e, sobretudo da crotoxina B, quando isolada, como já havia sido 

relatado anteriormente pelas estruturas cristalográficas de C.d. terrificus e C.d. colillineatus. 

Além disso, em combinação com dados de espectroscopia de fluorescência, os dados de SAXS 

também mostram que a molécula de crotoxina em solução é maior do que a obtida por 

cristalografia, indicando que ela pode ser composta a razão CA:CB deve ser maior do que 1:1, 

provavelmente 2:1.  

Com relação às Lys49-PLA2s isoladas de serpentes do gênero Bothrops, aqui são 

apresentadas as estruturas cristalográficas de duas Lys49-PLA2s isoladas do veneno da serpente 

B. brazili. A análise destas estruturas aliada à comparação estrutural delas levou à proposição 

de um novo mecanismo de ação para estas proteínas, baseado na identificação de dois sítios 
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independentes de interação com a membrana; i) sítio MDoS, formado pelos resíduos Lys115 e 

Arg118 (e, adicionalmente, Lys20 na maioria dos casos) que interagiria com a cabeça aniônica 

de fosfolipídios de membrana, estabilizando o dímero sobre a membrana alvo e; ii) o sítio 

MDiS, formado pelos resíduos Leu121 e Phe125, que seria responsável pela desestabilização 

da membrana. Além disso, experimentos realizados por colaboradores mostram que a análise 

funcional sobre a lesão provocada pela PrTX-I na membrana muscular complexada com dois 

diferentes inibidores, o ácido caféico e o ácido aristolóquico, mostram que esses inibidores 

realmente diminuem a atividade miotóxica dessa proteína. A análise da estrutura cristalográfica 

desses dois complexos da PrTX-I complexada com esses inibidores de origem vegetal, mostra 

que eles se ligam aos dois sítios anteriormente propostos; o ácido caféico se liga ao sítio MDoS 

e o ácido aristolóquico se liga parcialmente ao sítio MDiS. Estes dados reforçam a relevância 

destes sítios para a expressão da miotoxicidade das Lys49-PLA2s e mostram novos modos de 

inibição da toxicidade destas proteínas. Além disso, é mostrada também a estrutura 

cristalográfica da intrigante MjTX-I, isolada de B. moojeni, que diferentemente das outras 

Lys49-PLA2s, apresenta quatro moléculas na unidade assimétrica. A análise desta estrutura a 

aliada a resultados de diversas técnicas biofísicas de análise de proteínas em solução mostraram 

que, não só esse tetrâmero tem relevância biológica, mas também que esta proteína pode adotar 

diversas conformações oligoméricas, sendo, portanto um caso especial dentro das Lys49-

PLA2s. 

 Por fim, são apresentados resultados teóricos e experimentais acerca da estrutura 

oligomérica de dois inibidores de origem proteica de fosfolipases A2 isolados do plasma 

sanguíneo de serpentes (αBaltMIP e CNF) cuja análise forneceu inéditas informações acerca da 

estrutura quaternária dessas proteínas e de como ocorre a sua conjugação com às fosfolipases 

A2. No caso da αBaltMIP, a análise da sua sequência primária e de sua estrutura terciária 

modelada computacionalmente mostrou a ausência de loop de ligação de Ca2+, impede a 
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coordenação desse íon, que por sua vez, está envolvido na coordenação de carboidratos, sendo 

esta, portanto, a razão de αPLIs não se ligarem à carboidratos, como anteriormente previsto. 

Além disso, o trímero da αBaltMIP gerado por um refinamento do tipo simulated annealing, a 

partir do monômero gerado após 10 ns de dinâmica molecular, mostra a importância da região 

conhecida como α helical neck para a estabilização desse trímero e a formação de um poro 

central que seria a região de ligação das fosfolipases A2, provocando a sua inibição. No caso do 

crotalus neutralization factor (CNF) e do complexo desta proteína com a crotoxina B 

(CNF+CB), experimentos de dicroísmo circular mostram que o complexo é mais estável do que 

o CNF sozinho frente ao desenovelamento térmico. Além disso, experimentos de SAXS e DLS 

mostraram que CNF provavelmente deve ser um tetrâmero em solução e que a complexação 

com CB não produz efeitos em seu tamanho em solução. Por fim, o modelo in silico do CNF 

aliado a experimentos de fluorescência estática identificou na estrutura terciária dessa proteína 

possíveis sítios da interação do CNF com outras moléculas de CNF, na ocasião da sua 

oligomerização e do CNF com a molécula de CB. 
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Anexos 
 
 
Trabalhos publicados referentes à resultados apresentados neste trabalho. 
 

1. Crystallization and preliminary X-ray diffraction analysis of three myotoxic 
phospholipases A2 from Bothrops brazili venom; 
 

2. Structural bases for a complete myotoxic mechanism: Crystal structures of two non-
catalytic phospholipases A2-like from Bothrops brazili venom; 

 
3. Crystallization and preliminary X-ray diffraction analysis of a Lys49-phospholipase A2 

complexed with caffeic acid, a molecule with inhibitory properties against snake 
venoms; 

 
4. Structural and Phylogenetic Studies with MjTX-I Reveal a Multi-Oligomeric Toxin – 

a Novel Feature in Lys49-PLA2s Protein Class; 
 

5. Molecular cloning and biochemical characterization of a myotoxin inhibitor from 
Bothrops alternatus snake plasma. 
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Two myotoxic and noncatalytic Lys49-phospholipases A2 (braziliantoxin-II and

MT-II) and a myotoxic and catalytic phospholipase A2 (braziliantoxin-III) from

the venom of the Amazonian snake Bothrops brazili were crystallized. The

crystals diffracted to resolutions in the range 2.56–2.05 Å and belonged to space

groups P3121 (braziliantoxin-II), P6522 (braziliantoxin-III) and P21 (MT-II).

The structures were solved by molecular-replacement techniques. Both of the

Lys49-phospholipases A2 (braziliantoxin-II and MT-II) contained a dimer in the

asymmetric unit, while the Asp49-phospholipase A2 braziliantoxin-III contained

a monomer in its asymmetric unit. Analysis of the quaternary assemblies of the

braziliantoxin-II and MT-II structures using the PISA program indicated that

both models have a dimeric conformation in solution. The same analysis of the

braziliantoxin-III structure indicated that this protein does not dimerize in

solution and probably acts as a monomer in vivo, similar to other snake-venom

Asp49-phospholipases A2.

1. Introduction

Envenomation resulting from snakebites is an important public

health problem in rural areas of Asia, Africa and Latin America. A

recent study estimated that at least 421 000 envenomations and

20 000 deaths from ophidian accidents occur each year (Kasturiratne

et al., 2008). However, owing to scarce statistical data on this topic,

these numbers may be as high as 1 841 000 envenomations and 94 000

deaths (Kasturiratne et al., 2008). The mortality caused by snake bites

is much greater than those caused by several neglected tropical

diseases, including dengue haemorrhagic fever, cholera, leish-

maniasis, schistosomiasis and Chagas disease (Williams et al., 2010).

Only in recent years has this subject attracted massive attention from

the scientific community, with the publication of important articles

and reviews on the real impact of snakebites on health services

(Gutiérrez et al., 2006; Kasturiratne et al., 2008; Williams et al., 2010).

TheWorld Health Organization (WHO) has recognized snakebites as

a neglected tropical disease and the International Society on Toxin-

ology has created The Global Snakebite Initiative (Williams et al.,

2010). Both initiatives aim to reduce snakebite morbidity and

mortality through a programme of sustainable approaches and

outcome-oriented strategies. Although the majority of deaths owing

to snakebite envenomation occur in south and south-east Asia and in

sub-Saharan Africa (Kasturiratne et al., 2008), these accidents are

also an important health problem in Latin America (Gutiérrez &

Lomonte, 1995). They may result in drastic tissue damage and

permanent disability (Gutiérrez & Lomonte, 1995), leading to

economic and social problems. Snakes of the Bothrops genus

(Viperidae family) are responsible for more than 85% of all reported

ophidian accidents in Latin America (Fundação Nacional de Saúde,

2001; de Oliveira, 2009), and phospholipases A2 (PLA2s) are one of

the main components of their venoms (Fox & Serrano, 2008). These

enzymes promote Ca2+-dependent hydrolysis of the sn-2 acyl groups

of membrane phospholipids, releasing fatty acids and lysophospho-

lipids (Schaloske & Dennis, 2006). In addition to their catalytic

activity, these proteins are involved in a wide spectrum of pharma-

cological activities, including neurotoxicity, myotoxicity and cardio-

toxicity (Bon et al., 1979; Fletcher et al., 1981; Gutiérrez et al., 1991).
# 2012 International Union of Crystallography
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The catalytic site of these proteins is formed by a histidine at position

48 (according to the numbering system proposed by Renetseder et al.,

1985) and the conserved residues Asp49, Tyr52 and Asp99. Two

catalytic mechanisms of phospholipid hydrolysis by PLA2s have been

proposed: the single-water mechanism (Scott, Otwinowski et al., 1990;

Scott, White et al., 1990) and the assisting-water mechanism (Rogers

et al., 1996; Yu et al., 1998). Briefly, the single-water mechanism

proposes that after phospholipid binding His48 N�1 abstracts a proton

from a structurally conserved water, initiating nucleophilic attack

on the sn-2 position of the substrate and forming an intermediate

tetrahedral oxyanion which is stabilized by the Ca2+ cofactor (Scott,

Otwinowski et al., 1990; Scott, White et al., 1990). The assisting-water

mechanism suggests that two different water molecules are involved

in the formation and breakdown of the tetrahedral intermediate. In

this model, a water molecule coordinated by the Ca2+ ion performs

the nucleophilic attack. This catalytic water is also stabilized by a

second water molecule that is hydrogen bonded to His48 and Asp99

(Rogers et al., 1996; Yu et al., 1998).

In snakes of the Viperidae family, an important subgroup of PLA2s,

the Lys49-PLA2s, are found that exhibit natural replacements of the

Tyr28 and Asp49 residues by Asn28 and Lys49, respectively (Holland

et al., 1990; Fernandes et al., 2010). These substitutions hinder binding

of the Ca2+ ion, the essential cofactor for PLA2 catalysis, resulting

in an inability to promote phospholipid hydrolysis (Arni & Ward,

1996; Fernandes et al., 2010). Despite their catalytic inactivity, Lys49-

PLA2s play an important role in ophidic accidents, inducing drastic

local myonecrosis by a Ca2+-independent mechanism which is not

efficiently neutralized by conventional serum therapy, the action of

which is related to systemic mechanisms (Gutiérrez & Lomonte,

1995). Synthetic peptides and site-directed mutagenesis experiments

have shown that the 115–129 segment of the C-terminal region is

responsible for this myotoxic activity (Ward et al., 2002; Lomonte et

al., 2003; Chioato et al., 2007). Recently, a myotoxic site in Lys49-

PLA2s that is specific to venoms from snakes of the Bothrops genus

has been proposed that contains three residues: Lys115, Arg118

(C-terminus) and Lys20 (N-terminus) (dos Santos, Soares et al., 2009).

B. brazili is a snake that lives in the Amazonian region, being

found in Brazil, Colombia, Ecuador, Guyana, Peru, Suriname and

French Guiana (Campbell & Lamar, 2004). Access to antivenoms

in the remote areas of this region is very limited owing to natural

geographic barriers and the vast territory. Moreover, the commercial

therapeutic anti-bothropic serum produced by the Butantan Institute

(Brazil) has a low efficacy against Amazonian snakes (Muniz et al.,

2000). Despite the large amount of protein structural data available

for snakes of the Bothrops genus (Magro et al., 2004; Murakami et al.,

2007; dos Santos, Fernandes et al., 2009; Fernandes et al., 2010; dos

Santos et al., 2011), no structural studies related to Amazonian snakes

have been reported to date.

In this work, we report the crystallization, X-ray diffraction data

collection and molecular-replacement solution of three myotoxic

phospholipases A2 (the Asp49-PLA2 braziliantoxin-III and the

Lys49-PLA2s braziliatoxin-II and MT-II) from the venom of the

Amazonian snake B. brazili.

2. Materials and methods

2.1. Protein purification and crystallization

Braziliantoxin II (BbTX-II) and braziliantoxin-III (BbTX-III)

were isolated from B. brazili venom by single-step reverse-phase

HPLC as described previously (Huancahuire-Vega et al., 2009).

MT-II was obtained by the fractionation of B. brazili venom on a

CM-Sepharose column (2 � 20 cm) as described previously (Costa et

al., 2008). Lyophilized samples of BbTX-III and MT-II were dissolved

in ultrapure water to a concentration of 12 mg ml�1. A lyophilized

sample of BbTX-II was dissolved in 300 mM phosphate buffer to

the same concentration. The sparse-matrix method (Jancarik & Kim,

1991) was used to perform initial screening of the crystallization

conditions (Crystal Screen, Hampton Research). All crystals were

obtained using the conventional hanging-drop vapour-diffusion

method (McPherson, 2003), in which 1 ml protein solution and 1 ml
reservoir solution were mixed and equilibrated against the following

reservoir solutions (500 ml): 30%(w/v) polyethylene glycol 4000,

0.25 M lithium sulfate, 0.1 M Tris–HCl pH 8.5 for BbTX-II, 2%(w/v)

polyethylene glycol 400, 2.0 M ammonium sulfate, 0.1 M Na HEPES
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Figure 1
Crystals of the three myotoxic phospholipases A2 from B. brazili venom. (a)
Braziliantoxin-II, (b) braziliantoxin-III, (c) MT-II.
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pH 7.5 for BbTX-III and 30%(w/v) polyethylene glycol 8000, 0.25 M

ammonium sulfate, 0.1 M sodium cacodylate pH 6.5 for MT-II.

Crystals were grown at 291 K for approximately three weeks for

MT-II and BbTX-II and for three months for BbTX-III (Fig. 1).

2.2. X-ray data collection and processing

X-ray diffraction data from all crystals were collected at a wave-

length of 1.435 Å using a synchrotron-radiation source (MX1 station,

Laboratório Nacional de Luz Sı́ncrotron, LNLS, Campinas, Brazil)

and a MAR CCD imaging-plate detector (MAR Research). The

crystals were mounted in a nylon loop and flash-cooled in a stream

of nitrogen gas at 100 K without using a cryoprotectant. The data

were processed using the HKL program package (Otwinowski &

Minor, 1997).

3. Results and discussion

Data-collection statistics are shown in Table 1. The crystals diffracted

to resolutions in the range 2.56–2.05 Å and belonged to space groups

P3121 (BbTX-II), P6522 (BbTX-III) and P21 (MT-II). The crystal

structures were determined by molecular-replacement techniques as

implemented in the program MOLREP (Vagin & Teplyakov, 2010)

using the coordinates of piratoxin-I (PrTX-I; PDB entry 2q2j; dos

Santos, Soares et al., 2009) from B. pirajai venom for BbTX-II, of acid

phospholipase A2 (BthA-I; PDB entry 1zlb; Murakami et al., 2006)

from B. jararacussu venom for BbTX-III and of bothropstoxin-I

(BthTX-I) from B. jararacussu venom complexed with polyethylene

glycol 4000 (PDB entry 3iq3; Fernandes et al., 2010) for MT-II.

Calculations based on the protein molecular weight indicated the

presence of one molecule of BbTX-III and two molecules of BbTX-II

and MT-II in the asymmetric unit, corresponding to Matthews co-

efficients (VM; Matthews, 1968) of 2.12 Å3 Da�1 for BbTX-II,

2.74 Å3 Da�1 for BbTX-III and 2.16 Å3 Da�1 for MT-II. These values

are within the range for typical protein crystals, assuming a value of

0.74 cm3 g�1 for the protein partial specific volume. Analysis of the

quaternary assemblies of the BbTX-II and MT-II crystallographic

models using the PISA program (Krissinel & Henrick, 2007) showed

a complexation significance score of 1.0, indicating that both models

present a dimeric conformation in solution. The same analysis of the

BbTX-III structure indicated that this protein does not dimerize in

solution and probably acts as a monomer in vivo, similar to other

snake-venom Asp49-PLA2s (Carredano et al., 1998; Xu et al., 2003;

Murakami et al., 2006).

In conclusion, BbTX-II, BbTX-III and MT-II from B. brazili were

crystallized and X-ray diffraction data were collected. The structures

of the Lys49-PLA2s BbTX-II and MT-II showed a dimeric confor-

mation, while the Asp49-PLA2 BbTX-III presented a monomeric

conformation. Elucidation of the native structures and of structures

of possible complexes with different ligands may be useful for the

development of effective inhibitors that can be used as supplemental

treatments to serum therapy and as important models for synthesis of

new drugs.
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Table 1
X-ray diffraction data-collection and processing statistics.

Values in parentheses are for the highest resolution shell.

BbTX-II BbTX-III MT-II

Unit-cell parameters (Å, �) a = b = 56.43,
c = 129.08

a = b = 70.818,
c = 105.83

a = 39.01, b = 71.41,
c = 44.42,
� = 102.5

Space group P3121 P6522 P21
Resolution (Å) 40–2.11

(2.19–2.11)
50–2.70

(2.80–2.70)
20–2.08

(2.15–2.08)
Unique reflections 13825 (1381) 4562 (443) 13821 (1396)
Completeness (%) 95.9 (98.7) 97.2 (99.1) 96.4 (97.5)
Rmerge† (%) 6.3 (49.0) 13.4 (48.4) 12.9 (35.3)
Radiation source MX1 station, LNLS
Data-collection temperature (K) 100
Average I/�(I) 21.09 (2.95) 11.05 (3.48) 6.63 (2.05)
Multiplicity 4.9 (4.8) 7.5 (8.9) 2.8 (2.8)
Matthews coefficient VM

(Å3 Da�1)
2.12 2.74 2.16

Molecules in the asymmetric unit 2 1 2
Solvent content (%) 41.99 55.07 43.02

† Rmerge =
P

hkl

P
i jIiðhklÞ � hIðhklÞij=Phkl

P
i IiðhklÞ, where Ii(hkl) is the intensity of

an individual measurement of the reflection with Miller indices hkl and hI(hkl)i is the
mean intensity of that reflection. Calculated for I > �3�(I). Data were processed using
the HKL suite (Otwinowski & Minor, 1997).
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Amazonian snake
Bothrops brazili is a snake found in the forests of the Amazonian region whose commercial therapeutic anti-
bothropic serum has low efficacy for local myotoxic effects, resulting in an important public health problem in
this area. Catalytically inactive phospholipases A2-like (Lys49-PLA2s) are among the main components from
Bothrops genus venoms and are capable of causing drastic myonecrosis. Several studies have shown that the C-
terminal region of these toxins, which includes a variable combination of positively charged and hydrophobic
residues, is responsible for their activity. In this work we describe the crystal structures of two Lys49-PLA2s
(BbTX-II and MTX-II) from B. brazili venom and a comprehensive structural comparison with several Lys49-
PLA2s. Based on these results, two independent sites of interaction were identified between protein and
membrane which leads to the proposition of a new myotoxic mechanism for bothropic Lys49-PLA2s composed
of five different steps. This proposition is able to fully explain the action of these toxins and may be useful to
develop efficient inhibitors to complement the conventional antivenom administration.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

Bothrops brazili is a snake found in the forests of the Amazonian
region particularly in parts of Brazil, Colombia, Peru, Ecuador,
Venezuela, Guyana, Suriname and French Guiana [1]. The antivenom
access to these remote areas is very limited due to natural geographic
barriers, vast territory and lack of road infrastructure. Furthermore,
the commercial therapeutic anti-bothropic serum has low efficacy
against this and other Amazonian snakes [2] resulting in an important
public health problem in this Latin American region. A recent study
estimates that at least 421,000 envenomings and 20,000 deaths by
ophidian accidents occur each year in the world; however, due to
poor statistic data mainly in Asia, Africa and Latin America, these
numbers can be as high as 1,841,000 envenomings and 94,000 deaths
[3]. It has also been shown that the mortality caused by snakebites is
much higher than that of several neglected tropical diseases, including
dengue hemorrhagic fever, leishmaniasis, cholera, schistosomiasis and
Chagas disease [4]. These studies led the World Health Organization
(WHO) to recognize the ophidian accidents as an important neglected
tropical disease and the International Society on Toxinology to create
the Global Snakebite Initiative [4] aiming to reduce snakebitemorbidity
IB, UNESP, Cx. Postal 510, CEP

ights reserved.
and mortality. In Latin America, snakes from the Bothrops genus are
responsible for approximately 80% of all ophidian accidents [5,6]
that cause problems associated with prominent local tissue damage
characterized by swelling, blistering, hemorrhaging and necrosis of
the skeletal muscle, which are developed rapidly after snakebite.
These effects may lead to permanent disability of the victims creating
economic and social problems [7,8].

An important component of snake venoms is the phospholipase A2,
an enzyme able to promote Ca2+-dependent hydrolysis of sn-2 acyl
group of membrane phospholipids, releasing free fatty acids and
lysophospholipids [9,10]. A subgroup of these proteins, known as
Lys49-phospholipase A2 (Lys49-PLA2s), is catalytically inactive due
to the lack of Ca2+ coordination related to the natural mutations
Asp49→ Lys and Tyr28→ Asn [11,12], although it conserves all other
catalytic related residues (such as His48, Tyr53, Asp99) [13]. This class
of proteins is very common in bothropic venoms and, despite of their
catalytic inactivity, they are capable to cause drastic local myonecrosis
that is not efficiently neutralized by regular antivenom administration
[7]. Several studies have shown that the segment 115–125 of the
C-terminal region, which includes a variable combination of positively
charged and hydrophobic residues, is responsible for the myotoxic
activity [14–17].

Lys49-PLA2s isolated from Bothrops genus snake venoms are dimeric
as shown by electrophoresis, spectroscopic [18], small angle X-ray
scattering [19], and dynamic light scattering experiments [12]. A

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.bbapap.2013.10.009&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbapap.2013.10.009
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbapap.2013.10.009
http://www.sciencedirect.com/science/journal/15709639


Table 1
X-ray data collection and refinement statistics.

BbTX-II MTX-II

Unit cell (Å) a= b=56.4; c=129.1° a=39.0; b=71.4;
c=44.4; β=102.5°

Space group P3121 P21
Resolution (Å) 32.3–2.11 (2.19–2.11)a 20–2.08 (2.15–2.08)a

Unique reflections 13,825 (1363)a 13,752 (1365)a

Completeness (%) 96.07 (97.64)a 95.87 (95.25)a

Rmerge
b 6.3 (49.0)a 12.9 (35.3)a

Mean I/σ (I) 14.40 (3.23)a 5.29 (1.78)a

Rcryst (%)c 19.36 19.27
Rfree (%)d 24.43 23.62
Number of non-hydrogen atomse

Protein 1788 1837
PEG molecules – 53
Sulfates – 24
Waters 191 251

RMS (bonds)e 0.004 0.004
RMS (angles)e 0.83 0.86
Average B-factor (Å2)e 47.50 28.90
Ramachandran favored (%)e 97 97
Ramachandran outliers (%)e 0 0
Clashscoref 5.30 8.63
MolProbity overall scoref 1.54 1.78

a Numbers in parenthesis are for the highest resolution shell.
b Rmerge = ∑hkl(∑i(|Ihkl,i ≤ Ihkl N I)) / ∑hkl,i b IhklN, where Ihkl,i is the intensity of an

individual measurement of the reflection with Miller indices h, k and l, and bIhklN is the
mean intensity of that reflection. Calculated for I≥ 3∑ (I).

c Rcryst =∑hkl(||Fobshkl|− |Fcalchkl||) / |Fobshkl|, where |Fobshkl| and |Fcalchkl| are the
observed and calculated structure factor amplitudes.

d Rfree is equivalent to Rcryst but calculated with reflections (5%) omitted from the
refinement.

e Calculated with Phenix [29].
f Calculated with MolProbity [32].
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dimer is also observed in the asymmetric units for themajority of the
crystallographic Lys49-PLA2 structures [20]. Furthermore, the pH-
induced dissociation of the dimers showed an abolishment of their
ability to disrupt liposomes [21] and reduced approximately 50% of
their activity upon skeletal muscle cell and mature muscle tissue
[22]. In spite of the experimental consensus that Lys49-PLA2s present
a dimeric conformation, the inspection of their unit cells in the
crystallographic structures showed two different dimeric conformations
as possible “biological dimers”. The first possibility is known as
“conventional dimer” which is formed by contacts between the tips
of β-wing segments and N-terminal α-helices from both monomers
being the “choice” for the firsts Lys49-PLA2 structures [13,20]. The
second possibility is known as “alternative dimer”, being identified
initially for Lys49-PLA2s complexed with suramin or α-tocopherol,
since this is the unique possible assembly for the binding mode of
these molecules [23,24]. Subsequently, bioinformatic analyses with all
bothropic Lys49-PLA2s indicate that this conformation is more stable
in solution because it presents a larger interfacial area and a smaller
free energy compared to the conventional dimer [24]. Furthermore,
small angle X-ray scattering experiments [19] also demonstrated
that the “alternative conformation” is more likely to occur in solution.
This alternative dimer is stabilized by contacts between the putative
calcium-binding loop and C-terminal regions, and its dimeric interface
is formed by the hydrophobic surfaces surrounding the entrance to
the His48 region [24].

In this work we describe the crystal structures of two Lys49-PLA2s
(BbTX-II and MTX-II) from B. brazili venom and a comprehensive
structural comparison with several Lys49-PLA2s. From this comparison,
we propose a newmyotoxic mechanism for bothropic Lys49-PLA2s that
is able to fully explain the action of these toxins.

2. Material and methods

2.1. Protein purification, crystallization and X-ray data collection

Brazilitoxin II (BbTX-II) was isolated from B. brazili venom by a
single-step reverse phase HPLC as previously described [25]. MTX-II
was obtained by the fractionation of B. brazili venom on a CM-
Sepharose column (2 cm × 20 cm) as previously described [26]. Both
proteins have 121 amino acids as determined by mass spectrometry
experiments [25,26], and there arefive differences between their primary
sequences: i) Glu4Gln, Lys20Ala, Gln68Pro, Asn111Gly and Ala130Pro,
respectively for BbTX-II and MTX-II. Crystallization experiments were
performed using sparse-matrix method [27], as previously described
[28]. In this former article, MTX-II was called as MT-II. Basically, the
crystallization conditions for each proteins were (i) for BbTX-II, 30%
(w/v) polyethylene glycol 4000, 0.25M lithium sulfate and 0.1M Tris
HCl at pH 8.5 and (ii) for MTX-II, 30% (w/v) polyethylene glycol 8000,
0.25 M ammonium sulfate and 0.1 M sodium cacodylate at pH 6.5.
Crystals were grown at 291 K for approximately 3 weeks for both
proteins. X-ray diffraction data for all crystals were collected at a
wavelength of 1.435 Å using a synchrotron-radiation source (MX1
station, Laboratório Nacional de Luz Síncrotron, LNLS, Campinas,
Brazil) and a MAR CCD imaging-plate detector (MAR Research).
Crystals were mounted in nylon loops and flash-cooled in a stream
of nitrogen gas at 100 K using no cryoprotectant. The data were
processed using HKL 2000 program [29].

2.2. Structure determination and refinement

Table 1 shows data-collection and refinement statistics. The crystal
structures were determined by molecular-replacement techniques
implemented in the program Phaser [30] using the coordinates of
piratoxin-I (PrTX-I; PDB ID 2Q2J), a Lys49-PLA2 isolated from Bothrops
pirajai venom, for BbTX-II and bothropstoxin-I (BthTX-I; PDB ID 3IQ3),
a Lys49-PLA2 isolated from Bothrops jararacussu venom complexed
with polyethylene glycol 4000, for MTX-II. The model choices were
based on the best values of final translation function Z score (TFZ) and
log-likelihood gain (LGG) followed by an automated model building
using AutoBuild in Phenix software suite [31]. Despite the amino acid
sequence of MTX-II obtained by mass spectrometry has indicated a
Leu in position 125 [26], an electron density compatible to a Phe
was observed in our crystallographic data. This residue is also
present in the position 125 for other bothropic Lys49-PLA2s
and this substitution on the amino acid sequence of MTX-II
crystallographic structure does not interfere with the discussion of
this work (Sections 4.2 and 4.3) due tomaintenance of the hydrophobic
characteristic of both residues. The modeling processes were always
performed by manual rebuilding with the program Coot [32] using
electron density maps calculated with coefficients 2|Fobs|–1|Fcalc|.
Themodels were improved, as judged by the free R-factor [33], through
rounds of crystallographic refinement (positional and restrained
isotropic individual B-factor refinement, with an overall anisotropic
temperature factor and bulk solvent correction) using Phenix [31].
The refinement statistics for the final models are shown in Table 1. In
the structure of BbTX-II, due to lack of electron density, side chains of
the following residues were excluded: Phe3 (monomer A), Lys16
(monomer B), Lys20 (B), Val31 (B), Leu32 (B), Lys36 (A, B), Lys53 (B),
Lys57 (A, B), Gln68 (A, B), Lys69 (A), Lys70 (A, B), Arg72 (A), Asn88
(B), Asn111 (A, B), Lys115 (A, B), Lys116 (A, B), His110 (A), Leu121
(A), Lys122 (A, B), Pro123 (B), Lys127 (A, B), and Lys129 (A). In the
structure of MTX-II, the side chains of the following residues were
excluded: Val31 (B), Lys36 (A), Lys53 (B), Lys69 (A, B), Lys70 (A),
Arg72 (B), Lys78 (A), Asn87 (A), Lys122 (A, B), Lys127 (A, B), and
Lys129 (A, B). The stereochemical qualities of the models were checked
with the Phenix and MolProbity programs [31,34]. The coordinates
were deposited in the Protein Data Bank (PDB) under the identification
codes 4K09 (BbTX-II) and 4K06 (MTX-II).
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2.3. Comparative analysis

Molecular comparisons between the protomers of both structures
were performed using the Coot program [32] with only the Cα

coordinates. All figures were generated by PyMOL [35] and Coot [32]
programs. Analyses of the quaternary assemblies, interfacial contacts of
the crystallographic models and buried surface area of the hydrophobic
residues were performed using the online interactive tool PISA [36]
available at the European Bioinformatics Institute server (http://www.
ebi.ac.uk). Two different angles, θA (aperture angle) and θT (torsional
angle) were used to quantify the oligomeric changes between the apo
and complexed forms according to a model previously proposed [24]. In
this model, the coordinates (x,y,z) of Cα atoms from the α-helices h2
and h3 were used to define two vectors (A and B) whose scalar product
defined the aperture angle (θA). The torsional angle (θT) is calculated by
using thenormal plane formedby the vectors A andB fromonemonomer
and the vector B from the other monomer.

2.4. Dynamic light scattering

The dynamic light scattering (DLS) measurements were performed
with lyophilized MTX-II at 291 K, dissolved in ultra-pure water at a
concentration of 3.5 mg mL−1 using the instrument DynaPro TITAN
(Wyatt Technology). Data were measured one hundred times and
results were analyzed with Dynamics v.6.10 software.

3. Results

3.1. Overall structures

Crystals of both proteins diffracted approximately at 2.1Å (Table 1)
and belonged to P3121 and P21 space groups for BbTX-II and MTX-II,
respectively. The refinements converged to final R values of 19.4%
(Rfree= 24.4%) and 19.3% (Rfree = 23.6%), respectively for BbTX-II and
MTX-II. The final models present a stereochemical quality expected for
structures with the same resolution (Table 1). Both structures have
seven disulfide bridges in each monomer and present the following
Fig. 1.Dimeric structures of BbTX-II (A) and MTX-II (B) showed as a cartoon representation. Th
and MTX-II structures (monomers A and B) highlighting the most important structural deviati
structural features: (i) an N-terminal α-helix; (ii) a “short” helix;
(iii) a Ca2+ binding loop; (iv) two anti-parallel α-helices (2 and 3);
(v) two short strands of anti-parallel β-sheet (β-wing); and (vi) a
C-terminal loop (Fig. 1), similarly to other class II PLA2s [11,13,20].

BbTX-II andMTX-II structures have twomolecules in the asymmetric
unit and present similar oligomeric structures, but only MTX-II presents
ligand molecules bound to it. The refined MTX-II structure displays
three polyethylene glycol (PEG) 4000 ligands and five sulfate ions
(Fig. 1). Two PEG molecules establish a large number of hydrophobic
interactions along the hydrophobic channel of the molecule (Leu10,
Pro17, Val 31, Leu31 and Pro113) while the third one is exposed
to solvent and establishes hydrogen bonds with Lys7, Leu10, Glu11
and Gly14 residues. These molecules are positioned similarly to other
PEG molecules [12], alpha-tocopherol [24] and fatty acid [37,38] in
other Lys49-PLA2 structures. Five sulfate ions interact through water
molecules with Glu12 (A), Ser21 (B), Ile82 (A), Lys100 (A) and Ala130
(A) or directly by hydrogen bonds with Asn17 (A), Arg34 (A), Lys53
(A), Thr81 (A), Lys115 (A) and Arg118 (A). These ions are also positioned
similarly to other complexed Lys49-PLA2 structures, such as BthTX-I and
PrTX-I complexed with α-tocopherol [24], BthTX-I complexed with PEG
4000 [12] and Bn-IV, a Lys49-PLA2 isolated from Bothrops neuwiedi
venom, complexed with myristic acid [38].

3.2. Biological oligomeric assembly

Results of dynamic light scattering experiments at 291 K
(crystallization temperature) with MTX-II indicated a mean hydro-
dynamic radius (RH) of 2.6 nm with a polydispersity of 9.3%. This RH

value corresponds to a molecular weight of approximately 32 kDa and
is, thus, equivalent to a dimer, being similar to that obtained for other
Lys49-PLA2s previously studied [12].

The examination of unit-cell packing of the BbTX-II and MTX-II
structures using the PISA software [36] suggested that their dimeric
conformations are stable in solution and are similar to other bothropic
Lys49-PLA2s (Fig. 1A and B). These analyses also demonstrated that
the alternative dimer conformation has better values of complexation
signification score (CSS), interface area and solvation free energy gain
e PEGmolecules and sulfate ions are showed by sticks. (C) Cα superposition of the BbTX-II
ons between them.
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upon formation of the interface (ΔiG) than the conventional dimer
for both structures. The BbTX-II structure in the alternative dimer
conformation presents a complexation significance score (CSS) of 0.1,
an interfacial area of 512.5 Å2 and ΔiG = −9.4 Kcal/mol, while for
the conventional dimer it presents a CSS of zero, interfacial area of
498.4 Å2 and ΔiG= 0.6 Kcal/mol. The MTX-II structure presents in the
alternative dimer conformation a CSS of 1.0, interfacial area of
524.5 Å2 and ΔiG = −12.4 Kcal/mol, while for the conventional
dimer conformation it presents a CSS of zero, an interfacial area of
the 380.3 Å2 and ΔiG = −1.3 Kcal/mol. These results strengthen
previously theoretical [24] and experimental studies [19,23,24],
indicating that the alternative dimer conformation is the most likely
biological dimer for bothropic Lys49-PLA2s.

3.3. Structural comparison of BbTX-II and MTX-II

Superposition between Cα atoms of the monomers A and B from
BbTX-II resulted in an RMS deviation of 0.97 Å while the same
superposition between MTX-II monomers resulted in 0.66 Å. Taking
into account the presence of PEG ligands bound to MTX-II structure
and that the BbTX-II structure is unbound to any ligand, these values
are comparable to other Lys49-PLA2s [24]. In this previous study a
pattern was observed for apo forms (proteins unbound to ligands),
which presented an RMSD of around 1.0 Å, while for complexed
structures these values are lower. Additionally, when the monomers
of BbTX-II are compared with those of the MTX-II (Table 2), it can be
observed that onemonomer (called hereinmonomer B) is more similar
to the equivalentmonomer of the other structure. Interesting, this feature
was also observed for BthTX-I bound to different ligands compared to its
apo structure [12].

The superposition between BbTX-II and MTX-II monomers (Fig. 1C)
shows that the main differences occur in four regions: putative Ca2+

binding loop (residues 29–34), loops before and after β-wing region
(residues 57–60 and 86–90) and C-termini (117–130); although the
major differences are between the C-terminal and the putative Ca2+

binding loop regions. These structural deviations were also found in
the Cα superposition between several Lys49-PLA2 structures [12,24]
and it may be due to higher flexibility of these segments that reflects
on their highest B-factors values compared to other regions of the
proteins.

Regarding quaternary structure comparisons, it has been shown for
other Lys49-PLA2s that when any ligand (PEG, α-tocopherol, BPB, fatty
acid) is bound to the hydrophobic channel in at least one monomer,
oligomeric changes are induced and the protein adopts an active
conformation [24]. In order to characterize these conformational
changes observed for Lys49-PLA2s, a tridimensional configuration
model has been proposed based on two angles: θT (torsional angle)
and θA (aperture angle) [24]. This model was established for the so-
called “alternative dimer” by the observation that the Lys49-PLA2s
complexed to any ligand present a rearrangement of the C-terminus of
one monomer that changes the symmetry between the monomers
aligning them in the sameplane. These angleswere calculated for several
complexed and apo Lys49-PLA2s and their oligomeric conformation
could be divided into two classes [24] which complexed structures
presented lower torsional and higher aperture angles compared to the
Table 2
Superposition between protomers of BbTX-II andMTX-II crystallographic structures (RMS
deviations (Å) of Cα atoms).

BbTX-II MTX-II

A B A B

BbTX-II (A) – 0.97 1.03 1.11
BbTX-II (B) 0.97 – 0.45 0.72
MTX-II (A) 1.03 0.45 – 0.66
MTX-II (B) 1.11 0.72 0.66 –
apo ones. Subsequently, other Lys49-PLA2s were solved [12,39] and
this pattern was also observed. In the case of BbTX-II and MTX-II, their
calculated angles are, respectively, θT = 59° and θA = 7° and θT = 41°
and θA=29° being in agreement with the proposed model. In addition,
it was previously observed that oligomeric changes induced by ligands
in the toxins switch the space groups of the crystals. All apo dimeric
Lys49-PLA2s solved to this date belong to P3121 space group while
all complexed dimeric Lys49-PLA2 belong to P21 or P212121 space
groups [12]. These changes were also observed in BbTX-II and MTX-II
structures that belong to P3121 and P21 space groups, respectively
(Table 1).
4. Discussion

4.1. Cationic membrane-stabilization site

Sulfate ions are present in crystallization conditions for several
PLA2s, and in some cases, electron densitymaps compatible with sulfate
ionswere found and incorporated in these crystallographic structures. It
has been suggested, based in the crystal structure of porcine pancreatic
PLA2, that the interacting region between sulfate ions and PLA2s is the
same as where these proteins interact with membranes, since negative
bivalent ions could mimic the phosphatidyl group of an anionic lipid
bilayer [40,41]. In these structures, sulfates bind with positive
charged residues in each monomer and also by other closer-range
H-bonding interactions. According to these authors, the interaction
of these residues with anionic phosphatidyl groups leads the
enzymes to achieve their fully active conformation. These positions
are also equivalent to that occupied by the phosphate group of a
phospholipid in the structure of an Asp49-PLA2 from cobra-venom
complexed with a transition-state analog [42]. Furthermore, forms I
and II crystal structures of the ACL myotoxin (a Lys49-PLA2 from
Agkistrodon contortrix laticinctus) [43] and zhaoermiatoxin structure
from Zhaoermia mangshanensis [44] presented sulfate ions bound to
Arg and Lys residues.

Similarly, the presence of sulfate ions interacting with positive
charged residues (Lys20, Arg34, Lys53, Lys115 and Arg118) in other
complexed Lys49-PLA2s, such as BthTX-I and PrTX-I complexed to
α-tocopherol [24], BthTX-I complexed to PEG 4000 [12] and Bn-IV, a
Lys49-PLA2 isolated from B. neuwiedi venom, complexed to myristic
acid [38] was reported. These structures are in active form because
there are ligands bound at their hydrophobic channel leading the
alignment of Lys20, Lys115 and Arg118 residues in the same plane
(side-by-side) [24]. Sulfate ion interactions with Arg34 and Lys53
seem to be only the result of weak interactions between these ions
and superficial positively charges, since they establish at most two
hydrogen bonds with only Arg34 or with Lys53 and never are hydrogen
bonded with both residues at the same time. Finally, there are no
experimental evidences that support any physiological relevance for
the sulfate binding in these residues. In contrast, the basic cluster
formed by Lys20, Lys115 and Arg118was proposed to be the “myotoxic
site” of bothropic Lys49-PLA2s [24] because scanning alanine site-
directed mutagenesis showed a reduction in membrane damaging
activity against liposomemembranes for Lys115Ala [45] and Arg118Ala
[17] mutants of BthTX-I, a Lys49-PLA2 from B. jararacussu venom. The
structure of the MTX-II complexed to PEG (this work) presents sulfate
ions interacting with the residues Lys115 and Arg118 and establishes
a large number of interactions (Fig. 2). However, the interaction with
Lys20 is absent due to the natural mutation Lys20Ala, indicating that
the occurrence of a charged residue in position 20 is not essential for
the establishment of the myotoxic activity mechanism previously
proposed. The comparison between MTX-II complexed to PEG and
BbTX-II structures reveals that the binding of sulfate ions leads to a
major extension in solvent direction of Lys115 and Arg118 residues
(Fig. 3).



Fig. 2. Interaction of residues Lys20, Lys115 and Arg118with sulfate ions in different bothropic Lys49-PLA2 crystallographic structures. (A)MTX-II from Bothrops brazili venom complexed
with PEG 4000 (thiswork) (PDB ID 4K06); (B) Bn-IV from Bothrops neuwiedi venom complexedwithmyristic acid [38] (PDB ID 3MLM); (C) PrTX-I from Bothrops pirajai venom complexed
with α-tocopherol [24] (PDB ID 3CYL). The subscript numbers 1 and 2 refer to monomer A and B, respectively.

Fig. 3. Structural comparison betweenmembrane-docking site (MDoS) (A) and membrane-disruption site (MDiS) (B) regions fromMTX-II complexed to PEG 4000 (Lys49-PLA2 in active
form; yellow structure) and BbTX-II (Lys49-PLA2 in inactive form; cyan structure) structures. Subscript numbers 1 and 2 refer tomonomers A and B, respectively. Lys115, Arg118, Leu121,
and Phe125 residues and sulfate ions are represented by sticks.
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Taking into account all these structural studies with different PLA2s,
we suggest that this cluster of positive charged residues would be
responsible for the toxin “docking” with the phosphatidyl group of
anionic lipid bilayer membranes Then, we propose to call this cationic
cluster for the Lys49-PLA2s as “cationic membrane-docking site”
(MDoS) which is mainly formed by C-terminus residues (Lys115 and
Arg118), but is also aided by other positive and exposed residues such
as Lys20, Lys80, Lys122 and Lys127.
4.2. Hydrophobic membrane-disruption site

Based on a crystallographic study with the ACL myotoxin, Ambrosio
and colleges [43] proposed that specific hydrophobic residues (Phe121
and Phe124) present in the C-terminal region of this toxin and other
Lys49-PLA2s would be related to their myotoxic activity. In the active
form of this structure, Phe121 and Phe124 have their aromatic rings
with parallel conformations and salient from the toxin surface forming
a contiguous patch resembling a hydrophobic knuckle. This hydrophobic
knuckle is only observed when the Lys122 residue interacts with the
Cys29\Gly30 peptide bond andwhen a ligand is bound to hydrophobic
channel of toxin. Similarly, BbTX-II and MTX-II structures also present
hydrophobic residues on the C-terminal region as observed in ACL
myotoxin structure [43]. However, in the case of BbTX-II and MTX-II,
Lys122 side chains were not modeled due the lack of electron densities
in their structures, a fact already observed for other Lys49-PLA2s
that, apparently, have random configurations in the majority of
Lys49-PLA2s [12]. Thus, the conformational changes suffered by the
C-terminus hydrophobic residues seem to be due to ligand binding
in the hydrophobic channel. Sequence alignment of Lys49-PLA2

C-termini shows a high level of hydrophobic residues in this portion,
particularly Leu, Pro and Phe in the positions 121, 124 and 125
(Fig. 4). In the case of bothropic Lys49-PLA2s, the positions 121 and
125 are always occupied by hydrophobic residues, where Leu and
Phe occur for 98% of the sequences. In addition, the side chains of
these residues from both monomers are approximately in a symmetric
Fig. 4. C-terminal amino acid alignment of Lys49-PLA2s deposited in NCBI Protein Data
Bank. The numbers upside the alignment correspond to positions 121 and 125 (according
to numeration proposed by Renetseder et al. [63] from the bovine pancreatic PLA2, which
contains 131 residues). The program AMAP v. 2.2 performed the alignment [64]. The
sequences isolated from snakes from Bothrops genus are highlighted. MTX-II: Lys49-PLA2

from Bothrops brazili venom (manually extracted from Costa et al. [26]); BbTX-II:
Braziliantoxin-II from B. brazili venom (manually extracted from Huancahuire-Vega et al.
[26]); PrTX-I: piratoxin-I from Bothrops pirajai venom (NCBI GI: 17433154); PrTX-II:
piratoxin-II from Bothrops pirajai venom (NCBI GI: 17368328); BthTX-I: bothropstoxin-I
from Bothrops jararacussu venom (NCBI GI: 51890398); BnSP-7: Lys49-PLA2 from Bothrops
pauloensis venom (NCBI GI: 239938675); MjTX-I: myotoxin-I from Bothrops moojeni
venom (NCBI GI: 17368325); MjTX-II: myotoxin-II from Bothrops moojeni venom (NCBI
GI: 62738542); BnIV: Lys49-PLA2 from B. pauloensis venom (NCBI GI: 333361256); BaTX:
Lys49-PLA2 from Bothrops alternatus venom (NCBI GI: 292630846); blk-PLA2: Lys49-PLA2

from Bothrops leucurus venom (NCBI GI: 353678055); PLA2K49: Lys49-PLA2 from Bothrops
andianus venom (NCBI GI: 442738889); M1-3-3: Lys49-PLA2 from Bothrops asper venom
(NCBI GI: 6492260); Myo-II: myotoxin-II from B. asper venom (BaspTX-II); Myo-IV:
Lys49-PLA2 from B. asper venom (NCBI GI: 166216293); MyoI: Lys49-PLA2 from Bothrops
atrox venom (NCBI GI: 82201805); GodMT-I: Lys49-PLA2 from Cerrophidion godmani
venom (NCBI GI: 4330040); GodMT-II: Lys49-PLA2 from C. godmani venom (NCBI
GI: 3122600); Acutohemo: acutohemolysin from Deinagkistrodon acutus venom
(NCBI GI: 26397573); DAV-K49: Lys49-PLA2 from Calloselasma rhodostoma venom
(NCBI GI: 27151658); Anum-1: Lys49-PLA2 from Atropoides nummifer venom (NCBI GI:
17433156); Cax-K49: Lys49-PLA2 from Crotalus atrox venom (NCBI GI: 26397690); APP-K-
49: Lys49-PLA2 from Agkistrodon piscivorus piscivorus venom (NCBI GI: 129478); BP-I:
Lys49-PLA2 from Trimeresurus flavoviridis venom (NCBI GI: 408407670); BP-II: Lys49-PLA2

from T. flavoviridis venom (NCBI GI: 408407672); BP-III: Lys49-PLA2 from T. flavoviridis
venom (NCBI GI: 408407673); Ts-K49: Lys49-PLA2 from Viridovipera stejnegeri venom
(NCBI GI: 8220134); Bsc-K49: Lys49-PLA2 from Bothriechis schlegelii venom (NCBI GI:
25453450); R6-K49: Lys49-PLA2 from C. godmani venom (NCBI GI: 59727050); Tpu-K49:
Lys49-PLA2 from Trimeresurus puniceus venom (NCBI GI: 123916279); ACL-MT-1:
Lys49-PLA2 from Agkistrodon contortrix laticinctus venom (NCBI GI: 1352702); and Tbo-
K49: Lys49-PLA2 from Trimeresurus borneensis venom(NCBI GI: 123907684). The Bothrops
pauloensis species was recently reclassified as Bothropoides pauloensis [62].
alignment (Fig. 5) after the ligand binding in hydrophobic channel on all
complexed bothropic Lys49-PLA2s.

Chioato and colleagues [17] performed site-directed mutagenesis
experimentswhich demonstrated a strong reduction of myotoxic activity
(measured by release of creatine kinase) and membrane damaging on
liposomemembranes of the Phe125Alamutant for BthTX-I. These authors
also showed that Phe125Trp mutant has the same level of membrane
damaging on liposome membranes for BthTX-I [17], reinforcing the
importance of a hydrophobic residue in this position for myotoxic
activity. Indeed, results of site-directed mutagenesis with aromatic
residues performed by the same group [45] suggest that the 115–119
region of protein interacts superficially with the membrane, allowing
residues closed to position 125 to be partially inserted into the
membrane. Experiments using C-terminal synthetic peptides also
demonstrated that a hydrophobic residue in position 121 for the
expression of myotoxic activity [16] is essential.

Interestingly, the comparison of the hydrophobic cluster buried
surface areas between apo and complexed structures (inactive and
active states, respectively) obtained by the analysis with the PISA
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Fig. 5. Localization ofMDoS (membrane-docking site) andMDiS (membrane-disruption site) on crystallographic structures of (A)MTX-II fromBothrops brazili venomcomplexedwith PEG
4000 (this work) (PDB ID 4K06); (B) Bn-IV from Bothrops neuwiedi venom complexed with myristic acid [38] (PDB ID 3MLM); (C) PrTX-I from Bothrops pirajai venom complexed with
α-tocopherol [24] (PDB ID 3CYL) and (D) ecarpholin S, a Ser49-PLA2 from Echis carinatus venom complexed with lauric acid [51] (PDB ID 2QHD).
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software reveals that the presence of a ligand (PEG, α-tocopherol,
BPB, fatty acid) reduces the buried surface areas of Leu121 and
Phe125 (Table 3). This reduction occurs mainly due to oligomeric
changes of the Leu121 side chain after ligand binding, leading to a
decrease in approximately 70% of its buried surface area. Structural
comparison between MTX-II and BbTX-II Leu121 and Phe125 amino
acids reveals that the presence of a ligand in hydrophobic channel
(PEG 4000 in MTX-II structure) also leads to a major exposure of
these hydrophobic residues (Fig. 3). According to hydrophobicity scales
suggested by different authors [46,47] both Leu and Phe are among the
residues with higher hydrophobic indices. Furthermore, Leu and Phe
have the higher membrane permeability coefficients [48], with their
bilayer permeability being up to 100 times higher in relation to charged
amino acids [49].
Table 3
Buried surface area (BSA) of residues that constitute the hydrophobic membrane-
disruption site (MDiS; Leu-121 and Phe125). BthTX-I: bothropstoxin I from Bothrops
jararacussu venom [12] (PDB ID: 3HZD); PrTX-I: piratoxin I from Bothrops pirajai venom
[24] (PDB ID: 2Q2J); BbTX-II: brazilitoxin II from Bothrops brazili venom (this work)
(PDB ID 4K09); BnSP-7: a Lys49-PLA2 from Bothrops pauloensis venom [60] (PDB ID
1PA0); BthTX-I-PEG4K: BthTX-I complexed with PEG 4000 [12] (PDB ID 3IQ3); BthTX-I-
αT: BthTX-I complexed with alpha tocopherol [24] (PDB ID 3CXI); BthTX-I-BPB: BthTX-I
chemically modified by p-bromophenacyl bromide (BPB) [12] (PDB ID 3HZW); PrTX-I-
αT: PrTX-I complexed with alpha tocopherol [24] (PDB ID 3CYL); PrTX-I-BPB: PrTX-I
chemically modified by p-bromophenacyl bromide (BPB) [61] (PDB ID 2OK9); MTX-II-
PEG4K: MTX-II from B. brazili venom complexed with PEG 4000 (this work) (PDB ID
4K06); BnIV-myristic acid: Bn-IV from Bothrops neuwiedi venom complexed with myristic
acid [38] (PDB ID 3MLM). The B. pauloensis species was recently reclassified as Bothropoides
pauloensis [62].

BSA of MDiS (Å2)

Apo structures BthTX-I 122.78
PrTX-I 126.38
BbTX-II 88.84
BnSP-7 109.58

Complexed structures BthTX-I-PEG4K 61.15
BthTX-I-αT 52.64
BthTX-I-BPB 47.68
PrTX-I-αT 42.54
PrTX-I-BPB 68.49
MTX-II-PEG4K 63.75
BnIV-myristic acid 66.49
Consequently, considering the high conservation level, and the
structural and functional studies about the hydrophobic cluster (121
and 125 residues) in bothropic Lys49-PLA2s, we propose that this site
ismainly responsible for themembrane disruption after toxin anchorage
and we call it herein as “hydrophobic membrane-disruption site”
(MDiS).Membrane perturbationwould be the key toxic event, allowing
an uncontrolled influx of ions (Ca2+ and Na+) that initiates a complex
series of degenerative effects on muscle fiber [50].

Similarly, structural analysis of other classes of PLA2-like, Ser49-PLA2s
[51], demonstrated the presence of particular MDoS (Section 4.1) and
MDiS. Two hydrophobic residues, Phe123 and Trp125, would form the
putative MDiS while Asn114, Lys115 and Lys116, and possibly, Lys127
would form the putative MDoS (Fig. 5). The buried surface area of
Phe123 and Trp125 is 38.23Å2, indicating a high exposition to the solvent,
similarly to MDiS region in Lys49-PLA2s.

4.3. Structural bases of the myotoxic mechanism for Lys49-PLA2s

Several hypotheses have been raised to address the membrane
damage process produced by Lys49-PLA2s. Although some propositions
point to a direct action of these proteins towards membrane receptors
[52–54], the major number of hypotheses is based on the direct action
of the Lys49-PLA2s in the target membrane by electrostatic interactions
[14,18,24,43,55,56]. The first proposal was based on the fact that a
synthetic peptide formed by C-terminus residues (115–129) of the
toxin displayed heparin-binding and cytolytic activities, leading to the
hypothesis that this region is mainly responsible for the membrane
damage activity produced by Lys49-PLA2s [14]. Themolecularmodeling
of themonomeric ACL myotoxin from A. contortrix laticinctus suggested
that partially conserved residues in Lys49-PLA2s (K7, E12, T13, K16, and
N17) associated with some specific lysine residues (K78, K80, K116,
and K117) form a site that may be responsible for myotoxic activity
in these toxins [57]. Subsequently, spectroscopic and crystallographic
studieswith the BthTX-I showed that this proteinmay causemembrane
destabilizing activity by an oligomeric triggering process of the toxin
(open and closed conformations) using the conventional dimer assembly
[18]. During this process, the C-termini change their conformation
leading a transition in the membrane bound form that disrupts the
packing of the bilayer phospholipids, resulting in the loss of membrane

pdb:3MLM
pdb:3MLM
pdb:3MLM
pdb:3MLM
pdb:3MLM
pdb:3MLM
pdb:3MLM
pdb:3MLM
pdb:3MLM
pdb:3MLM
pdb:3MLM


2779C.A.H. Fernandes et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1834 (2013) 2772–2781
integrity [18]. Subsequently, Lomonte et al. [55], based on the former
model [18], suggested that cationic residues from C and N-terminal
regions would establish initially weak electrostatic interactions with the
anionic sites of the membrane that would be further strengthened by
the contribution of hydrophobic and aromatic residues of the C-termini.
These residues may partially penetrate and disorganize the bilayer.
Site-directed mutagenesis experiments also highlighted the relevance
of the C-terminal region for expression of myotoxic activity, specially
the Tyr117\Lys122 segment [45]. Ambrosio et al. [43] based on
the crystallographic structure of ACL myotoxin (non-bothropic and
monomeric Lys49-PLA2), proposed that the interaction of the Lys122
with Cys29\Gly30 peptide bond when a ligand is bound to a
hydrophobic channel would form a hydrophobic knuckle that would be
responsible for membrane perturbation. Posteriorly, Bortoleto-Bugs
et al. [56], also using the conventional dimer conformation, hypothesized
that a region of the toxin called interfacial recognition site (IRS) binds
anionic phospholipids inducing conformational changes in the protein,
leading the exposition of hydrophobic surfaces that strengthen the
protein/membrane interaction. More recently, dos Santos et al. [24]
proposed a myotoxic mechanism based on the alternative dimer
conformation for Lys49-PLA2s, whose myotoxic sites presented in both
monomers are formed specifically by the cationic residues Lys20,
Lys115 and Arg118 that are aligned side by side in this protein
configuration.

Thus, based on the previous propositions and the experimental
observations of this work, we suggest a new myotoxic mechanism
of bothropic Lys49-PLA2s where all residues involved in this action are
Fig. 6.Myotoxicmechanism of bothropic Lys49-PLA2s. An apo Lys49-PLA2 is activated by the ent
leading to a reorientation of a monomer, measured by “two angle model” [24]. This reorientatio
plane, exposed to solvent and in a symmetric position for both monomers. The MDoS region
residues with phospholipid head group. Subsequently, the MDiS region (Leu121; Phe125) dest
specified. In our hypothesis, the alternative dimer is adopted as the
biological oligomeric conformation that would act on the following
steps (Fig. 6).

I) Entrance of a hydrophobic molecule (e.g. fatty acid) at the
hydrophobic channel leading to a reorientation of a monomer
which may be measured by the “two angle model” [24]. This
reorientation causes a transition between “inactive” and “active”
states, causing exposure to the solvent and alignment of both
MDoS and MDiS residues in the same plane, with a symmetric
position for both monomers. The fatty acid may come from
the lyses process of the membrane by Asp49-PLA2s, reinforcing
the synergism between Asp and Lys49-PLA2s in snake venom
action. Previous studies showed that membrane lesion happens
with a small amount of Lys49-PLA2 when the process occurs
in the presence of Asp49-PLA2s [54]. In addition, this step
justifies the conservation of residues from the putative catalytic
site and hydrophobic channel for Lys49-PLA2s regarding to
their protein ancestry (catalytic PLA2s) [58] and, also indicates a
functional relationship between the “catalytic” and “myotoxic”
sites [24].

II) Stabilization of the toxin on the membrane by interaction of the
MDoS from both monomers and the phospholipid head group.
As discussed in Section 4.1, sulfate ions observed in several
PLA2 structures would mimic the phosphatidyl group of an
anionic lipid bilayer, and then the interaction between MDoS
and membrane is a feasible possibility.
rance of a hydrophobicmolecule (e.g. fatty acid) at the hydrophobic channel of the protein
n aligns C-terminal andMDoS regions side-by-side and puts the MDiS region in the same
(Lys20; Lys115; Arg118) stabilizes the toxin on membrane by the interaction of charged
abilizes the membrane with penetration of hydrophobic residues.
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III) Membrane destabilization by penetration of the MDiS from
both monomers into the membrane. This insertion causes a
disorganization of the membrane, allowing an uncontrolled influx
of ions (i.e. Ca2+ and Na+), and eventually triggering irreversible
intracellular alterations and cell death [50]. Furthermore, the cells
damaged release ATP into the extracellular environment, which
amplifies the effect of these proteins [59]. These ATP molecules
bind to muscle P2X purinergic receptors and induce Ca2+ and
Na+ influx and K+ efflux in cells that have not been directly
damaged by the proteins [59].
5. Concluding remarks

Previously evolutionary studies demonstrated that all Lys49-PLA2s
isolated from Bothrops snakes nest in a monophyletic clade [58]. These
data support some unique characteristics for the bothropic Lys49-
PLA2s, such as the essential role of the dimer formation for expression
of myotoxic activity and a specific mechanism of action. Indeed, the
dimer dissociation causes a severe impact in its toxicity [21,22] and
the high conservation of the residues that constitute the MDoS [24]
and MDiS (Fig. 4) is observed in the bothropic proteins. However,
non-bothropic Lys49-PLA2s have a high level of conservation of Lys115
and other Lys residues (Lys80, Lys122, Lys127 and Lys28) which are
exposed to solvent and thus, could constitute an analogousMDoS region.
Furthermore, since hydrophobic residues of C-terminal regions have also
a high level of conservation among all Lys49-PLA2s (Fig. 4), then steps II
and III may be conserved among all Lys49-PLA2s.

In conclusion, we performed an extensive comparative structural
analysis of the BbTX-II and MTX-II from B. brazili snake venom with
other bothropic Lys49-PLA2s available in PDB in order to propose a
coherent hypothesis of themolecular events that led to their toxicity.
We propose a new myotoxic mechanism composed of five steps:
i) fatty acid binding, ii) oligomeric changes, iii) protein–membrane
docking, iv) membrane destabilization by penetration of hydrophobic
residues and v) uncontrolled influx of ions and cell death. This
proposition may be useful to efficiently develop inhibitors that can
be used to complement the conventional antivenom administration,
thus preventing permanent injuries still caused by these proteins in
snakebite victims.
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Phospholipases A2 (PLA2s) are one of the main components of bothropic

venoms; in addition to their phospholipid hydrolysis action, they are involved in

a wide spectrum of pharmacological activities, including neurotoxicity, myo-

toxicity and cardiotoxicity. Caffeic acid is an inhibitor that is present in several

plants and is employed for the treatment of ophidian envenomations in the folk

medicine of many developing countries; as bothropic snake bites are not

efficiently neutralized by conventional serum therapy, it may be useful as an

antivenom. In this work, the cocrystallization and preliminary X-ray diffraction

analysis of the Lys49-PLA2 piratoxin I from Bothrops pirajai venom in the

presence of the inhibitor caffeic acid (CA) are reported. The crystals diffracted

X-rays to 1.65 Å resolution and the structure was solved by molecular-

replacement techniques. The electron-density map unambiguously indicated the

presence of three CA molecules that interact with the C-terminus of the protein.

This is the first time a ligand has been observed bound to this region and is in

agreement with various experiments previously reported in the literature.

1. Introduction

Envenomation resulting from snake bites is an important public

health problem in rural areas of tropical and subtropical countries

in Asia, Africa, Oceania and Latin America and is considered as a

neglected tropical disease by the World Health Organization. In spite

of the majority of deaths from snake bites occurring in South and

South East Asia and sub-Saharan Africa (Kasturiratne et al., 2008)

these accidents are also an important health problem in Latin

America as they may cause permanent tissue loss and amputation of

the affected limb (Gutiérrez & Lomonte, 1995). Bites by snakes of the

Bothrops genus are responsible for more than 85% of all ophidian

accidents reported in Latin America (Fundação Nacional de Saúde,

2001; de Oliveira, 2009) and lead to drastic local tissue damage

(Gutiérrez & Lomonte, 1995).

Phospholipases A2 (PLA2s) are one of the main components of the

venom of these snakes (Fox & Serrano, 2008) and, in addition to their

phospholipid hydrolysis action, are involved in a wide spectrum of

pharmacological activities, including neurotoxicity, myotoxicity and

cardiotoxicity (Bon et al., 1979; Gutiérrez et al., 1991; Fletcher et al.,

1981). An important subgroup of PLA2s, the Lys49-PLA2s, which

exhibit natural replacements of the Tyr28 and Asp49 residues by

Asn28 and Lys49, respectively (Holland et al., 1990; Fernandes et al.,

2010), are found in snakes of the Viperidae family. These substitu-

tions hinder the binding of Ca2+ ion, an essential cofactor for PLA2

catalysis, which results in an inability of the Lys49-PLA2s to promote

phospholipid hydrolysis (Arni & Ward, 1996). Despite their catalytic

inactivity, Lys49-PLA2s play an important role in ophidic accidents,

inducing drastic local myonecrosis by a Ca2+-independent mechanism

(Gutiérrez & Lomonte, 1995). Synthetic peptides and site-directed

mutagenesis experiments have shown that segment 115–129 of the

C-terminal region is responsible for this myotoxic activity (Ward et

al., 2002; Lomonte et al., 2003; Chioato et al., 2007). Recently, a
# 2011 International Union of Crystallography
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myotoxic site of Lys49-PLA2s specific to snakes of the Bothrops

genus that contains the C-terminal residues Lys115 and Arg118 and

one residue from the N-terminal region (Lys20) has been proposed

(dos Santos et al., 2009).

However, this pronounced local myotoxic effect is not efficiently

neutralized by conventional serum therapy, the action of which is

related to systemic mechanisms. Although a successful approach, in

addition to this limited effectiveness in protecting against this rapid

local tissue-damaging effect serum therapy presents other drawbacks

such as (i) limited or lack of access to antivenoms in rural areas of

developing countries, where most accidents occur, (ii) adverse reac-

tions originating in patients owing to the infusion of animal proteins

and (iii) significant variations in venom composition and antigenic

reactivity owing to the geographic and taxonomic diversity of snakes

(Soares et al., 2005). Therefore, an extensive search for and identifi-

cation of new compounds, either synthetic or natural, that may be

useful to complement antivenom treatment is extremely important.

In folk medicine, especially in developing countries, several vegetal

species are employed for the treatment of ophidian envenomations in

communities that lack prompt access to serum therapy (Soares et al.,

2005; Samy et al., 2008). In recent years, a large number of studies

have investigated the effects of several plants on snakebites, including

the isolation and characterization of their active constituents and the

elucidation of their possible mechanisms of action (Mors et al., 2000;

Soares et al., 2005; Cintra-Francischinelli et al., 2008; Ticli et al., 2005).

Caffeic acid (CA) is a cinnamic acid derivative with exceptional

biochemical reactivity that is present in several plants with anti-snake

venom properties such as Prestonia coalita, Strychnos nux-vomica,

Taraxacum officinale and Vernonia condensate (Mors et al., 2000;

Soares et al., 2005). Furthermore, crystalline caffeic acid derivatives

have been demonstrated to be antidotes for snake venoms by oral or

parenteral administration (Agoro, 1978).

In this work, we report the crystallization, collection of X-ray

diffraction data and molecular-replacement solution of piratoxin

I (PrTX-I), a basic noncatalytic and myotoxic Lys49-PLA2 from

B. pirajai venom, complexed with caffeic acid. The final crystallo-

graphic model of this complex may provide insight into the

mechanisms that lead to inhibition of the myotoxicity of snake-

venom PLA2s.

2. Materials and methods

2.1. Protein purification and crystallization

PrTX-I was isolated from B. pirajai snake venom by gel-filtration

and ion-exchange chromatography as described previously (Soares et

al., 2001). A lyophilized sample of PrTX-I was dissolved in ultrapure

water to a concentration of 15 mg ml�1. CA was purchased from

Sigma–Aldrich and was dissolved in 50% ethanol to give an 8:1 molar

ratio of inhibitor:protein. Crystals were obtained by the hanging-drop

vapour-diffusion method (McPherson, 2003); the drops consisted of

1 ml protein solution, 0.2 ml CA solution and 0.8 ml reservoir solution

and were equilibrated against 500 ml of the same reservoir solution.

The best crystals were obtained after an optimization process from

the native protein crystallization conditions (dos Santos et al., 2009);

the reservoir solution consisted of 30% polyethylene glycol 4000,

100 mM Tris–HCl pH 8.1 and 200 mM lithium sulfate and crystals

were obtained after one month at 291 K (Fig. 1).

2.2. X-ray data collection and processing

X-ray diffraction data were collected from a single PrTX-I–CA

crystal at a wavelength of 1.4586 Å (at 100 K) using a synchrotron-

radiation source [MX2 station, Laboratório Nacional de Luz

Sı́ncroton (LNLS), Campinas, Brazil] and a MAR CCD imaging-

plate detector (MAR Research). A crystal was mounted in a nylon

loop and flash-cooled in a stream of nitrogen at 100 K without using

any cryoprotectant. The crystal-to-detector distance was 85 mm and

an oscillation range of 1� was used, resulting in the collection of a

total of 141 images. Data processing was carried out at 1.65 Å reso-

lution using the HKL program suite (Otwinowski & Minor, 1997).

3. Results and discussion

The data-collection statistics are shown in Table 1. The crystals

belonged to the orthorhombic space group P212121, with unit-cell

parameters a = 39.2, b = 72.0, c = 44.6 Å, � = 102.8�. The data set

was 93.8% complete at 1.65 Å resolution, with an Rmerge of 6.5%.

Calculations based on the protein molecular weight indicated the

presence of two molecules in the asymmetric unit. This corresponds

to a Matthews coefficient (Matthews, 1968) VM of 2.20 Å3 Da�1 and a

calculated solvent content of 44.2%. These values are within the

typical range for protein crystals, assuming a value of 0.74 cm3 g�1

for the protein partial specific volume. The crystal structure of

PrTX-I–CA was determined by molecular-replacement techniques

implemented in the program MOLREP (Vagin & Teplyakov, 1997)

from the CCP4i program package (Potterton et al., 2003) using the

coordinates of bothropstoxin I complexed with polyethylene glycol
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Figure 1
Crystals of PrTX-I complexed with CA.

Table 1
X-ray diffraction data-collection and processing statistics.

Values in parentheses are for the highest resolution shell. Data were processed using the
HKL suite (Otwinowski & Minor, 1997).

Unit-cell parameters (Å, �) a = 39.2, b = 72.0, c = 44.6,
� = 102.8

Space group P21

Resolution (Å) 40–1.65 (1.73–1.65)
Unique reflections 27856 (3444)
Completeness (%) 94.6 (93.8)
Rmerge (%)† 6.5 (39.5)
Radiation source MX2 station, LNLS
Data-collection temperature (K) 100
Average I/�(I) 27.4 (2.34)
Multiplicity 2.8 (2.7)
Matthews coefficient VM (Å3 Da�1) 2.20
Molecules in the asymmetric unit 2
Solvent content (%) 44.2

† Rmerge =
P

hkl

P
i jIiðhklÞ � hIðhklÞij=

P
hkl

P
i IiðhklÞ, where Ii(hkl) is the intensity of

an individual measurement of the reflection with Miller indices hkl and hI(hkl)i is the
mean intensity of that reflection. Calculated using reflections with I > �3�(I).



4000 (PDB code 3iq3; Fernandes et al., 2010) as a search model and

confirmed the presence of a dimer in the asymmetric unit.

It has been demonstrated for the structures of dimeric Lys49-

PLA2s that apo structures belong to space group P3121, while com-

plexed forms belong to space groups P21 or P212121 (dos Santos et al.,

2009). The space-group change arises from conformational changes

when a ligand is bound to Lys49-PLA2s (dos Santos et al., 2009). Since

space group P212121 is observed for the PrTX-I–CA complex, it is

possible to suggest that inhibitor binding has led to changes in the

PrTX-I quaternary structure.

Observation of the electron-density map unambiguously indicated

the presence of three CA molecules in the C-terminal region (Fig. 2).

As proposed previously, this indicates the presence of a myotoxic site

specific to the Lys49-PLA2s of snakes from the Bothrops genus that

is formed by two residues from the C-terminal region (Lys115 and

Arg118) and one residue from the N-terminal region (Lys20) (dos

Santos et al., 2009). Here, this myotoxic site is in the neighbourhood

of a molecule of caffeic acid in one of the monomers. Thus, for the

first time, the structure of a Lys49-PLA2–inhibitor complex supports

the hypothesis of a myotoxic site in its C-terminus in addition to the

previously demonstrated classic binding site (known as the active site;

Marchi-Salvador et al., 2009).

The crystallization and X-ray diffraction analysis of PrTX-I

complexed with rosmarinic acid (RA; dos Santos et al., 2010), an ester

of caffeic acid and 3,4-dihydroxyphenyl lactic acid, has recently been

reported. RA is found in several plants that have antivenom prop-

erties such as Cordia verbenacea and several species of the genera

Echinacea and Perilla (Soares et al., 2005; Mors et al., 2000). Inter-

estingly, RA binds in a different region to the CA molecule. Detailed

comparative structural studies of PrTX-I–CA and PrTX-I–RA may

thus provide new and important details of how these vegetal mole-

cules lead to toxin inhibition.

In conclusion, a systematic study of PrTX-I complexed with

different ligands may lead to the development of effective inhibitors

that can be used in biotechnological applications, as helpful supple-

mental treatments to serum therapy and as important models for the

synthesis of new drugs.
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Abstract

The mortality caused by snakebites is more damaging than many tropical diseases, such as dengue haemorrhagic fever,
cholera, leishmaniasis, schistosomiasis and Chagas disease. For this reason, snakebite envenoming adversely affects health
services of tropical and subtropical countries and is recognized as a neglected disease by the World Health Organization.
One of the main components of snake venoms is the Lys49-phospholipases A2, which is catalytically inactive but possesses
other toxic and pharmacological activities. Preliminary studies with MjTX-I from Bothrops moojeni snake venom revealed
intriguing new structural and functional characteristics compared to other bothropic Lys49-PLA2s. We present in this article
a comprehensive study with MjTX-I using several techniques, including crystallography, small angle X-ray scattering,
analytical size-exclusion chromatography, dynamic light scattering, myographic studies, bioinformatics and molecular
phylogenetic analyses.Based in all these experiments we demonstrated that MjTX-I is probably a unique Lys49-PLA2, which
may adopt different oligomeric forms depending on the physical-chemical environment. Furthermore, we showed that its
myotoxic activity is dramatically low compared to other Lys49-PLA2s, probably due to the novel oligomeric conformations
and important mutations in the C-terminal region of the protein. The phylogenetic analysis also showed that this toxin is
clearly distinct from other bothropic Lys49-PLA2s, in conformity with the peculiar oligomeric characteristics of MjTX-I and
possible emergence of new functionalities inresponse to environmental changes and adaptation to new preys.
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Introduction

Snakes are one of the major groups of the Squamata reptilian

order, with more than 3300 extant and extinct species already

identified by the scientific community [1]. Many of these animals

are venomous and represent an important public health problem

in rural areas of Asia, Africa and Latin America. Recently, it was

attested that the mortality caused by snakebites is higher than

other neglected tropical diseases, such as dengue haemorrhagic

fever, cholera, leishmaniasis, schistosomiasis and Chagas disease

[2]. This fact has attracted massive attention from the scientific

community resulting in the publication of some important articles

and reviews about the real impact of the snakebites on health

services [2,3,4] and, recently, snakebite accidents were classified as

a neglected disease by the World Health Organization (WHO) [3].

Among the venomous snakes, the world-widespread Viperidae

family is one of the most harmful groups with respect to snake

envenoming, especially in Asia and Latin America [3,5]. In Latin

America, the Bothrops viperid genus is particularly important since

these animals are responsible for 85% of all ophidian accidents

reported in this geographic area [6,7]. One of the main

components of bothropic and other snake venoms are the

phospholipases A2, enzymes which are able to promote Ca2+-

dependent hydrolysis of sn-2 acyl groups of membrane phospho-

lipids, releasing free fatty acids and lysophospholipids [8]. A

subgroup of these proteins, the Lys49-phospholipases A2 (PLA2s),

are catalytically inactive due to the lack of Ca2+ coordination

related to the natural mutations Tyr28RAsn and Asp49RLys

[9,10], but, in association with metalloproteases, may cause

permanent tissue loss, disability and even require limb amputation

due to local myonecrosis inefficiently neutralized by serum therapy

[5].

Experiments based on electrophoresis, spectroscopy [11,12],

crystallography [13,14,15,16] small angle X-ray scattering [17]

and dynamic light scattering [10] have brought important insights
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into the structural features of these molecules demonstrating that

the bothropic Lys49-PLA2s are dimeric in solution. Crystallo-

graphic studies also revealed that these proteins have a dimeric

structure and a biological unit held by contacts between the tips of

b-wing segments and N-terminal a-helices from both monomers

[13]. The biological significance of this dimeric conformation was

straightened by Ward et al. (2002), whose work demonstrated the

occurrence of a fluorescence signal probably originated from the

interaction between the Lys49-PLA2-conserved residues Trp77 in

a solution containing the toxin BthTX-I from Bothrops jararacussu.

More recently, the crystal structures of three Lys49-PLA2s

complexed to suramin and a-tocopherol were solved in an

‘‘alternative’’ dimeric assembly in contrast to the previous

conventional form. The alternative dimer accommodates appro-

priately the hydrophobic segments of these ligands and presents a

larger interfacial area with more negative free energy compared to

the conventional dimeric form. Since it is possible to obtain the

same alternative dimer in the unit cells for all solved structures to

date, this choice seems to be the correct biological conformation

for the Lys49-PLA2s [15,18]. Small angle X-ray scattering

experiments and molecular dynamic simulations with BthTX-I

also show that this alternative dimer is the most probable

configuration of this protein in solution [17]. Structural, functional

and site-direct mutagenesis studies pointed out that the C-terminal

region of Lys49-PLA2s (residues 115–129) is mainly responsible for

their myotoxic activity [19,20,21,22,23,24]. More recently, a

specific myotoxic site for bothropic Lys49-PLA2s composed of two

residues from C-terminal region (Lys115 and Arg118) and one

from N-terminal region (Lys20) was proposed [18].

In contrast with these well-established structural and functional

data for different bothropic Lys49-PLA2s, preliminary structural

and functional studies with MjTX-I (myotoxin-I) from Botrops

moojeni venom revealed intriguing new results. Electrophoresis

experiments with a purified fraction of MjTX-I showed several

oligomeric conformations [25] and its crystal structure revealed a

tetrameric conformation composed by two ‘‘conventional’’ dimers

[26]. Moreover, the MjTX-I myotoxicity measured by plasma

creatine kinase activity is significantly lower than other Lys49-

PLA2s [27]. In the light of these new results, we performed a very

comprehensive study with MjTX-I using different techniques,

including crystallography, analytical size-exclusion chromatogra-

phy, dynamic light scattering, small angle X-ray scattering,

myographic studies, bioinformatics and molecular phylogenetic

analyses. The results obtained indicated that MjTX-I is probably a

unique Lys49-PLA2, with a special capacity for adopting diverse

oligomeric forms. These data reinforce the importance of

quaternary assembly of Lys49-PLA2s to their myotoxic activity

and add new elements to the functional mechanisms and evolution

of these and other related molecules.

Materials and Methods

Ethics
Institutional Animal Care and Use Committee (Institute of

Biosciences - Sao Paulo State University) approved this study

under the number 033/05. Animal procedures were in accordance

with the guidelines for animal care prepared by the Committee on

Care and Use of

Laboratory Animal Resources, National Research Council,

USA.

MjTX-I purification
MjTX-I was isolated from Bothrops moojeni venom by ion-

exchange chromatography in HiTrap CM Sepharose Fast Flow

(5 ml; GE HealthcareTM) equilibrated with 0.05 M ammonium

bicarbonate buffer pH 8.0. Elution started with this buffer,

followed by a gradient from 0.05 to 0.5 M ammonium bicarbon-

ate at 20 uC as previously described [25,28]. The purity of the

MjTX-I eluted fraction was analyzed by 13% SDS-PAGE gel

electrophoresis followed by Coomassie Blue staining.

Crystallization trials
Initially, a lyophilized sample of MjTX-I was dissolved in ultra-

pure water at a concentration of 12.0 mg.ml21. The crystallization

experiments were performed using the sparse matrix method [29]

and the hanging drop vapor diffusion technique [30]. 1 ml of

protein and 1 ml reservoir drop were mixed and equilibrated

against 500 ml of the same precipitant solution. After approxi-

mately 350 days at 291 K, crystals appeared in a solution

containing 0.15 M MgCl2, 32% (w/v) polyethylene glycol (PEG)

4000 and 0.1 M Tris-HCl pH 8.5 as described previously [26].

X-ray data collection and data processing
X-ray diffraction data were collected using a wavelength of

1.421 Å at a synchrotron-radiation source (MX1 beamline –

Laboratório Nacional de Luz Sincrotron, LNLS, Campinas,

Brazil) with a MAR CCDTM imaging-plate detector (MAR

ResearchTM). The crystals submitted to X-ray diffraction exper-

iments were held in appropriate nylon loops and flash-cooled in a

stream of nitrogen at 100 K. The best data set (150 images;

ddetector = 80 mm; DQ= 1u) was processed at 2.49 Å resolution

using the HKL program package [31]. X-ray diffraction data and

processing statistics are presented in Table 1.

Structure determination and refinement
The MjTX-I crystal structure was solved by the Molecular

Replacement Method using the program MOLREP [32] from

CCP4 package v.6.1.13 [33] and the all atom coordinates of

PrTX-II monomer A (PDB access code 1QLL) [34] as the search

model. After a cycle of rigid body refinement using CNS v.1.2

program [35], the resulting electron density map was used for

modeling side chains corresponding to the MjTX-I amino acid

sequence. The modeling process was performed by manual

rebuilding using program Coot v.0.7 [36]. Polyethylene glycol

(PEG) 4000 and solvent molecules were added by the programs

CNS v.1.2 and Coot v.0.7, respectively. Due to the lack of electron

density in some regions of the model, the following side chains of

amino acid residues were not modeled: monomer A: Lys 53,

Lys69, Lys93, Lys115, Lys116, and Lys122; monomer B: Lys16,

Lys20, Lys36, Lys57, Lys69, Lys 70, Asp76, Lys78, Glu87, Asn88,

Lys116, Val119, Lys122, and Arg131; monomer C: Lys16, Lys20,

Lys36, Lys69, Lys70, Lys78, Lys93, Lys115, Lys116, and Lys129;

monomer D: Lys7, Gln11, Lys16, Lys20, Lys57, Leu58, Lys69,

Lys70, Tyr73, Asp76, Trp77, Glu86, Asn88, Lys115, and Phe125.

For the same reason, the amino acid residues Val119, Tyr120,

Leu121, and Lys122 from monomer C and Asp118, Val119,

Tyr120, Leu121, and Lys122 from monomer D were also

completely removed from the model. MolProbity program

(http://molprobity.biochem.duke.edu/) [37] was used to check

the general quality of the final model. The van der Waals

intermolecular interactions were detected with the software PSAIA

(Protein Structure and Interaction Analyzer) [38] using a threshold

of 1.5 Å. The refinement statistics and other information are

shown in Table 1. All structural figures were generated using

PyMOL v.1.3 program [39].

Structural and Phylogenetic Studies with MjTX-I
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Dynamic light scattering
The dynamic light scattering (DLS) experiments were executed

with MjTX-I at 1.5 mg.mL21 concentration and 18uC using a

device DynaPro TITANTM (Wyatt TechnologyTM). Measure-

ments were carried out with the protein dissolved in ultra-pure

water or in different Tris-HCl pH 8.0 concentrations (0.5, 2.0, 5.0,

10.0, and 20.0 mM). One hundred measurements were acquired

in each experiment; in the case of solutions containing buffer, the

data were obtained immediately after the Tris-HCl pH 8.0

addition and two hours later. The analysis of the final data was

performed with the program Dynamics v.6.10 (Wyatt Technolo-

gyTM).

Analytical size exclusion chromatography
Analytical size-exclusion chromatography (SEC) was performed

with the purified MjTX-I using a Superdex 75 10/300 GL (GE

HealthcareTM) column equilibrated with 20 mM Tris-HCl pH 8.0

at 20uC. The MjTX-I sample (V = 0.1 ml; [2 mg.ml21]) was

injected at a flow rate of 0.5 ml/min. The molecular weight

standards were obtained from a low molecular weight gel filtration

calibration kit (Sigma-AldrichTM) containing the following com-

ponents: blue dextran (2000 kDa), bovine serum albumin

(66 kDa), carbonic anhydrase (29 kDa), cytochrome C

(12.4 kDa), and aprotinin (6.5 kDa). The retention volumes for

each standard and sample were measured and used to calculate

the partition coefficients (Kav), which are defined as

Kav = (Vr2Vo)/(Vc2Vo), where Vr = retention volume, Vo =

void volume (calculated based on the retention time of the blue

dextran standard), and Vc = geometric bead volume of the

column. The coefficient Kav for each standard was plotted against

the log of the molecular weight in order to generate a standard

curve, which was used to determine the approximate molecular

weight of each oligomeric species found in the experimental

sample.

Small angle X-ray scattering analysis
Small-angle X-ray scattering (SAXS) experiments were per-

formed with MjTX-I dissolved in ultra-pure water on 20 mM

Tris-HCl pH 8.0at 5.0 mg.ml21 concentration. The measure-

ments were taken at room temperature using NANOSTARTM

equipment from BrukerTM, placed at the Laboratory of Crystal-

lography at the Institute of Physics of the University of São Paulo.

Scattering experiments on the liquid samples were performed

using reusable quartz capillaries glued on stainless steel cases.

Background intensities were obtained based on scattering by the

corresponding buffers measured using the same capillaries. The

data obtained by 3600 s exposure were analyzed with the package

SUPERSAXS (Oliveira & Pedersen, unpublished). Experimental

data are shown as intensity I(q) versus the momentum transfer

q = (4p/l)sinh, where l is the radiation wavelength and 2h is the

scattering angle. After treatment, the data were normalized to

absolute scale using water as the primary standard.The Indirect

Fourier Transformation (IFT) was performed using the Glatter

method [40] with a slightly different implementation [41]. In order

to obtain better structural insights, the SAXS data were compared

with the MjTX-I crystallographic structure described in this work,

using the program CRYSOL [42]. As described later, since this

structure was solved with four monomers in the asymmetric unit,

the tetrameric, dimeric and monomeric structures could be tested

and compared to the experimental data. Finally, the ab initio

modeling was performed using the program GASBOR [43]. In

this method a sequence of interconnected chains is used to

represent the protein backbone. Each sphere corresponds to one

amino acid and therefore the total number of spheres is identical

to the number of protein residues. Starting from a spherical

arrangement of the backbone the program performs a simulated

annealing optimization in which the backbone three-dimensional

arrangement is changed to improved fitting with the scattering

data. As result, a model representing the low resolution structures

of the protein is obtained.

Myographic Studies
Adult male mice weighing 25 to 30 g were maintained under a

12 h light-dark cycle (lights on at 07:00) in a temperature

controlled environment (2262uC) for at least ten days prior to

the experiments. Food and water were freely available.

Mice were killed by exsanguination after ether anesthesia. The

phrenic nerve-diaphragm preparation was removed and mounted

vertically under a tension of 5 g in a conventional isolated organ

bath chamber containing 10 ml of physiological solution (Ringer),

with the following composition (mmol/l): NaCl, 135; KCl, 5;

MgCl2, 1; CaCl2, 2; NaHCO3, 15; Na2HPO4, 1; glucose, 11. This

solution was gassed with carbogen (95% O2 and 5% CO2) and

kept at 35 6 2 uC. The preparation was attached to an isometric

force transducer (Grass, FT03) coupled to a signal amplifier

(Gould Systems, 13-6615-50). The experiments were recorded

using a computer-based data acquisition system (Gould Systems,

Summit ACQuire and Summit DataViewer). Indirect contractions

were evoked by supramaximal strength pulses (0.2 Hz; 0.5 ms;

3 V), delivered by an electronic stimulator (Grass S88K) and

applied on the phrenic nerve by suction electrode. Direct

Table 1. X-ray data collection and refinement statistics.

Unit cell (Å,o) a = 57.6, b = 125.9, c = 65.3, b= 106

Space group C2

Resolution (Å) 33.44 – 2.49 (2.55 – 2.49)a

Unique reflections 15300 (1541)a

Completeness (%) 98.0 (98.9)a

I/s (I) 20.64 (4.69)a

Redundancy 3.1 (3.1)a

Molecules in ASU 4

Matthews coefficient VM (Å3Da21) 2.12

Rmerge
b (%) 5.7 (22.0)a

Rcryst 25.13

Rfree 26.27

Number of non-hydrogen atoms

Protein 3544

Waters 113

PEG molecule 3

Mean B-factor (Å2)c

Overall 50.89

Ramachandran plot (%)d

Residues in favored region 95.1

Residues in outlier region 1.8

aNumbers in parenthesis are for the highest resolution shell.
bRmerge =Shkl[Si(Ihkl,i2,Ihkl.|)]/Shkl, ,Ihkl., where Ihkl,i is the intensity of an
individual measurement of the reflection with Miller indices h, k and l, and
,Ihkl.s the mean intensity of that reflection. Calculated for I.23s (I).
cCalculated with CNS program [35].
dCalculated with MolProbity program [37].
doi:10.1371/journal.pone.0060610.t001
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contractions were evoked by supramaximal pulses (0.2 Hz; 5 ms;

13 V) through a bipolar electrode positioned on opposite sides of

the muscle. Experiments of direct contractions were performed in

the presence of pancuronium bromide (261026 M). The prepa-

rations were stabilized for at least 45 minutes before the toxin

addition. The amplitudes of indirect and direct twitches were

evaluated during 90 and 120 minutes respectively. The mean time

required to reduce the twitches amplitude to 50% (t1/2) was

determined.

Results of myographic studies are expressed as mean 6 S.E. and

were analyzed by Student’s t-test. Values of P,0.05 were

considered significant.

Sequence alignment and phylogenetic analysis
Alignment of the selected sequences was performed by the

program AMAP v. 2.0 [44]. The final alignment was used to

construct a phylogenetic tree by Bayesian inference utilizing

MrBayes v. 3.1.1 software [45]. Two concurrentMCMC runs of

500,000 generations were performed with four progressively

heated chains, a temperature value of 0.2, tree sampling every

100 generations and a burn-in of 2500 trees. The phylogenetic tree

and the lengths of its branches were visualized using the program

Mesquite v.2.72 [46].

Results

Overall crystallographic structure of MjTX-I
The crystal structure of MjTX-I at 2.49 Å resolution revealed

an asymmetric unit (AU) containing four monomers (identified as

A, B, C, and D) and C2 space group with cell constants a = 57.6 Å,

b = 125.8 Å, c = 65.3. Å, and b= 106u. As shown in the Table 1,

the refinement converged to a final Rcryst value of 25.13%

(Rfree = 26.27%) for all data between 33.44 Å and 2.49 Å. In the

final model are found 3544 non-hydrogen protein atoms, 113

water molecules and three polyethylene glycol (PEG) 4000

molecules. As in other Lys49-PLA2s structures, two of them are

close to His48 in monomers A and B, and the third PEG 4000

molecule is sited between the interface of the monomers A and B.

MjTX-I is stabilized by seven disulfide bridges and preserves the

classical secondary structure elements found in this group of

proteins, i.e., a N-terminal a-helix, a ‘‘short’’ helix, a non-

functional Ca2+-binding loop, two anti-parallel a-helices (2 and 3),

two short strands of anti-parallel b-sheet (b-wing), and a C-

terminal loop (Figure 1A). The general stereochemical quality of

the final MjTX-I structure is also satisfactory, since the

Ramachandran plots shows that 95.1% and 98.2% of the total

number of amino acid residues are presentin the favored and

allowed w/y angle combinations, respectively. The residues Pro90

(monomer A), Glu87, Pro123, Phe125 (monomer B), Leu55,

Asp67, Lys116, Phe125 (monomer D) are found in the outlier

regions of the Ramachandran plot, which corresponds to 1.8% of

the total amino acid residues of the final model. These residues are

sited inregions with high flexibility: C-termini (Lys116, Pro123 and

Phe125) and loop segments (Leu55, Asp67, Glu87 and Pro90).

The amino acid composition of the interfaces between the

monomers A, B, C and D are shown as Supporting Information

(Table S1).

A detailed analysis of the AU shows that the monomers are

roughly disposed in a plane along the four b-wings, with the C-

termini occupying external positions in relation to the protein core

(Figure 1A). Interestingly, Ca pairwise structural superposition

between these protomers indicates that the chain D is slightly

distinct, with a root mean square deviation (r.m.s.d.) around 0.8 Å

in relation to the other protomers (Table 2). The main structural

alterations contributing to this Ca atom deviation are concentrated

in the b-wing region of the monomer D, which is part of the

interface between the chains C and D (Figure 1B). This feature of

the monomer D is probably related to the different contacts

observed for the A/B and C/D monomeric pairs, according to the

PDBe PISA server (pdbe.org/pisa). In fact, the A/B interface

presents seven hydrogen bonds and four salt bridges, whereas the

C/D interface is formed by four hydrogen bonds and three salt

bridges, as indicated in the (Table S2). In spite of the distinct

number of contacts at the interfaces of pairs of monomers, they are

formed between the same amino acid residues (Table S2). In

addition, there is a PEG 4000 molecule at the A/B interface

region which forms hydrophobic interactions with the ligand and

the monomers, increasing the number of contacts and compacting

the A/B dimer. Moreover, the absence of the PEG 4000 molecule

at the interface of the C/D apparently allows a little dislocation of

the monomer D and a subsequent displacement of its b-wing

region in comparison to the other monomers. Furthermore, the

monomers form two ‘‘conventional’’ dimers, similar to the

conventional dimeric structure suggested for Lys49-PLA2s [13].

These dimers are linked by the interfaces A/B and C/D (Figure 2)

presenting a large number of van der Waals contacts that

contribute significantly for oligomeric stabilization (Table S1).

Structural comparison of MjTX-I with other Lys49-PLA2s
Superposition between Ca atoms of the MjTX-I and protomers

of several bothropic Lys49-PLA2s deposited in PDB resulted in an

r.m.s.d. of approximately 1 Å. The same superposition including

non-bothropic venoms resulted in an r.m.s.d. of approximately 1.4

Å (Table 2). The superposition between protomers of MjTX-I,

BnSP-7 from Bothrops pauloensis (PDB ID 1PA0), Myo-II from

Bothrops asper (PDB ID 1CLP), BthTX-I from Bothrops jararacussu

(PDB ID 3HZD), godMT-II from Cerrophidion godmani (PDB ID

1GOD) and Acl-K49 from Agkistrodon contortrix laticinctus (PDB ID

1S8H) shows that the deviations are concentrated in the Ca2+-

binding loop (Tyr25-Arg34), loops Cys51-Lys69 and Cys84-Cys91

and in the C-terminal region (Lys115-Phe125) (Figure 1C). Ca

atoms superposition of this region (C-termini) between BthTX-I

protomers and other Lys49-PLA2s resulted in an average r.m.s.d.

of 1.7Å whereas the same superposition for MjTX-I protomers

resulted in an average r.m.s.d. of 2.3Å (Table 3). These data show

that the C-terminal regions of MjTX-I present a higher structural

deviation compared to other Lys49-PLA2 C-termini.

Dynamic light scattering and analytical size exclusion
chromatography

Dynamic light scattering (DLS) experiments show MjTX-I to be

predominantly monomeric when dissolved in ultra-pure waterat

1.5 mg.ml21 concentration, since there is a unimodal molecular

distribution (Pd = 16.5%) with an average molecular weight (MW)

of around 19 KDa, as calculated from a hydrodynamic radius

(RH) value of 2.1 nm (Table 4). This result is based on the fact that

the average MW of MjTX-I is approximately 14 KDa. On the

other hand, the DLS measurements also indicated molecular

aggregation after a gradual increase in the concentration of the

Tris-HCl (the same buffer used for crystallization) and two hours

of incubation (Table 4). After the incubation, MjTX-I appears to

assume a dimeric form at 0.5, 2.0, and 10.0 mM Tris-HCl

concentration (RH = 2.7–2.8 nm; average MW < 33–37 KDa),

whereas at 20 mM Tris-HCl the main form of the protein is

probably tetrameric (RH = 3.7 nm; average MW < 70 nm).

Additionally, it is interesting to highlight the Tris-HCl incubated

solutions present higher polidispersity percentage compared to the

other samples (water or not incubated Tris-HCl conditions),
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indicating the formation of multi-oligomeric assemblies of the

toxin.

Analytical size exclusion chromatography experiment showed a

broad curve of absorbance during the elution of the MjTX-I

sample (Figure 3A), confirming the formation of several oligomeric

species at 20 mM Tris-HCl concentration and pH 8.0. Based on a

calibration curve determined using standard proteins, it is also

possible to attest the occurrence of monomers, dimers and

tetramers in the eluted solution (Figure 3B).

Figure 1. Overall crystallographic structure of MjTX-I. (A) Cartoon representation of MjTX-I structure. PEG4000 molecules are showed in sticks.
(B) Ca superposition of monomers A (red), B (light green), C (blue) and D (orange) of MjTX-I structure highlighting the most important structural
deviations between them. (C) Ca superposition of monomers A of MjTX-I (magenta), BnSP-7 (PDB ID 1PA0) (black) and Myo-II (PDB ID 1CLP) (yellow),
monomer B of BthTX-I (PDB ID 3HZD) (brown) and overall structure of godMT-II (PDB ID 1GOD) (cyan) and Acl-K49 (PDB ID 1S8H) (dark green).
doi:10.1371/journal.pone.0060610.g001

Table 2. Superposition between protomers of MjTX-I, BthTX-I (PDB ID 3HZD), BnSP-7 (PDB ID 1PA0), godMT-II (PDB ID 1GOD), Acl-
K49 (PDB ID 1S8H) and Myo-II (PDB ID 1CLP) (r.m.s. deviation (Å) of Ca atoms).

MjTX-I A MjTX-I B MjTX-I C MjTX-I D BthTX-I A BthTX-I B BnSP-7 A BnSP-7 B godMT-II A Acl-K49 A Myo-II A Myo-II B

MjTX-I A – 0.8 0.6 0.8 1.0 1.2 1.2 1.2 1.4 1.4 1.5 1.5

B – – 0.5 0.8 0.7 1.1 1.2 0.9 1.5 1.3 1.5 1.5

C – – – 0.8 0.8 0.9 1.0 0.9 1.4 1.2 1.4 1.4

D – – – – 1.0 1.1 1.2 1.0 1.5 1.3 1.2 1.5

doi:10.1371/journal.pone.0060610.t002
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Small angle X-ray scattering
Radius of gyration (Rg) and molecular mass calculated for the

main species in each SAXS experiment were1.6760.50 nm and

1863 KDa in ultra-pure water and 2.6260.30 nm and

4366 KDa in the presence of 20 mM Tris-HCl pH 8.0,

respectively, underlining the significant influence of the physical-

chemical environment on the oligomerization of this protein

(Figure 4). It is important to observe that high-order aggregates

produce noticeable scattering intensity only to very small angle

around the direct X-ray beam, consequently they cannot be

detected [47].

The presence of a shoulder in the p(r) curve obtained with

MjTX-I in the buffered solution indicates a correlation distance

within the structure which is a signature of dimeric structures.

Monomeric and dimeric structures provided a very good fit for the

sample in water and in buffered solution, respectively (Figure 4),

supporting the monomer-dimer conversion caused by the buffer

addition. In Figure 4, panels C and D present the superposition of

the ab initio model obtained from the SAXS data and the

conventional and alternative dimers [16]. The best agreement is

between the ab initio model and the conventional dimer, whereas

the superposition for the alternative dimer is unsatisfactory. Also,

the alternative dimeric form provides a poor fitting of the

scattering data (data not shown). Therefore, these results support

the conclusion that MjTX-I does not form dimers with the

alternative conformation in our experiments.

Myographic studies
MjTX-I induced a time- and concentration-dependent inhibi-

tion of the indirectly evoked twitches in mice phrenic diaphragm

preparation (Figure 5A). At 1 mM, the toxin slightly reduced the

amplitude of twitches in about 15% after 90 minutes, while at

5 mM the twitches were nearly abolished. At this same concen-

tration (5 mM), MjTX-I also depressed directly evoked twitches in

about 80% (Figure 5B). The t1/2 of indirectly and directly evoked

twitches were not significantly different (29.6 6 1.7 minutes; n = 3

vs. 39.5 6 5.3 minutes; n = 4).

Discussion

MjTX-I may adopt different oligomeric conformations in
solution

Oligomerization is a common physical property of proteins and

represents a recurring theme in biological systems [48,49]. To

date, bothropic Lys49-PLA2s have been reported in monomeric or

dimeric forms in the PDB and structural studies have demon-

strated the importance of the dimeric form to expression of their

myotoxic activity [16]. In addition, results obtained from

bioinformatics tools demonstrated that all bothropic Lys49-PLA2s

reported as monomeric in the crystal structures are probably

dimeric in solution [10,17]. In the light of the novel crystallo-

graphic assembly obtained for MjTX-I, several other experimental

and theoretical techniques were employed to evaluate its biological

significance. Initially, the PDBe PISA program [50] was not able

to identify any quaternary association that might be stable in

solution. According to this theoretical analysis, no quaternary

assembly found in the MjTX-I crystal structure reflects the

functional unit of the toxin and, consequently, only the monomeric

form must be considered as the feasible biological entity. Despite

the absence of oligomerization according to the PDBe PISA

Complexation Significance Score (CSS), this program was able to

identify important interactions between the A/B and C/D

interfaces (Table S2). Then, it seems reasonable to assume that

the molecular arrangement which defines the AU is not a simple

crystallization artifact. This supposition is well supported by the

great number of dimeric Lys49-PLA2s deposited in the PDB in

comparison to the number of monomeric ones [10,16,23].

Table 3. Superposition between C-terminal segments (K115-
F125) of MjTX-I, BthTX-I (PDB ID 3HZD), BnSP-7 (PDB ID 1PA0),
godMT-II (PDB ID 1GOD), Acl-K49 (PDB ID 1S8H) and Myo-II
(PDB ID 1CLP) (r.m.s. deviation (Å) of Ca atoms).

BnSP-7 A BnSP-7 B godMT-II AAcl-K49 A Myo-II A Myo-II B

BthTX-I A 2.8 0.4 2.6 2.4 2.6 2.8

B 0.2 2.7 0.9 1.7 0.8 0.8

MjTX-I A 2.9 2.2 2.9 2.7 3.0 3.0

B 2.7 1.3 2.6 1.9 2.5 2.7

C 2.3 1.2 2.2 1.1 2.6 2.0

D 2.7 1.5 2.7 0.7 3.0 3.1

doi:10.1371/journal.pone.0060610.t003

Table 4. Hydrodynamic radius, polidispersity percentage and
mass obtained by dynamic light scattering (DLS) experiments.

R (nm) MW (kDa) % Pd % Mass

Water 2,1 19 16,5 99,6

0,5 mM 2,1 19 19,3 99,4

0,5 mM* 2,7 33 37,6 99,8

2,0 mM 1,9 15 17,6 99,8

2,0 mM* 2,8 37 32,3 99,3

10 mM 1,9 15 15,8 99,8

10 mM* 2,8 37 28,6 99,8

20 mM 3,7 71 25,3 97,6

*After two hours of TrisHCl addition
The percent mass represents the amount of mass of the molecule with the
hydrodynamic radius obtained. Measurements were carried out with the
protein dissolved in ultra-pure water or in different Tris-HCl pH 8.0
concentrations (0.5, 2.0, 5.0, 10.0, and 20.0 mM). In the case of the solutions
containing buffer, the data were obtained immediately after the Tris-HCl pH 8.0
addition and two hours later.
doi:10.1371/journal.pone.0060610.t004

Figure 2. Two possible dimeric conformations for Lys49-PLA2s
structures. The alternative dimer formed by dimer of BthTX-I
chemically modified by p-bromophenacyl bromide (yellow) (PDB ID
3HZW) and the conventional dimerformed by interfaces of the
monomers A/B (blue) and C/D (gray) in MjTX-I crystal structure.
doi:10.1371/journal.pone.0060610.g002
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Dynamic light scattering (DLS) experiments show that MjTX-I

is predominantly monomeric when dissolved in ultra-pure water,

but after the addition and gradual increase of the Tris-HCl

concentration, a molecular aggregation process occurs, indicating

that MjTX-I may assume a dimeric or tetrameric conformation

and even high-order aggregates (as demonstrated by the high

polidispersity percentage and mass percentage ,99% after two

hours of incubation of 10 mM Tris-HCl). Thus, considering the

Tris-HCl concentration at crystallization condition (100 mM) and

the similar pH values in these experiments (8.0 and 8.5,

respectively, in crystallization and DLS conditions), the structural

arrangement of the four monomers found in the AU could reflect a

possible MjTX-I physiologically relevant assembly. In agreement

with the DLS results, the SAXS data also showed that MjTX-I

oligomerizes in buffered solution. Further, the analytical size

exclusion chromatography experiment (Figure 3) confirmed that

MjTX-I has a remarkable tendency to oligomerization, confirming

the formation of several oligomeric species at 20 mM Tris-HCl

concentration and pH 8.0. Indeed, it was reported based on gel

filtration experiments that this toxin presents a different propor-

tion of oligomeric forms [25].

It has been observed that in several oligomeric proteins the

frequency of charged and polar residues at the oligomeric

interfaces is higher compared to their core regions, while

hydrophobic residues are less frequent at the interfaces

[51,52,53]. As shown in Table S1, eight polar or charged residues

Figure 3. Analytical size-exclusion chromatography experiments for MjTX-I. (A) The inset shows the 13% SDS-PAGE of MjTX-I collected in
different positions of the obtained peak. Lane I: unstained SDS-PAGE Standard from Bio-Rad Laboratories, Inc.; Lane II: MjTX-I collected at the elution
volumes correspondent to points 1 and 2 in the chromatogram; Lane III: MjTX-I collected at the elution volume correspondent to point 3 in the
chromatogram. (B) Calibration curve obtained using standard proteins shows the different oligomeric assemblies of MjTX-I in 20 mM Tris-HCl pH 8.0.
The protein standards were obtained from a low molecular weight gel filtration calibration kit (Sigma-Aldrich) containing: blue dextran (2000 kDa),
bovine serum albumin (66 kDa), carbonic anhydrase (29 kDa), cytochrome C (12.4 kDa) and aprotinin (6.5 kDa).
doi:10.1371/journal.pone.0060610.g003

Figure 4. Small angle X-ray scattering experiments for MjTX-I. (A) Theoretical curve for monomeric state (continuous) corresponding to
experimental SAXS data (circles), and theoretical curve for dimeric state (dashed) corresponding to experimental SAXS data (triangles). The theoretical
curves were calculated by the program CRYSOL using the atomic resolution coordinates from the structures of the monomer and dimer respectively.
(B) Pair distance distribution curve p(r) calculated using the IFT procedure. (C) Conventional dimer (in cartoon) superposed on the SAXS ab initio
dummy chain model (gray transparent surface) and after 90u rotation (D). Alterative dimer (in cartoon) superposed on the SAXS ab initio dummy
chain model and shown after 90u rotation.
doi:10.1371/journal.pone.0060610.g004
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(,29%) of interdimeric interfaces (A/C, B/D and A/D) are

exclusively found in MjTX-I sequence. Remarkably, at least one

of these residues are involved in 50% of van der Waals contacts

between the interdimeric interfaces, highlighting the important

role of the exclusive MjTX-I residues in the formation of the

tetrameric oligomeric assembly not observed in any other Lys49-

PLA2s.

In conclusion, we can state that this protein may adopt different

oligomeric under conditions close physiological.

MjTX-I biological oligomeric conformation and structural
evidences for its lower myotoxic activity

In contrast with recently propositions supporting the alternative

dimer [15,17,18], our crystallographic and SAXS analyses

indicated that the probable dimeric conformation of MjTX-I in

Figure 5. Effects of MjTX-I on indirectly (A) and directly (B) evoked twitches on isolated mouse preparations. Neuromuscular blockade
was produced by 1 mM (A) and 5 mM (A, B) of MjTX-I in comparison to control. The ordinate represents the % amplitude of twitches relative to the
initial amplitude. The abscissa indicates the time (min) after the addition of MjTX-I to the organ bath. Vertical bars represent mean 6 SEM. * indicates
the point from which there are significant differences relative to control (p,0.05).
doi:10.1371/journal.pone.0060610.g005

Figure 6. Amino acid alignment of Lys49-PLA2s from venom of Bothrops genus. The numbers upside of the alignment correspond to
residues that are exclusively from MjTX-I. BaTX: Lys49-PLA2 from Bothrops alternatus venom (NCBI GI: 292630846); BnIV: Lys49-PLA2 from Bothrops
pauloensis venom (NCBI GI: 333361256); BnSP-6: Lys49-PLA2 from Bothrops pauloensis venom (NCBI GI:49258448); BnSP-7: Lys49-PLA2 from
Bothrops pauloensis venom (NCBI GI: 239938675); BthTX-I: Bothropstoxin-I from Bothrops jararacussu venom (NCBI GI: 51890398); MjTX-I: Myotoxin-I
from Bothrops moojeni venom (NCBI GI: 17368325); MjTX-II: Myotoxin-II from Bothrops moojeni venom (NCBI GI: 62738542); Myo-II: Myotoxin-II from
Bothrops asper venom (BaspTX-II) (NCBI GI: 166215047); PrTX-I: Piratoxin-I from Bothrops pirajai venom (NCBI GI: 17433154); PrTX-II: Piratoxin-II from
Bothrops pirajai venom (NCBI GI: 17368328). The Bothrops pauloensis species was recently reclassified as Bothropoides pauloensis [64].
doi:10.1371/journal.pone.0060610.g006
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solution is similar to the conventional oligomeric form [13,21].

The crystal structure is formed by two conventional dimers and

the comparison between the experimental data and the theoretical

scattering curves of SAXS experiments indicate that the conven-

tional dimer is the predominant configuration found in solution

(Figure 4). Additionally, an analysis of the sequence alignment of

MjTX-I with other bothropic Lys49-PLA2s (Figure 6) also

supports the results obtained by SAXS and crystallography

techniques. MjTX-I has a TyrRVal mutation at position 119

compared to other bothropic Lys49-PLA2s, which is essential for

the stabilization of the alternative dimer configuration and for

their myotoxic activity. Tyr119 residues from both chains form a

hydrogen bond when a ligand is present at their hydrophobic

channels or His48 region, inducing the correct structural

arrangement of the myotoxic site via C-termini organization

[18,54]. In the alternative conformation both C-terminal regions

lie in close proximity and form the proposed myotoxic site [18],

while in the conventional dimer the C-termini are in opposite sides

of the dimers [13]. Furthermore, MjTX-I crystallographic

structure presents a higher deviation of C-terminal region in

comparison with other Lys49-PLA2s (Table 3) and the sequence of

this regionshows only partial conservation, with the occurrence of

other mutations in addition to the Tyr119RVal cited above (e.g.

Tyr117RArg, Lys127RAsp and Asp130RArg - Figure 6). These

mutations may also affect the muscle damage activity due to the

change of conserved residues to other with very distinct physical-

chemical properties. Indeed, site-directed mutagenesis studies

showed that these C-terminal residues play an important role in

the myotoxic activity of the Lys49-PLA2s [20,24].

All these structural data are in agreement with functional data

obtained by us and also described in previous studies [27]. In our

functional studies, isolated neuromuscular preparations have been

used for discrimination between neurotoxic and myotoxic effects

of snake venoms or isolated toxins [55,56]. While neurotoxicity

causes only the loss of the indirect twitches, myotoxicity induces

depression of both direct and indirect twitches [54]. Thus, the

observation that MjTX-I simultaneously depressed both indirectly

and directly evoked twitches in phrenic–diaphragm preparation

may be taken as an indicative of the myotoxic effect of this protein.

Similar results, i.e. the blockage of indirect and direct twitches,

were previously described for BthTX-I [57]. However, the

myotoxic effect of MjTX-I is significantly weaker in comparison

to other bothropic Lys49-PLA2s [58]. While the blockage of the

indirect twitches induced by MjTX-I (1 mM) did not reach 50% in

90 minutes, the reported t1/2 for BthTX-I, PrTX-I from Bothrops

pirajai and MjTX-II from Bothrops moojeni under the same

experimental conditions were 40.3 6 3.5 min, n = 8; 49.0 6

6.9 min, n = 6 and 35.262.0 min, n = 8, respectively [58].

Based on our functional and structural data we suggest that the

lower myotoxity activity of MjTX-I in comparison to other Lys49-

PLA2s is associated with its oligomeric conformation (conventional

dimer) and also due to its capacity to adopt different oligomeric

conformations depending on the physical-chemical environment.

These data corroborate previous results which demonstrated that

decrease in myotoxicity is associated with the formation of high

molecular weight complexes [25].

MjTX-I evolutionary aspects
The results presented above strongly suggest that MjTX-I is a

unique Lys49-PLA2, which is able to adopt a different dimeric

conformation compared to other Lys49-PLA2s and even a

tetrameric assembly formed by the association of two dimers. In

the light of this variability in oligomeric structure inherent to

MjTX-I, it is possible to raise interesting questions on the

evolution and biological functions of this toxin. As previously

mentioned, MjTX-I has lower myotoxic activity compared to

Figure 7. Phylogenetic tree of bothropic Lys49-PLA2s visualized in square form (A) and computed branch lengths (in blue) (B).
Posterior probability values after 1,000,000 cycles are indicated in internodes. Internodes with a posterior probability value less than 0.75 were
collapsed. Minimum e-value is 3.10247. The sequences used to perform this phylogentic tree are the same sequences used in amino acid alignment of
Lys49-PLA2s (see the legend for Figure 6) and M1-3-3: Lys49-PLA2 from Bothrops asper venom (NCBI GI: 6492260); Myo-I: Myotoxin-I from Bothrops
atrox venom (NCBI GI: 82201805); Myo-IV: Myotoxin IV from Bothrops asper venom (NCBI GI: 166216293). Outgroup: Myo-III: Asp49-PLA2 Myotoxin
III from Bothrops asper venom (NCBI GI: 166214965).
doi:10.1371/journal.pone.0060610.g007
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other Lys49-PLA2s probably due to: i) high structural deviation

and mutation of some residues in the C-terminal region; ii)

formation of multi-oligomeric assemblies; and iii) formation of

conventional dimer. In order to examine these hypotheses from an

evolutionary perspective, we performed a baeysian phylogenetic

analysis using bothropic Lys49-PLA2s amino acid sequences

deposited in the NCBI protein database (Figure 7). As observed

previously, the bothropic Lys49-PLA2s nest in a clade [59].

Despite its peculiar characteristics, MjTX-I is the sister group of

PrTX-I and PrTX-II, proteins that present an alternative dimeric

conformation (Figure 7). However, analyzing this phylogenetic

tree considering the evolutionary distances of the Lys49-PLA2s to

their common ancestral, MjTX-I presents the largest branch

length of the tree, accumulating more sequence differences from

the common ancestor. This evolutionary feature could reflect the

peculiar oligomeric characteristics of MjTX-I and may be a

product of the accelerated evolution of these enzymes [60].

The oligomerization of multiple, identical subunits is a simple

way of forming large, functional structures in a genetically

economical manner [61]. In terms of venom evolution, the core

set of venom genes found in the common ancestor of toxicoferans

have evolved to form the more complex reptile venoms, improved

posteriorly by toxin recruitment and neofunctionalisation events,

including the assembling of covalently or non-covalently-linked

multi-unit toxins [62,63]. In this regard, it is reasonable to suppose

that oligomeric forms of MjTX-I can be associated to the

emergence of new functionalities. Hence, the oligomeric confor-

mation of MjTX-I may reflect an intermediate molecular state of

this protein in a continuous evolutionary process that may be a

response to environmental variation and adaptation to new preys.

Conclusion

MjTX-I may adopt different oligomeric conformations depend-

ing on the physical-chemical environment as demonstrated by

different techniques. Basically, this protein adopts the form of one

or two dimers in the conventional configuration. Consequently, it

is likely that the oligomerization states presented by MjTX-I in

comparison to other Lys49-PLA2s could be intrinsically related to

its biological functions. In evolutionary terms, the oligomeric forms

of MjTX-I may be also associated to the emergence of new

functionalities, since these assemblies are associated with reduced

myotoxic activity. Finally, this study presents a toxin with novel

functional/structural and evolutionary characteristics which can

contribute for a more complete understanding of Lys49-PLA2s

and development of structure-based drugs and other biotechno-

logical products.

Atomic coordinates
The MjTX-I coordinates and structure factors have been

deposited in the Protein Data Bank with identification code 3T0R

Supporting Information

Table S1 Interfacial residues of the MjTX-I crystal
structure.

(DOC)

Table S2 Interfacial salt bridges and hydrogen bonds of
the MjTX-I crystal structure.

(DOC)
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Animais Peçonhentos. Brasilia: MS/FUNASA.

8. Schaloske RH, Dennis EA (2006) The phospholipase A2 superfamily and its

group numbering system. Biochim Biophys Acta 1761: 1246-1259.

9. Holland DR, Clancy LL, Muchmore SW, Ryde TJ, Einspahr HM, et al. (1990)

The Crystal-Structure of a Lysine-49 Phospholipase-A2 from the Venom of the
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a b s t r a c t

Phospholipases A2 (PLA2s) are important components of Bothrops snake venoms, that can induce several
effects on envenomations such as myotoxicity, inhibition or induction of platelet aggregation and edema.
It is known that venomous and non-venomous snakes present PLA2 inhibitory proteins (PLIs) in their
blood plasma. An inhibitory protein that neutralizes the enzymatic and toxic activities of several PLA2s
from Bothrops venoms was isolated from Bothrops alternatus snake plasma by affinity chromatography
using the immobilized myotoxin BthTX-I on CNBr-activated Sepharose. Biochemical characterization of
this inhibitory protein, denominated aBaltMIP, showed it to be a glycoprotein with Mr ofw24,000 for the
monomeric subunit. CD spectra of the PLA2/inhibitor complexes are considerably different from those
corresponding to the individual proteins and data deconvolution suggests that the complexes had
a relative gain of helical structure elements in comparison to the individual protomers, which may
indicate a more compact structure upon complexation. Theoretical and experimental structural studies
performed in order to obtain insights into the structural features of aBaltMIP indicated that this molecule
may potentially trimerize in solution, thus strengthening the hypothesis previously raised by other
authors about snake PLIs oligomerization.

� 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Accidents caused by venomous snakes represent a significant
public health problem especially in tropical countries, considering
the frequency of occurrence and the mortality they induce [1].

The constitution of snake venoms is complex, containing more
than 20 different components and with more than 90% of their dry
weight corresponding to proteins. Among the protein content of
these venoms, there is a wide variety of enzymes, and the non-
protein part is composed by carbohydrates, lipids, metals, amino
acids, nucleotides, among other constituents [2].

Phospholipases A2 (PLA2s, E.C. 3.1.1.4) are enzymes that catalyze
the hydrolysis of 2-acyl ester bonds of 3-sn-phospholipids,
releasing free fatty acids and lysophosphatides [3]. These enzymes
are widely distributed in nature and are found in the interior and
exterior of cells [4], pancreatic secretions [5], inflammatory
exudates [6] and arthropod and snake venoms [7].

Independently of their primary catalytic function, the PLA2s can
induce several pharmacological and/or toxic effects, such as myo-
necrosis, anticoagulation, inhibition of platelet aggregation,
neurotoxicity, cardiotoxicity, arterial hypotension, increase of the
microvascular permeability and edema formation [8e13]. Besides,
PLA2s are also associated with muscular necrosis, an important
local effect induced by some snake venoms, which may lead to
permanent loss of tissue and function that may result in the
amputation of the affected limb [14].

Considering these factors, several studies have been carried out
in search of natural inhibitors of snake venom PLA2s. Some authors
already described the presence of these inhibitors in the plasma of
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mammals as Didelphis albiventris [15,16] and Didelphis marsupialis
[17], in plants as Withania somnifera [18], Cordia verbenacea [19],
Piper umbellatum and Piper peltatum [20], Bauhinia forficata [21],
and also in the plasma of snakes [22e25].

Plasma of venomous and non-venomous snakes possesses PLA2
inhibitory proteins, denominated PLIs [25]. According to several
studies, these PLIs are responsible for the natural resistance of
snakes against the toxic components of their own venoms, or to
those of other species [23,26e29].

The PLA2 inhibitors can be classified into three types (a, b and g),
according to structural aspects [30]. Nevertheless, their mecha-
nisms of action remain unknown, which incites new structural and
functional studies. a-type inhibitors (aPLIs) isolated from the
plasma of Crotalinae snakes are acidic glycoproteins constituted of
more than two subunits and possess sequential similarity to the
carbohydrate recognition domain (CRD) of C-type lectins [31]. At
the moment, it is believed that the mechanism by which aPLIs
neutralize the toxic effects of snake venom PLA2s involves the CRD
region, particularly CRD4, which recognizes and binds to these
enzymes, preventing their enzymatic activity on the cell membrane
[32].

The present study reports the isolation of a phospholipase A2
inhibitory protein from Bothrops alternatus snake plasma (aBalt-
MIP) and also highlights interesting biochemical, structural and
functional features related to this molecule.

2. Materials and methods

2.1. Materials

A specimen of B. alternatus snake was supplied by the serpenta-
rium of Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto. Blood was
collected in0.38% sodiumcitrate and centrifuged for 10minat450� g
and room temperature for obtainment of the corresponding plasma,
which was then lyophilized and stored at �20

�
C. Another specimen

of the same specieswas obtained from the serpentariumof Fundação
Ezequiel Dias, Belo Horizonte,MG. At the time of sampling, the snake
was euthanized with CO2 before dissection. Liver samples were
collected, quickly frozen in liquid nitrogen and stored at�80 �C until
RNA extraction. Animal carewas in accordancewith the guidelines of
the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA) and was
approved by the Committee for Ethics in Animal Utilization of Uni-
versidade de São Paulo (No. 09.1.329.53.3) and IBAMA (No. 11781-1).
Activated Sepharose 4B-CNBr and Sephacryl S-200 were purchased
from Amersham Pharmacia Biotech (GE-Healthcare) and the oligo-
nucleotides fromGibco BRL. All other reagents used for chemical and
biological characterization were acquired from Sigma Chem. Co.,
BioLab, Gibco BRL or Mediatech.

2.2. Phospholipases A2 and synthetic peptides

BthA-I-PLA2, bothropstoxins I and II (BthTX-I and -II) from
Bothrops jararacussu, piratoxins I and III (PrTX-I and -III) from
Bothrops pirajai and crotoxin B (CB) from Crotalus durissus terrificus
were isolated by ion-exchange chromatography on CM-Sepharose
using 0.05 M ammonium bicarbonate (AMBIC) buffer, pH 8.0, as
previously described [33,34]. Peptides were synthesized by Fmoc
chemistry, with native endings by a commercial provider (Chiron
Mimotopes, Victoria, Australia or PepMetric Technologies Inc., Van-
couver, Canada). Their estimated molecular masses were in agree-
mentwith corresponding calculated values,withfinal purity levels of
at least 95% by RP-HPLC analysis. Peptides were kept dry at �20 �C,
anddissolved in 0.12MNaCl, 40mMsodiumphosphate (PBS), pH7.2,
immediately before being tested for their activities. Peptides were

derived from the C-terminal region 115e129 of the Lys49 PLA2e like
BthTX-I (pepBthTX-I ¼ 115KKYRYHLKPFCKK129).

2.3. Purification of the inhibitor

aBaltMIP was isolated from B. alternatus blood plasma as
follows. B. jararacussu BthTX-I (40 mg) was coupled to 10 ml of
CNBr-activated Sepharose 4B as described by the manufacturer. It
was then settled in a 1.0 � 8.0 cm column and equilibrated with
0.1 M phosphate buffer, pH 7.2. B. alternatus plasma (10 ml) was
diluted with the same buffer (50 ml, buffer 1) and applied on the
column at a flow rate of 2.0 ml/min. Absorbance was recorded at
280 nm and sample was refluxed for 2 h followed by an extensive
washing with the same buffer. The PLA2-bound inhibitor was then
eluted with 0.1 M glycine-HCl buffer, pH 2.8 (buffer 2), and the pH
of the eluted samplewas immediately adjusted to pH 7.0 with 0.5M
TriseHCl buffer, pH 8.0. The aBaltMIP was desalted and concen-
trated using a YM-10,000 Amicon membrane by successive wash-
ings with 0.05 M AMBIC, pH 8.0, aliquoted in 1.0 ml portions,
lyophilized and stored at �20 �C [25,35].

2.4. Biochemical characterization

Polyacrylamide gel electrophoresis was performed in the pres-
ence of sodium dodecyl sulfate (SDSePAGE), following a previously
described method [36]. A PPSQ-33A (Shimadzu) automatic
sequencer was used for the N-terminal sequencing. The phenyl-
thiohydantoin (PTH) amino acids were identified by comparing
their retention times with the 20 PTH-amino acid of the standard
mixture. The peptides obtained were compared with the sequences
of other related proteins in the SWISS-PROT/TREMBL databases
using the FASTA and BLAST programs. To confirm the purity degree,
reverse-phase HPLC was performed using a C18 column of
4.6 � 100 mm (GE-Healthcare). C18 column was equilibrated with
solvent A (0.1% trifluoroacetic acid), and eluted with a concentra-
tion gradient of solvent B (70% acetonitrile, 0.1% trifluoroacetic acid)
from 0 to 100%, at a flow rate of 1 ml/min during approximately
90 min. The peaks were monitored by absorbance at 280 nm.

2.5. Inhibitory effect of aBaltMIP on biological activities
of snake venom PLA2s

2.5.1. Inhibition of anticoagulant and PLA2 activities
The ability of aBaltMIP to inhibit the enzymatic activity of the

basic Asp49 PLA2s BthTX-II, BthA-I-PLA2, PrTX-III and CB was
evaluated by previous incubation of these toxins (25 mg) with the
inhibitor at different molar ratios. Anticoagulant activity was
assayed on platelet poor plasma and the PLA2 assay on agarose gel
containing red blood cells and egg yolk phospholipids [25,33,37].

2.5.2. Inhibition of cytotoxic activity
Cytotoxicity induced by PLA2s (20 mg) in the presence or absence

of aBaltMIP was assayed on endothelial cells (tEnd) according to
Angulo et al. [38]. In order to establish the 100% cytotoxic level for
tEnd cells, 150 ml of 0.1% triton X-100 in culture mediumwere incu-
bated with the cells. For the 0% reference, the culture medium was
used alone. After 3 h of incubation at 37 �C, aliquots of 100 ml from the
supernatants were assayed for lactate dehydrogenase (LDH) activity
according to the Sigma 500 colorimetric method. Results were
expressed as the percentage of cytotoxicity relative to LDH released
by the detergent alone. In order to measure the cytotoxic activity
uponmuscular cells,mousemyoblast cell lines (C2C12)were assayed
by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) staining, as described byMosmann [39]. Cellswere disposed in
96-well plates at a density of 1 � 105 cells per well. After 24 h of
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culture, the medium was removed and fresh medium, with or
without different concentrations of indicated compounds, as
pepBthTX-I (100 mg), pepBthTX-I/aBaltMIP (1:1, molar ratio) and
aBaltMIP (100 mg), was added to the wells and incubated for 24 h.

2.5.3. Inhibition of myotoxicity
In vivo myotoxic activity was assayed measuring the creatine

kinase (CK) levels in mice plasma (n ¼ 6, 20e25 g) after i.m.
injection of 50 ml of PBS (phosphate buffered saline) alone or PBS
containing 50 mg of Asp49 or Lys49 myotoxin, previously incubated
with aBaltMIP, into the right gastrocnemius muscle. CK activity was
assayed by the CKeUV kinetic kit (Bioclin, Brazil) as instructed by
the manufacturer. The activity was expressed in U/l, one unit cor-
responding to the production of 1 mmol of NADH per minute [40].

2.6. Circular dichroism spectroscopy

CD measurements were carried out in a JASCO model J-810 CD
spectropolarimeter equippedwith a peltier thermo-controllerwithin
a spectral range of 190e260 nm. The experimentswere performed at
20 �C using an optical path-length of 1 mm with a 20 nm/min
scanning speed and response time of 2 s. Twenty spectra were
accumulated, averaged and corrected from the baseline for buffer
solution contribution and the resultant spectra were normalized to
residual molar ellipticity [q]. Samples (protein individually and
complexes) were analyzed in 5 mM phosphate buffer (pH 7.4) at
molar concentration of 10 mM. The enzyme/inhibitor complex was
prepared bymixing1:1M ratio, followedby incubation for 2 h at 4 �C.
All solutions prior to experimentationwere centrifuged at 20,000� g
for 10 min to remove any aggregates and insoluble particles. Data
analysis and deconvolution were conducted using algorithms
implemented on the Dychroweb server [41].

2.7. Dynamic light scattering

The dynamic light scattering (DLS) measurements were per-
formedwith native aBaltMIP at 4 �C (277 K) and 10 �C (283 K) at the
concentration of 1.0 mg ml�1 using a DynaPro TITAN equipment
(Wyatt Technology). The results were analyzed with the Dynamics
v.6.10 software. The data were measured one hundred times in
triplicate.

2.8. RNA extraction and cDNA synthesis

Approximately 120mg of frozen liver of B. alternatuswas ground
to a fine powder with a mortar and pestle in the presence of liquid
nitrogen and used for total RNA isolation, following the guanidine
thiocyanate-Trizol� method (Invitrogen, USA). RNA integrity was
analyzed by electrophoresis of 0.5e2 mg on a 1% agarose gel.
Electrophoresis was run at 100 V/cm using TBE (89 mM Tris base,
89 mM boric acid, 2 mM EDTA, pH 8.0) as the running buffer. The
gel was examined under UV light, in the presence of ethidium
bromide, for the presence of 18S and 28S bands corresponding to
ribosomal RNA. cDNA was synthesized from 2 to 5 mg of total RNA
by using a cDNA synthesis kit with oligo(dT)12e18 primer, in the
presence of dithiotreitol (First-Strand Synthesis kit, Invitrogen,
USA). PCR reactions were carried out with specific oligonucleotides
designed on the basis of the published nucleotide sequence
encoding for the aPLIs from Trimeresurus flavoviridis [42]. Amplifi-
cation conditions were 5 min at 94 �C, 35 cycles of 3 min at 94 �C,
30 s at 55 �C and 30 s at 72 �C, followed by an extension period of
7 min at 72 �C (Perkin Elmer 2400 Thermocycler). A negative
control was carried out with no DNA. Aliquots of the amplification
reaction were analyzed by electrophoresis on 1.0% agarose gels in
TBE buffer, in the presence of ethidium bromide.

2.9. Cloning and cDNA sequence of aBaltMIP

Fresh PCR products were cloned in TA pCR 2.1 plasmid according
to manufacturer’s instructions (TA Cloning kit, Invitrogen, USA).
After transformation of Escherichia coli strain INVaF’ competent
cells, putative positive colonies were confirmed by PCR with aPLIs
primers [42]. Five positive clones were randomly selected for
growth in liquid culture and the recombinant DNA was purified
using a commercial kit (Wizard Plus Minipreps, Promega, USA).
DNAs were completely sequenced by the dideoxy chain termina-
tion method (Sanger et al., 1977) on an automated ABI Prism 310
Genetic Analyser (Perkin Elmer Applied Biosystem, USA), using
M13 forward and M13 reverse oligonucleotides as primers in the
Big Dye Terminator Cycle sequencing Ready Reaction (Perkin Elmer
Applied Biosystems, CA, USA). The complete cDNA sequences were
deposited in the NCBI GenBank (EU421901 to EU421905).

2.10. Selection and alignment of homologous sequences

The sequences homologous to aBaltMIP were obtained from
NCBI database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) using the algorithm
BLASTP and a BLOSUM45 matrix. The multiple alignment between
aBaltMIP sequence and the selected homologue sequences was
executed by the program AMAP v.2.2 using default parameters [43].

2.11. Protein modeling

The crystallographic model of lung surfactant protein D (SP-D)
fromHomo sapiens (PDB code1pwb_chain A)was selected as the best
template for the building of the initial theoretical aBaltMIP structural
model, according to data obtained from the based-threadingmethod
programHHpred [44] (score¼ 203.9; e-value¼ 1.1e�32), available at
the Max-Planck Institute for Developmental Biology server (http://
toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred). The initial theoretical aBaltMIP
structural model was generated by the programMODELLER 8v2 [45]
using the selected template.

2.12. Molecular dynamics simulation

The aBaltMIP model from program MODELLER 8v2 was
submitted to a molecular dynamics (MD) simulation executed by
the program GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simula-
tion) v.4.0.2 [46,47] in presence of explicit water molecules [48],
using an Intel Core 2 Quad �64 equipped with an Ubuntu v.10.04
Linux operational system. Protonation states of charged groups
were set according to pH 7.0. Counter ions were added to neutralize
the system and the GROMOS 96 53a6 force field [49] was chosen to
perform the MD simulation. The minimum distance between any
atom of the protein and the box wall was 1.0 nm. An energy
minimization (EM) using a steepest descent algorithm was per-
formed to generate the starting configuration of the system. After
this step, 200 ps of MD simulation with position restraints applied
to the protein (PRMD) was executed in order to relax the system
gently. Then, 10 ns of unrestrained MD simulation were calculated
to evaluate the stability of the structures. All the MD simulations
were carried out in a periodic truncated dodecahedron box under
constant temperature (298 K) and pressure (1.0 bar) maintained by
the coupling to an external heat and an isotropic.

2.13. Evaluation of the theoretical aBaltMIP structural models and
assembling of the hypothetical oligomeric structure

Overall quality of all the theoretical aBaltMIP models obtained
after modeling, MD simulation, and simulated annealing refinement
were checked with the programs RAMPAGE [50] and ProSA-web

N.A. Santos-Filho et al. / Biochimie 93 (2011) 583e592 585



Author's personal copy

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) [51]. Average RMSF
values of the backbone atoms fromthefinalmonomericaBaltMIPMD
model were calculated and converted to B-factor values using the
programGROMACS v.4.0.2 [46,47]. The radii of gyration presented by
the aBaltMIP model during the MD simulation were also calculated
with the program GROMACS v.4.0.2. The assembling of the theoret-
ical trimeric aBaltMIP structure was performed with the program O
v.11.0.5 [52] by means of Ca atom alignments between the final
aBaltMIP MD model and each one of the monomers of the trimeric
human lung surfactant protein D (SP-D). A simulated annealing
refinement using the program CNS v.1.2 [53] was performed in order
to check the feasibility of the theoretical aBaltMIP trimer assembled
with the program O v.11.0.5.

2.14. Statistical analysis

Results are presented as mean � S.D. obtained with the indi-
cated number of animals. The statistical significance of differences
between groups was evaluated using Student’s unpaired t-test and
analysis of variance (ANOVA). A P value < 0.05 was considered to
indicate significance.

3. Results and discussion

In the present work, an a-type phospholipase A2 inhibitor (aPLI)
was purified from B. alternatus snake plasma by an affinity chro-
matography using BthTX-I, a basic Lys49 PLA2, coupled on CNBr-
activated Sepharose 4B (Fig. 1A). In order to confirm its purity
degree, the isolated aPLI, named aBaltMIP, was analyzed by
reverse-phase HPLC column and electrophoresis in presence of the
reducing agent b-mercaptoethanol (Fig. 1B). The inhibitor appeared
as a single polypeptide chain, showing to present a relative
molecular weight of 24,000 under reducing conditions (Fig. 1B).
Some other aPLIs were purified from a variety of snakes, as T. fla-
voviridis [54], Agkistrodon blomhoffii [55], Atropoides nummifer [23],
Protobothrops flavoviridis [24], Bothrops asper [32], Bothrops moojeni
[35] and B. jararacussu [25].

The ability of aBaltMIP to inhibit phospholipase A2 and antico-
agulant activity was tested (Fig. 2A and B). The specific activity for
each PLA2 alone was considered as 100%. aBaltMIP was more
effective in inhibiting the PLA2 and anticoagulant activity of BthTX-
II and PrTX-III, showing to be less active against the activities
induced by crotoxin B and BthA-I-PLA2.

aBaltMIP inhibited between 38 and 41% of the enzymatic
activity of BthTX-II and PrTX-III, respectively, showing maximum
inhibition in the proportion of 1:1 PLA2/PLI (mol/mol) (Fig. 2A). It
has been reported that aPLIs isolated from American crotaline
snakes are more selective towards basic PLA2s [22,56], while those
of Asian species preferentially interact with acidic PLA2s [31].
Nevertheless, no evident differences in the amino acid sequences of
aPLIs could be ascribed to justify this variation in the inhibitory
profiles [56]. Quirós and co-workers [23] proposed that an intra
specific specialization of the inhibitor towards particular PLA2s
coevolving in its own venom would seem a more reasonable
explanation than an early subdivision of the specificity of these
inhibitors in Asian and American crotalines.

As previously mentioned, aBaltMIP presented higher anticoagu-
lant inhibition against BthTX-II and PrTX-III (Fig. 2B). A large number
of PLA2s from snake venoms display anticoagulant activity [57,58].
Some authors suggest that the capacity of PLA2s to bind and cleave
membrane phospholipids indicates that snake venom PLA2s inhibit
blood coagulation through the destruction of pro-coagulating phos-
pholipids, being the catalytic activity of PLA2s directly responsible for
its anticoagulant effects [59,60]. Our results corroborate with this
hypothesis, since anticoagulant and catalytic activity showed to be
similar.

aBaltMIP was also tested for its capacity in inhibiting PLA2
cytotoxicity, presenting high inhibition of the cytotoxicity (about
80%) induced by Lys49 PLA2s (BthTX-I and PrTX-I) (Fig. 2C). Some
studies involving Lys49 PLA2s have demonstrated that the
C-terminal region is related to the cytotoxic and bactericidal effects
of these proteins [61].

The myotoxicity induced by Bothrops Asp49 (BthTX-II and PrTX-
III) and Lys49 (BthTX-I and PrTX-I) PLA2s at an inhibitor:toxin molar
ratio of 0.4:1 showed that aBaltMIP presented a strong inhibition of

Fig. 1. (A) Purification of the a-type PLA2 inhibitor from Bothrops alternatus snake plasma. B. alternatus plasma (w10 ml) was diluted in 50 ml of 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2 and
applied on a CNBr-activated Sepharose chromatographic column, using a flow rate of 2 ml/min. The inhibitor was eluted with 0.1 M Glycine-HCl, pH 2.8. (B) Evaluation of the purity
degree of aBaltMIP by 12% SDSePAGE (MMW-66,000; 45,000; 36,000; 29,000; 24,000; 20,100; 14,200 and aBaltMIP Mr 24,000) and RP-HPLC using a C18 column and
a concentration gradient of solvent B (0e100% of 70% acetonitrile plus 0.1% trifluoroacetic acid).
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about 80% upon Lys49 PLA2s, and about 40% of inhibition upon
Asp49 PLA2s (Fig. 2D).

According to some authors, the main responsible for the toxic
effect in Lys49 PLA2s is the C-terminal region. This hypothesis could
be confirmed by using synthetic peptides belonging to the
C-terminal region (amino acids 115e129), which was responsible
for the toxic activities of some myotoxic Lys49 PLA2s [62,63]. This
region combines cationic and hydrophobic amino acid residues
responsible for the damage mechanism of cellular membranes. The
cationic residues can interact with anionic groups of an acceptor
site, probably negatively loaded membrane phospholipids [63],
while the hydrophobic residues, especially the aromatic ones, can
interact with and possibly penetrate the phospholipid bilayer,
resulting in its destabilization [62]. However, the fact that a single
peptide plays all the main toxic activities of the origin molecule
does not prevent the existence of other motifs that can participate
or complement the action of the toxic effector site [63].

In contrast, C-terminal peptides of some myotoxic Asp49 PLA2s
showed no membrane direct damage activity, suggesting that the
toxic mechanism exercised by these proteins probably involves its
catalytic activity as an important step, differently from that used by
myotoxic Lys49 PLA2s [62]. According to this hypothesis, some
studies have suggested that myotoxic Asp49 PLA2s may induce
muscle cell damage by affecting the integrity of plasmatic
membranes, thereby leading to hyper contraction and other
intracellular effects [13,64]. These membranes are formed by
different types of phospholipids, mainly phosphatidylcholine,
which can be hydrolyzed by Asp49 PLA2s producing free fatty acids
and lysophospholipids, causing cellular damage [13].

In order to bring some light to this discussion, the cytotoxic
activity was assayed upon mouse myoblast cell line (C2C12 cells),
testing BthTX-I (a Lys49myotoxin), pepBthTX-I (a synthetic peptide
derived from the C-terminal of BthTX-I) and aBaltMIP. The native
BthTX-I presented a high cytotoxicity on C2C12 cells, which was
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Fig. 2. Inhibitory properties of the aBaltMIP. Inhibition of (A) PLA2 and (B) anticoagulant activities of isolated PLA2s from B. jararacussu, B. pirajai and Crotalus durissus terrificus by
aBaltMIP (PLA2/aBaltMIP) at different molar ratios (mol/mol): (1) 1:0.2; (2) 1:0.6; (3) 1:1; (4) 0:1. (C) Neutralization of cytotoxic activity induced by myotoxins BthTX-I, PrTX-I and
BthTX-II after incubation with aBaltMIP for 30 min at 37 �C. (D) Neutralization of myotoxic activity of Lys49 and Asp49 myotoxins after incubation with aBaltMIP for 30 min at 37 �C.
The total activity of each PLA2 alone was considered as 100%. Results are expressed as mean � S.D. (n ¼ 6).
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considered as 100%. The synthetic peptide pepBthTX-I also showed
cytotoxic activity against the evaluated cell line, even though this
activity was less significant (about 76%). When aBaltMIP was
previously incubated with BthTX-I and pepBthTX-I, a remarkable
reduction on their cytotoxic activity was observed (about 40% of
activity to BthTX-I/aBaltMIP and 25% to pepBthTX-I/aBaltMIP, both
in the molar ratio of 1:1).

The C-terminal region of Lys49 PLA2s is possibly responsible for
the cytotoxic effect of these enzymes [61e63], and this hypothesis
was confirmed by the present work. However, the participation of
other regions of the protein in the toxic mechanism cannot be
excluded. The interaction between inhibitor and protein (e.g.
aBaltMIP/BthTX-I) seems to occur in several ways and not only in
the C-terminal region, given that the toxic activity was not abol-
ished using C-terminal synthetic peptides.

As previously mentioned, aBaltMIP was able to inhibit both
Lys49 and Asp49 PLA2 myotoxic/cytotoxic activities, suggesting
there might be several ways of inhibition. Soares and co-workers
[35] suggested at least two mechanisms through which aPLIs could
neutralize PLA2s: (1) aPLIs could bind to PLA2 domains via its CRD
region and block, through steric hindrance, interaction between the
cytotoxic domain and the cell membrane or (2) aPLIs could directly
bind to other domains of myotoxins, avoiding direct contact with
the membrane.

Furthermore, the secondary structure contents of the Lys49
(BthTX-I) and Asp49 PLA2s (BthTX-II and CB), the inhibitor aBaltMIP
and their respective complexes were analyzed by CD spectroscopy.
All three PLA2s showed characteristic curves of helical proteins
featuring well-defined peaks at 208 and 222 nm as expected for
a snake venom PLA2 structure (Fig. 3A). Analogously, the inhibitor
CD spectrum indicates a high content of helical structure elements
in its structure (Fig. 3A). CD spectra of the PLA2/inhibitor complexes
are considerably different from those corresponding to the indi-
vidual proteins (Fig. 3B, for more details, see Fig. 3C). Data decon-
volution suggests that the complexes had a relative gain of helical
structure elements in comparison to the individual protomers
(Table 1), which may indicate a more compact structure upon
complexation.

The N-terminal sequence of aBaltMIP, comprising the first 31
amino acid residues, was determined by automatic sequencing
using the Edman degradation method, showing the sequence
HEQDPDGKLLNSLIDALMHLQREFAKLRGAF. The comparison of the
N-terminal sequence of aBaltMIP and an amino acid sequence

deduced from cDNA of an aPLI from B. alternatus (EU421904.1)
showed 100% of identity. The deduced mature sequence shows 147
residues, presenting the conserved cysteine residues at positions
64, 119, 133 and 141, and the putative glycosylation site at N103,
characteristic of aPLIs (Fig. 4).

Additionally, in an attempt to obtain insights into the structural
features of aBaltMIP, a theoretical three-dimensional structure of
aBaltMIP was constructed using a threading modeling technique
and improved by a 10 ns molecular dynamics (MD) simulation
[44e47]. The initial theoretical aBaltMIP structural model calcu-
lated by the programMODELLER 8v2 showed a good stereochemical
configuration, with 99.3% of its amino acid residues in the favoured
and allowed regions of Ramachandran plot [50]. Furthermore, the
residues of the initial theoretical aBaltMIP structural model have
also presented an adequate overall quality (Z-score ¼ �4.43) in
comparison with experimentally-determined native proteins of
similar size deposited in the Protein Data Bank (PDB) [51]. The
structural characteristics of the initial model are kept in the theo-
retical aBaltMIP model obtained after a 10 ns molecular dynamics
simulation, which presents 97.9% of its residues distributed in the
favoured and allowed regions of Ramachandran plot [50] and also
an overall good quality (Z-score ¼ �4.99) [51]. The analysis of the
overall aBaltMIP structure calculated after the MD simulation
showed the twomain structural features of aPLIs were conserved at
thefinalmodel: the a-helical neck and the carbohydrate recognition
domain (CRD), whose main secondary structural elements are two
a-helices and five b-strains (Fig. 5A).

The comparison of the deduced amino acid sequence of aBaltMIP
with other snake aPLIs e including the theoretical model of GbPLIa
(an aPLI from Gloydius brevicaudus) [65] e and SP-D proteins from
H. sapiens and Rattus norvegicus shows the mammal amino acid
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Fig. 3. Far UV-CD spectra for aBaltMIP, PLA2s and association of PLI/PLA2. Spectra for CB, BthTX-I, BthTX-II and aBaltMIP alone (A) and for the complexes of these enzymes with
aBaltMIP (B); for more details graph (C) presents only BthTX-I and aBaltMIP at a 1:1 M ratio.

Table 1
Data deconvolution of CB, BthTX-I, BthTX-II and their complexes with aBaltMIP,
using the CDSSTR method.

Helix Strand Turn Unordered Total

CB 0.39 0.14 0.19 0.27 0.99
BthTX-I 0.44 0.17 0.13 0.16 1.00
BthTX-II 0.54 0.12 0.14 0.20 1.00
aBaltMIP 0.50 0.13 0.16 0.22 1.01
Complex1 0.48 0.13 0.16 0.24 1.01
Complex2 0.60 0.15 0.11 0.14 1.00
Complex3 0.55 0.11 0.14 0.20 1.00
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sequences present an insertion in the 97e109 region (correspond-
ing to 294e306 region according to the human sequence numera-
tion) (Fig. 6). Interestingly, a structural comparison between the
final aBaltMIP MD model and the SP-D crystallographic structure
from H. sapiens indicates this insertion that corresponds to a loop
where the residues Asp297 and Glu301 are placed, which are
involved in the coordination of two Ca2þ ions (Fig. 6). One of these
Ca2þ ions is also responsible for coordination of important structural
elements (a loop and another Ca2þ ion) involved in carbohydrate
binding [66]. Therefore, the absence of this “Ca2þ-binding” loop in
the aBaltMIP theoretical model seems to strengthen the hypothesis
that snake aPLIs do not bind to carbohydrates and present a Ca2þ-
independent inhibitory activity, as previously observed byOkumura

et al. [65]. In this same work, it was also stated that the a-helical
neck regions of snake aPLIs lead to trimerization of these proteins,
resulting in the formation of a central pore responsible for binding
and inhibition of PLA2s. Indeed, the dynamic light scattering (DLS)
experiments carried out with the purified aBaltMIP strengthen the
possible importance of oligomerization for this protein and,
possibly, for other snake aPLIs. The DLS data showed aBaltMIP
presents a narrow unimodal size distribution at 4 �C (277 K) and
10 �C (283 K), with, respectively, polidispersity values of 3.3% and
13.4% and mean hydrodynamic radii (RH) of 3.4 nm and 3.6 nm.
Remarkably, the RH values of the scattering centers formed in the
tested conditions are considerably distinct from the radius of
gyration values (w2.0e2.5 nm) presented by the aBaltMIP model

Fig. 4. cDNA and amino acid sequence of a phospholipase A2 inhibitor from Bothrops alternatus snake plasma (EU421904.1). The underlined amino acids correspond to the
N-terminal peptide, which was determined by chemical sequencing of the purified aBaltMIP. The mature polypeptide chain presents 147 amino acid residues.

Fig. 5. (A) Cartoon representation of the final theoretical aBaltMIP model obtained after a 10 ns molecular dynamics (MD) simulation [46,47]. The residues 11e37 and 49e143
correspond, respectively, to the a-helical neck region and carbohydrate recognition domain (CRD); the residue Asn103 (stick representation) corresponds to a glycosylation site and
it is preserved in all snake aPLI sequences. Illustration generated by the program PyMOL v.1.0 [67]. (B) Average backbone atom RMSF values of the final monomeric aBaltMIP MD
model calculated by the program GROMACS v.4.0.2 [46,47]. The vertical line separates the a-helical neck region from the carbohydrate recognition domain (CRD) to emphasize the
high flexibility presented by the first segment in comparison to the second during the MD simulation.
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Fig. 6. Multiple alignment between the amino acid sequences of aBaltMIP and other snake aPLI sequences and mammalian lung surfactant proteins D (SP-D) generated with the
program AMAP v.2.2 [43]. All the sequences were obtained in the NCBI protein database. aPLIs: Bothrops alternatus (gi:215275473); Bothrops erythromelas (gi:215275474); Bothrops
neuwiedi (gi:218546740); Bothrops jararaca (gi:215275475); Bothrops jararacussu (gi:167547115); Bothrops moojeni (gi:218546738); Gloydius blomhoffii siniticus (gi:6467183);
Lachesis muta (gi:218546736); Trimeresurus flavoviridis (gi:160357989); Elaphe quadrivirgata (gi:82133672). Mammalian lung surfactant proteins D (SP-D): Rattus norvegicus
(gi:39654792); Homo sapiens (gi:34810883).

Fig. 7. Hypothetical aBaltMIP trimeric assembling obtained after a simulated annealing refinement [52,53]. The three aBaltMIP monomers fitted well in a trimeric spherical
arrangement whose maximum dimensions (about 7.5 nm) indicate that the approximate radius of the oligomer is quite close to the broader RH value (3.6 nm) calculated in the DLS
experiments at 10 �C. It is also possible to observe a slightly twist between the a-helical neck regions, suggesting the probable importance of these regions for the oligomeric
assembling. Illustration generated by the program PyMOL v.1.0 [67].
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during the MD simulation [46,47]. Hence, since the MD simulation
was performed with a single monomer, a trimeric oligomer was
assembled and submitted to a simulated annealing refinement
[52,53] in order to check specifically if aBaltMIP could also trimerize
like other snake aPLIs, as proposed byOkumura et al. [65]. The result
of this simulated annealing refinement showed the three aBaltMIP
monomers fitted well in a spherical trimeric arrangement whose
approximate radius (3.75 nm) is quite close to the RH value (3.6 nm)
calculated in the DLS experiments at 10 �C (Fig. 7). Another inter-
esting feature about the theoretical aBaltMIP trimeric model was
a noticeable twist between the a-helical neck regions of the model,
thus indicating these parts of the molecule may play an important
role in trimerization. Interestingly, the rootmean square fluctuation
(RMSF) of the backbone atoms from a-helical necks during the MD
simulation indicates these regions are highly flexible in relation to
other segments of themonomericmolecule (Fig. 5B). This structural
feature becomes more evident when the RMSF of each aBaltMIP
backbone atom is converted into a B-factor value: the backbone
atoms of the a-helical neck region present an average B-factor
around 1096.9 Å2, whereas the overall B-factor average is approxi-
mately 467.4 Å2 [46,47]. Consequently, a possible aBaltMIP trimeric
arrangement held by tight interactions between the a-helical neck
regions could present the additional benefit of avoiding potential
unfavorable contacts of these segmentswith unspecific PLA2 sites in
a complex whose molar ratio was 1:1. Otherwise, the circular
dichroism (CD) trials have showed that the aBaltMIP/PLA2 complex
is probably more compact in relation to the separated protomers
due to the relative increase of helical segments in relation to the
separated protomers. This finding indicates that the PLA2 binding
could even induce structural modifications in aBaltMIP and other
aPLI protomers to optimize and/or accelerate the formation of
intricate inhibitory complexes as that suggested here (formed by
one trimeric aPLI oligomer and one PLA2molecule). Such hypothesis
seems reasonably probable when it is taken into account that the
concentration of aPLIs in the snake tissues must be far lower in
comparison to the conditions of the experimental procedures per-
formed with the purified aBaltMIP.
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