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RESUMO 

Os venenos de aracnídeos contêm uma grande quantidade de neurotoxinas 
peptídicas que  constituem um sério problema de saúde pública no Brasil e em outras 
partes do globo. Por outro lado, elas representam ferramentas valiosas para estudar 
os canais iônicos e apresentam um grande potencial para aplicações biotecnológicas. 

Essas toxinas diferem entre si em termo de sequências, estruturas 
tridimensionais (3D), e alvos moleculares. O conhecimento das suas estruturas 3D é 
fundamental para entender seus mecanismos de ação e caracterizar suas interações 
com os receptores. Infelizmente, somente poucas estruturas são disponíveis até 
agora, devido às limitações experimentais. 

Em grande maioria, suas sequências são notavelmente ricas em resíduos de 
cisteína. O fato que o numero de folds de toxinas de aranhas e escorpiões seja 
pequeno, junto à observação que padrões comuns de distribuição de resíduos de 
cisteína e padrões comuns de conectividade correspondem geralmente a um 
enovelamento similar, nos levou a propor que, apesar da variabilidade de 
sequências, um modelo molecular confiável pode ser produzido para cada toxina, 
baseado na similaridade em termos de padrão de cisteína. 

Após ter removido as sequências de toxinas fragmentadas ou desprovidas de 
resíduos de cisteína, 630 sequências de toxinas peptídicas de aranhas e escorpiões 
foram selecionadas e inseridas num novo banco de dados chamado SiliTox, dedicado 
às investigações das relações estrutura-antigenicidade-função das toxinas peptídicas 
animais. Padrões de cisteína e pontes dissulfeto foram designados, e grupos 
estruturais foram estabelecidos de acordo com esses. Das 630 sequências, 350 
pertencem a grupos estruturais que incluem pelo menos uma estrutura 3D que tenha 
sido previamente determinada experimentalmente e pode ser usada como molde 
(template) molecular. Um programa de modelagem automático chamado SiliMod foi 
desenvolvido para efetuar a modelagem comparativa das toxinas, baseada na 
similaridade dos padrões de cisteína e de conectividade. SiliMod usa os dados 
estruturais armazenados no banco SiliTox e utiliza o programa Modeller. 

SiliMod produziu 350 modelos estruturais com sucesso e o método foi 
avaliado. Duas outras ferramentas de predição foram criados para analizar as 
potencial regiões de interação nas superfícies das toxinas. Os programas foram 
chamados PEPOP e SiliPop. Análises das 630 toxinas de aracnídeos presentes em 
SiliTox foram realizadas e levaram à predição de 2863 peptideos mimetizando 
regiões das toxinas possivelmente envolvidas em interações proteina-proteina. O 
modelo 3D e a superfície de interação propostos das toxinas Tx2-5 e Tx2-6 da aranha 
Phoneutria nigriventer foram confrontados com resultados experimentais obtidos no 
nosso laboratório. Os resultados evidenciaram uma região provavelmente envolvida 
na ligação dessas toxinas nos canais de sódio dependentes de voltagem. 
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ABSTRACT 

Venoms of arachnids contain a large amount of peptide neurotoxins that 
represent a serious health issue in Brazil and in other parts of the globe. Besides, they 
are valuable tools to study ion channels and show a great potential for 
biotechnological applications. 

These toxins differ among each other in terms of sequence, three-dimensional 
(3-D) structure and molecular target. Knowing their 3-D structure is fundamental to 
understand their mechanisms of action and characterize their interactions with 
receptors. Unfortunately, only few structures are available to date, due to 
experimental limits.  

Their sequences are at their huge majority notably rich in cysteine residues. 
The fact that the number of spider and scorpion toxin known folds is limited, 
together with the observation that common cysteine distribution and connectivity 
patterns generally correspond to a similar folding lead us to propose that, despite the 
sequence variability, a reliable molecular model can be produced for each toxin 
based on the similarity in term of cysteine pattern.  

After removing fragment and without-cysteine-residue toxins, 630 spider and 
scorpion peptide toxin sequences were selected and inserted into a new database 
called SiliTox, dedicated to investigations of the animal toxin structure-antigenicity-
function relationships. Cysteine patterns and disulfide bridge connectivity were 
assigned, and structural groups were established according to them. Out of the 630 
sequences, 350 toxin sequences fell into a structural group that included one or more 
experimentally determined template structure(s). An automated modeling program 
called SiliMod has been developed to perform the toxin comparative modeling based 
on cysteine pattern and connectivity similarity. SiliMod uses the structural data 
stored into SiliTox and Modeller software.  

SiliMod successfully produced 350 structural models and the method was 
evaluated. Two other prediction tools have been designed to analyze the potential 
regions of interaction on the toxin surfaces. The programs were called PEPOP and 
SiliPop. Analysis of the 630 arachnid toxins present in SiliTox has been carried out 
and led to the prediction of 2863 peptides mimicking toxin regions likely to be 
involved in protein-protein interactions. The 3-D model and the predicted interacting 
surface of Phoneutria nigriventer spider toxins Tx2-5 and Tx2-6 were confronted to 
experimental results carried out in our laboratory. The results point out a region 
likely to be involved in the binding of these toxins to voltage-gated sodium channels.
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Lqhβ1  toxina β1 do escorpião Leiurus quinquestriatus hebraeus   

AahIT  toxina IT do escorpião Androctonus autralis Hector 

Bj-xtrIT  toxina xtrIT do escorpião Buthotus judaicus   
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PnTx2-5 toxina Tx2-5 da aranha Phoneutria nigriventer  

PnTx2-6 toxina Tx2-6 da aranha Phoneutria nigriventer 
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SFI8 toxina I8 da aranha Segestria florentina   

ATXII toxina II da anémona do mar Anemonia sulcata  

HEL “Hen Egg Lysozyme” 

cDNA ácido desoxiribonucléico complementar 

Ag antígeno 

Ig imunoglobulina 

Ab anticorpo 

mAb anticorpo monoclonal 

DIV  domínio IV de um canal iônico 

S1  segmento 1 de um canal iônico 

ICK “Inhibitory Cystine Knot” 

DDH “Disulfide-Directed β-Hairpin” 

2-D bidimensional 
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kDa quilo Dalton 
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MOF  “Modeller Objective Function” 
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Cα carbono álfa 

C or Cys  cisteína 
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R or Arg arginina 
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HPLC “High Performance Liquid Chromatography”  
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NMR espectrometria de Ressonância Magnética Nuclear  

CD Dicroismo Circular 

SQL “Structured Query Language” 

UML “Unified Modeling Language” 

BF “Biological Function” 

BA “Biological Activity” 

BEA “Basic Element of Action” 

FPS “Flanking Protein Sequence” 

NN “Nearest Neighbor “ 

ONN “Optimized Nearest Neighbor path” 

CASP “Critical Assessment of techniques for protein Structure  

 Prediction” 
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INTRODUÇÃO 

I. As toxinas animais 

I.1. As toxinas animais na pesquisa científica  

As toxinas animais são de grande interesse em biologia. Além do fato que elas 

começaram a serem estudadas por causa do seu envolvimento nos acidentes de 

envenenamento, elas são usadas como sondas moleculares para identificar ou 

modificar processos biológicos chave. Estes estudos revelam novos potenciais 

terapeuticos, e um interesse crescente para suas propriedades estruturais foi também 

observado na área do desenho de fármacos nos últimos 15 anos. 

I.1.A. Um problema de saúde pública 

Os animais venenosos constituem uma causa significativa de mortalidade mundial, 

especialmente nos continentos tropicais e subtropicais. As picadas de serpentes são 

responsáveis por uma mortalidade significativa em várias partes da África, Ásia e 

nas Américas. Populações da Austrália, da Nova Guinea e de alguns paises europeus 

também são vulneráveis às ataques de animais peçonhentos. Dentro desses últimos, 

o envenenamento por aracnídeos tem um impacto significativo na saúde pública, 

especialmente as picadas de escorpião que podem causar um severo envenenamento 

sistémico. Conhece-se por volta de 50 espécies perigosas pertencendo à família 

Buthidae.As picadas de aranha também representam um problema de saúde pública 

e a maioria dos casos medicamente importantes pode ser atribuída às aranhas viúva 

negra (Latrodectus spp.), reclusa (Loxosceles spp.) e armadeira (Phoneutria spp.). 

Acidentes causados poranimais marinhos (caramujos e anêmona) são comuns, mas 

os efeitos menos severos . O envenenamento causa uma série de efeitos clínicos 

locais, notadamente a necrose dos tecidos; e efeitos sistémicos, incluindo paralisia, 

disturbio hemostático, choque, aumento da permeabilidade capilar, dano 

myocardíaco, rhabdomiólise e falha renal aguda (Warrell 1993). O sôro hiperimune 

específico (antiveneno) é o suporte principal do tratamento médico dos 
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envenenamentos severos, porém não existem soros para todos os organismos 

perigosos. Tratamentos auxiliares como a ventilação assistida, restauração do volume 

circulante, diálise renal e limpeza cirúrgica dos tecidos necróticos são necessários em 

alguns casos. Drogas vasodilatadoras são importantes para contrapor-se aos efeitos 

da liberação massiva de catecolamina (White 2000). Infelizmente, os antivenenos não 

são um produto economicamente viável, assim o desenvolvimento e a manufatura 

desses agentes são limitados. Há necessidade de melhorar a prevenção e a gestão 

dessas condições, e de desenvolver novos suprimentos de antivenenos (White et al. 

2003). 

I.1.B. Potencial terapeutico 

O efeito dessas toxinas em humanos não é limitado ao envenenamento, pois elas 

mostraram um potencial inestimável como ferramentas em pesquisa e agentes para 

diagnóstico, e podem até ter um futuro como precursores de agentes terapeuticos 

(White 2000; Lewis and Garcia 2003) (Tabela 1) (Bosmans et al., in press). 1.5 Bilhão 

de pessoas (Jacobs 2005) sentindo dor crónica moderada até severa, usam drogas 

anti-inflamatórias não steroidais, opióides, anticonvulsivantes e até antidepressivos. 

Como muitos desses analgésicos são somente moderadamente eficientes contra 

certos tipos de dor crónica e causam frequentemente efeitos colaterais sérios, a 

descoberta de novas abordagens terapeuticas é um objetivo importante. O fato que as 

toxinas animais atuam em moléculas implicadas na nocicepção oferece perspectivas 

interessantes para a descoberta de novos analgésicos e de novas drogas a serem 

usadas como neuroprotetores e anticonvulsivantes (Bosmans et al., in press). Porém, 

muitos desafios permanecem entre a fase inicial de descoberta de drogas e o uso das 

toxinas num contexto clínico ou até mesmo sua validação como verdadeiras drogas 

(Lewis and Garcia 2003). Apesar da existência de exemplos em ambos os casos, ainda 

são poucos até agora aprovados como medicamentos. 
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Tabela 1. Algumas toxinas de aranhas, escorpiões e caramujos marinhos com 
potencial terapêutico. (Adaptado de Billen et al., 2008) 
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I.1.C. Aplicações biotecnológicas 

Por causa do seu alto potencial contra insetos, algumas toxinas são consideradas 

modelos potenciais como biopesticidas e estudos extensivos estão sendo realizados 

nessa área (de Figueiredo et al. 2001; Wang et al. 2001). Ainda assim, alguns critérios 

precisam ser respeitados para que toxinas animais possam ter um papel no mercado 

dos pesticidas (Whetstone and Hammock 2007), especialmente sua baixa toxicidade 

em organismos não alvo precisa ser confirmada. 

Por outro lado, a estrutura compacta natural das toxinas animais representa um 

esqueleto atraente para a engenharia de novos fármacos (Menez 1998; Gilquin et al. 

2002; Blumenthal and Seibert 2003) e a possibilidade de enxertar o sítio funcional de 

enzimas na estrutura principal dessas mini-proteínas para criar novas moléculas 

ativas ja foi demostrada (Vita et al. 1995; Mer et al. 1998; Vita et al. 1999; Mourier et 

al. 2000; Ricciardi et al. 2000).  

I.2. Aspectos funcionais 

A maioria dos venenos contém uma grande variedade de peptídeos, frequentemente 

ativos biologicamente. Os peptídeos encontrados nos venenos de aracnídeos, 

principalmente escorpiões e aranhas, estão sendo estudados extensivamente. Esses 

peptídeos apresentam uma diversidade significativa nas suas estruturas primárias e 

ligam-se a um grande número de alvos farmacológicos. 

Foi mostrado que as toxinas peptídicas animais atuam em canais de sódio (Nav) 

(Cestele and Catterall 2000; Catterall et al. 2007), potássio (Kv) (Coetzee et al. 1999; 

Gutman et al. 2005) e calcio (Cav) (Chuang et al. 1998; Olamendi-Portugal et al. 2002) 

voltagem-dependentes, assim como em canais de cloreto (Lippens et al. 1995), canais 

iônicos sensíveis ao ácido (ASICs) (Diochot et al. 2007; Jasti et al. 2007), canais 

mecano-sensíveis (MSCs) (Lesage and Lazdunski 2000; Ostrow et al. 2003), 

receptores nicotínicos a acetilcolina (nAChR) e mais recentemente em receptores de 

capsaicina (Siemens et al. 2006). A maioria das toxinas aracnídicas afetam canais 

iônicos. 
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I.2.A. Canais iônicos 

I.2.A.i. Função 

Os canais iônicos são expressos diferencialmente e de jeito úbiquo na superfície das 

células exitáveis e não exitáveis, onde eles atuam num grande número de processos 

fisiológicos. A contração muscular, a percepção do meio ambiente, o processamento 

da informação no cérébro, a conexão do cérébro aos tecidos periféricos, o 

metabolismo intracelular, a transdução do sinal, a expressão génica, a síntese e a 

degradação das proteínas são representativos dos numerosos contextos envolvendo 

sinais elétricos conduzidos por membros da superfamília protéica dos canais iônicos 

(Catterall et al. 2007). Sua disfunção leva a uma atividade anormal num ou mais dos 

sistemas fisiológicos, o que pode provocar efeitos dramáticos. 

I.2.A.ii. Estrutura 

A superfamília dos canais iônicos contém mais de 140 proteínas formadoras de poro 

na membrana estruturalmente relacionadas (Yu and Catterall 2004). Os canais iônicos 

dependentes de voltagem (Nav, Cav and Kv) são construidos de um motivo estrutural 

comum contendo seis segmentos trans-membrana (S1-S6) e uma alça de poro, 

constituindo um domínio D. Os poros dos canais são formados pelos segmentos 

S5/S6 e a alça de poro entre eles, e retidos  pelo dobramento dos segmentos S6 num 

resíduo glicina ou prolina (Cestele and Catterall 2000; Catterall et al. 2007). O 

domínio do sensor de voltagem é constituido pelos segmentos S1-S4, os resíduos 

caregados positivamente do segmento S4 servindo de cargas denominadas de 

“gating”. A subunidade principal dos canais Nav e Cav (chamada respetivamente 

subunidade α ou subunidade α1) é composta de quatro domínios (DI até DIV) e é 

suficiente para a expressão funcional. A subunidade α do Nav é associada a até 4 

subunidades β (β1, β2, β3 e β4) auxiliares e homólogas, enquanto a subunidade α1 do 

Cav é assistida por subunidades α2, β, γ e δ distintas. Essas subunidades auxiliares 

modificam a cinética e a dependência de voltagem do gating do canal. Os canais Kv 

são compostos por 4 subunidades α, cada uma sendo análoga de um único domínio 

das principais subunidades de Nav e Cav e podendo juntar-se em homo- e hétero- 

tetrámeros, levando a uma grande diversidade de complexos de canais diferentes. Os



 

 

 

 

 

Figura 1. Os canais iônicos dependentes de voltagem
família proteíca dos canais iônicos estruturalmente relacionados aos canais iônicos 
dependentes de voltagem são ilustrados como diagramas nos quais cilindros 
representam prováveis alfa
S5-S6 formando um poro; em verde, o
segmentos transmembranários S1
dependentes de voltagem. As subunidades auxili
ilustradas, com cilindros representando as hélices alfa 
transmembranas. As subunidades auxili
estruturas tridimensionais preditas. (De Catterall et al., 2007)
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Os canais iônicos dependentes de voltagem : (A) Os diferentes membros da 
dos canais iônicos estruturalmente relacionados aos canais iônicos 

dependentes de voltagem são ilustrados como diagramas nos quais cilindros 
representam prováveis alfa-hélices transmembranárias. Em vermelho, os segmentos 

S6 formando um poro; em verde, o sensor de voltagem S4; e em azul, os 
segmentos transmembranários S1-S3. (B) Subunidades auxiliares dos canais iônicos 
dependentes de voltagem. As subunidades auxiliares dos canais Nav, Cav, e Kv são 
ilustradas, com cilindros representando as hélices alfa preditas das subunidades 
transmembranas. As subunidades auxiliares intracelulares são ilustradas por suas 
estruturas tridimensionais preditas. (De Catterall et al., 2007) 
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canais Kv podem ser associados a entre uma e três subunidades Kvβ intracelulares 

(Kvβ1-3) (Catterall et al. 2007) (Figura 1). 

I.2.B. Mecanismos de interação toxinas/canais iônicos 

As toxinas atuando nos canais ativados por voltagem operam de dois jeitos: (i) 

bloqueando o poro de condução dos íons (“pore-blocking toxins”), ou (ii) ligando-se 

numa região do canal envolvida no mecanismo de gating (“gating-modifier toxins”). A 

maioria das toxinas de escorpiões e aranhas afeta os canais Nav, Cav or Kv do 

segundo jeito (Swartz and MacKinnon 1995; Li-Smerin and Swartz 1998; Bourinet et 

al. 2001; Middleton et al. 2002; Corzo et al. 2005). Os canais Nav ilustram a 

diversidade de ação das toxinas e são os mais estudados, por serem o alvo molecular 

de vários grupos de toxinas que se ligam em pelo menos seis sítios diferentes nestes 

canais (Figura 2 e Tabela 2) (Catterall 1980; Cestele and Catterall 2000; Catterall et al. 

2007). As interações toxina-canal são caracterizadas por uma alta afinidade e uma 

alta especificidade. 

I.2.B.i. Toxinas de escorpiões 

Toxinas peptídicas de escorpiões foram classificadas segundo sua especificidade por 

mamíferos ou insetos, o tipo de sintomas induzidos, seus mecanismos 

farmacológicos e suas características estruturais. Assim, as toxinas de escorpiões 

agindo nos canais Nav estão divididas em dois grupos maiores : α-toxinas e β-

toxinas. As α-toxinas de escorpiões ligam-se no sítio 3 dos canais Nav (Figura 2) e 

reduzem a velocidade da inativação rápida da corrente de Na+ ou a inibem (Bosmans 

and Tytgat 2007). Essas toxinas são depois divididas em três tipos, segundo sua 

seletividade farmacológica pelas suas presas : α-toxinas clássicas atuam 

preferencialmente em mamíferos; α-toxinas anti-insetos atuam preferencialmente em 

insetos; toxinas ‘α-like’ atuam em ambos mamíferos e insetos (mas são incapazes de 

se ligar nos sinaptosomas de cérebro de rato) (Gordon et al. 1996; Bosmans and 

Tytgat 2007; Gordon et al. 2007; Karbat et al. 2007). Para cada tipo de toxina, toxinas 

modelos são consideradas como referências e usadas em experimentos de 

competição. As α-toxinas clássicas  incluem AaH II do escorpião Androctonus australis 
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Hector e Lqh2 de Leirus quinquestriatus hebraeus (Rochat et al. 1972; Chen et al. 2002; 

Legros et al. 2005). LqhαIT de L. quinquestriatus hebraeus é a α-toxina anti-insetos mais 

bem caracterizada até agora (Vargas et al. 1987; Eitan et al. 1990; Gordon et al. 2007). 

Toxinas ‘α-like’ típicas são representadas por BmK M1 de Buthus martensi Karsch e 

Lqh3 de L. quinquestriatus hebraeus (Sautiere et al. 1998; Li and Ji 2000; Goudet et al. 

2001; Brone et al. 2003; Bosmans et al. 2005). 

A respeito das β-toxinas, elas se ligam no sítio 4 dos canais Nav e causam um 

deslocamento para valores negativos na dependência de voltagem da ativação do 

canal (Cestele and Catterall 2000). Elas estão também divididas em β-toxinas 

seletivas para mamíferos, β-toxinas seletivas para insetos e toxinas ‘β-like’ (Bosmans 

et al. 2007; Gurevitz et al. 2007). Css2 e Css4 de Centruroides suffusus suffusus são duas 

β-toxinas seletivas para mamíferos (Martin et al. 1987), enquanto Ts VII de Tityus 

serrulatus (Barhanin et al. 1982; Bechis et al. 1984; Martin and Rochat 1986; Ceard et 

al. 1992; Becerril et al. 1997) e Lqhβ1 de L. quinquestriatus hebraeus atuam tipicalmente 

em canais Nav de ambos mamíferos e insetos. Dentro das β-toxinas seletivas para 

insetos, uma outra dicotomia é observada entre os sintomas induzidos na larva de 

mosca (“blow fly” da família Calliphoridae) : aquelas que provocam uma contração 

rápida e reversível são chamadas toxinas excitatórias (“excitatory toxins”) e aquelas 

que provocam uma contração lenta e transitória seguida por uma curta fase de 

paralisia flácida são chamadas toxinas depressantes (“depressant toxins”).  O primeiro 

grupo inclue AaHIT de A. australis Hector e Bj-xtrIT de Buthotus judaicus (Froy et al. 

1999; Shichor et al. 2002; Karbat et al. 2004), enquanto o segundo grupo é 

representado por LqqIT2 de L. quinquestriatus quinquestriatus e BjIT2 de B. judaicus 

(Zlotkin et al. 1993; Bosmans et al. 2005; Karbat et al. 2007). 

I.2.B.ii. Toxinas de aranhas 

A maioria das toxinas peptídicas isoladas até agora agem nos processos de 

sinalização pela modulação dos canais iônicos. Ao contrário das toxinas de escorpião, 

não há nenhuma classificação funcional das toxinas de aranhas. Várias toxinas 

peptídicas de aranhas atuando em canais Nav que foram identificadas ligam-se em 

diferentes sítios do receptor (Billen et al. 2008). As huwentoxinas IV e hainantoxinas 



 

 

 

 

 

Figura 2. Representação em duas dimensões da organização transmembrana da 
subunidade alfa do canal de sódio depe
receptores de neurotoxinas nos canais de sódio de mamíferos são ilustradas por 
cores, como indicado. Os sítios receptores onde toxinas polipeptídicas são indicadas 
em cores. (Adaptado de Billen et al., 2008)
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Representação em duas dimensões da organização transmembrana da 
subunidade alfa do canal de sódio dependente de voltagem. Localização dos sítios 
receptores de neurotoxinas nos canais de sódio de mamíferos são ilustradas por 
cores, como indicado. Os sítios receptores onde toxinas polipeptídicas são indicadas 

(Adaptado de Billen et al., 2008) 

 

Representação em duas dimensões da organização transmembrana da 
ndente de voltagem. Localização dos sítios 

receptores de neurotoxinas nos canais de sódio de mamíferos são ilustradas por 
cores, como indicado. Os sítios receptores onde toxinas polipeptídicas são indicadas 



 

 

 

 

 

Tabela 2. Sítios receptores de neurotoxinas nos canais de sódio dependentes de 
voltagem. (De Catterall et al., 2007)
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Sítios receptores de neurotoxinas nos canais de sódio dependentes de 
(De Catterall et al., 2007) 
Sítios receptores de neurotoxinas nos canais de sódio dependentes de 
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III-V de Selenocosmia huwena (Chinese bird spider) inibem a conductância do Na+ por 

ligarem-se supostamente ao sítio 1 (Xiao and Liang 2003; Liang 2004),  enquanto as δ-

atracotoxinas das aranhas australianas denominadas “Australian funnel-web” e 

“eastern mouse”, as toxinas das famílias Tx2 e Tx4(6-1) de Phoneutria nigriventer, 

Magi 4 e jingzhaotoxina I e III, todas atrasam a inativação do canal Nav pelo fato de 

ligarem-se ao sítio 3 do receptor (Matavel et al. 2002; Corzo et al. 2003; Xiao et al. 

2004; Xiao et al. 2005). Outras toxinas como as δ-palutoxinas, Magi 5 e as µ-

agatoxinas acredita-se que se ligam no sítio 4 uma vez que elas atuam como 

modificadoras de gating e mudam a curva de inativação para potenciais mais 

negativos (Corzo et al. 2000; Adams 2004; Corzo et al. 2007). Toxinas isoladas de 

venenos de aranhas tarantulas, incluindo heteropodatoxinas, stromatoxinas, 

heteroscodratoxinas e hanatoxinas mostraram que são capazes de interagir com 

canais Kv (Escoubas and Rash 2004). Embora muitas toxinas de aranhas parecem ser 

seletivas para um único tipo de canal iônico, a capacidade de atuar em mais de um 

tipo de canal iônico tem sido demostrada em várias toxinas. Por exemplo, ProTx-I e II 

da tarantula Thrixopelma pruriens inibe a ativação dos canais Nav, Cav and Kv 

(Middleton et al. 2002), a ω-grammotoxina-SIA apresenta uma atividade em ambos 

os canais Cav e Kv (Li-Smerin and Swartz 1998) e as ω-atracotoxinas e ω-agatoxinas 

atuam nos canais Nav e Cav (Wicher and Penzlin 1998; Escoubas and Rash 2004; 

Chong et al. 2007). 

I.3. Aspectos estruturais 

As toxinas peptídicas de escorpiões são ou peptídeos de cadeia comprida contendo 

entre 58 e 76 resíduos de aminoácidos (atuando em maioria nos canais de Na+), ou 

peptídeos de cadéia curta contendo entre 28 e 46 resíduos (atuando em maioria nos 

canais de K+ ou de Cl-) (Possani et al. 1999; Possani et al. 2000; Rodriguez de la Vega 

and Possani 2004; Rodriguez de la Vega and Possani 2005; de la Vega and Possani 

2007). A maioria das toxinas extraídas de venenos de escorpiões adotam o mesmo 

enovelamento (chamado ‘α/β scorpion fold’) caracterizado pela presênça de dois tipos 

de estruturas secundárias canônicas (topologia αββ, βαββ ou βααββα) e o papel 

central de 3 até 5 pontes dissulfeto que conferem uma estrutura muito compacta ao 
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peptídeo. Um outro fold menos frequente, contendo somente duas helices α 

(topologia αα) estabilizadas por duas pontes dissulfeto num motivo chamado ‘helical 

hairpin-like’, é representado pela κ-hefutoxina (Srinivasan et al. 2002). Comparações 

entre sequências de toxinas conhecidas dentro de cada família estrutural mostra uma 

diversidade significativa de sequências. Além das cisteínas, somente poucos resíduos 

são conservados (Bontems et al. 1991; Bontems et al. 1991; Bontems et al. 1992; Sollod 

et al. 2005), indicando uma alta tolerância às mutações residuais nas regiões inter-

cisteínas. 

A respeito das toxinas de aranhas, a diversidade de sequências é ainda mais notável. 

Elas são produzidas na forma de uma biblioteca de peptídeos combinatoriais 

limitados estruturalmente nos quais mutações ocorrem em todos os resíduos das 

toxinas maduras, com exceção de um punhado de cisteínas rigorosamente 

conservadas (Sollod et al. 2005). Kozlov e Grishin sugerirem uma classificação das 

sequências de toxinas peptídicas de aranhas segundo a distribuição conservada dos 

resíduos de cisteína (Kozlov 2005). De fato, embora alguns peptídeos destituídos de 

resíduos de cisteína tenham sido descritos (Pimenta and De Lima 2005), a maioria 

das toxinas de aranhas isoladas até agora são pequenos peptídeos ricos em cisteínas. 

Essas toxinas contêm entre 28 e 78 resíduos com 3 a 7 pontes dissulfeto. Dois motivos 

estruturais diferentes foram identificados, correspondando a conetividades distintas 

de cisteínas e características estruturais. O motivo mais comum é chamado ‘Inhibitory 

Cysteine Knot’ (ICK) e caracteriza-se por uma folha β anti-paralela tripla fita, 

estabilizada por um nó de 3 pontes dissulfeto alcançado quando uma ponte atravessa 

o macrocíclo formado pelas outras duas pontes e as porções de cadeia principal 

interconectadas (Le Nguyen et al. 1990; Narasimhan et al. 1994; Pallaghy et al. 1994; 

Norton and Pallaghy 1998; Craik et al. 2001; Gelly et al. 2004) (Figura 3). Esse motivo 

aparece como um dos menores domínios globulares estáveis encontrados em 

proteínas (Pallaghy et al. 1994) e as proteínas contendo tal nó são chamadas ‘knottin’ 

(Le Nguyen et al. 1990). Aproximadamente 350 toxinas de aranhas e quase 50 toxinas 

de escorpiões são knottins. Em termos de sequência, todas as knottins satisfazem o 

consensus seguinte : ‘CX3-7CX3-6CX0-5CX1-4CX4-13C’, onde ‘X’ pode ser qualquer 

resíduo de aminoácido. O outro fold encontrado em toxinas peptídicas de aranha é 
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baseado na estrutura (scaffold) chamada ‘Disulfide-Directed β-Hairpin’ (DDH) (Wang et 

al. 2000).  

I.4. Relação estrutura-atividade 

I.4.A. Especificidade das toxinas animais 

Foi mostrado que toxinas peptídicas são capazes de discriminar os canais iônicos de 

insetos dos de mamíferos, e até mesmo de distinguir canais iônicos de subtipos 

celulares diferentes (Zlotkin et al. 1993). Essa preferência diferencial foi ressaltada no 

caso bem estudado das toxinas de escorpiões que têm como alvo diferentes tipos de 

canais Nav (Gordon et al. 2007). Embora a subunidade α do canal Nav seja bem 

conservada em insetos e mamíferos na sua organização topológica assim como nas 

suas propriedades bioquímicas e farmacológicas (Loughney et al. 1989; Cestele et al. 

1995), algumas toxinas de cadéia comprida de escorpiões mostram uma 

especificidade para canais de sódio de insetos (Zlotkin et al. 1993; Gurevitz et al. 

2001) e várias α-toxinas são até capazes de discriminar subtipos de canais Nav de 

mamíferos (Gilles et al. 1999; Maertens et al. 2006; Gordon et al. 2007). Foi sugerido 

que o forte potencial inseticida da LqhαIT deve ser associado à conformação que se 

projeta do domínio NC e que pode ser observada em todas as α-toxinas de escorpião 

ativas em insetos (Lqh3, BmK M1, BmK M2, BmK M4, (Guan et al. 2004). Ao 

contrário, o domínio NC das α-toxinas de escorpião ativas em mamíferos (AaH II, 

BmK M8) apresenta uma geometria achatada (Fontecilla-Camps et al. 1988; Li et al. 

1996; He et al. 1999). 

No que diz respeito à preferência por alguns subtipos de canais Nav de mamíferos, 

diferenças nas sequências dos canais foram investigadas e foi mostrado que a 

sequência da junção D4/S3-S4 em diferentes canais de sódio varia consideravelmente 

comparada com outros segmentes trans-membrana (Goldin 1999). A substituição de 

um resíduo ácido encontrado em posições homólogas dessa alça externa (Glu1613 em 

Nav1.2, Asp1428 em Nav1.4 e Glu1613 em Nav1.7) afeta a ligação da toxina ATXII da 

anêmona do mar Anemonia sulcata e das α-toxinas de escorpiões Lqq5 e Lqh2 anti- 

mamíferos (Rogers et al. 1996; Benzinger et al. 1998; Cestele and Catterall 2000; 
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Figura 3. Representação do motivo ICK. (A) Vista tridimensional do nó formado pela 
ponte disulfeto (laranja) que cruza o macrociclo formado pelas duas outras 
(amarelo). (B) Convenção de anotação sequêncial dos resíduos de cisteína envolvidos 
num ICK. Os resíduos respeitam o pareamento seguinte : CI – CIV; CII – CV; e CIII – 
CVI. (C) Representação esquemática do ICK incluindo três folhas beta. (Adaptado de 
The Knottin Website http://knottin.cbs.cnrs.fr/, Gelly et al., 2004) 
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Leipold et al. 2004), e foi sugerido que esse resíduo faça parte do sítio 3 do receptor. 

O resíduo equivalente Glu277 do canal Kv de drosófila também é considerado crítico 

para a ligação das toxinas hanatoxina 1 (HaTx1) de Grammostola spatulata e ω-

grammotoxina SIA (GrTx) de Grammostola rosea (Takahashi et al. 2000). Além disso, 

foi sugerido que o sítio 3 do canal Nav seja de natureza hidrofóbica (Fontecilla-

Camps et al. 1982), o que foi confirmado pelos estudos de mutagénese sítio-dirigida 

realizadas no canal Nav1.4 de rato por Leipold e colaboradores. Eles mostraram que 

os resíduos hidrofóbicos Tyr1433, Phe1434 e Val1435 na alça S3-S4 do domínio IV são 

importantes para a ligação das α-toxinas de escorpiões (Leipold et al. 2004). 

I.4.B. Superfícies bioativas das toxinas animais 

Experimentos de ligação competitiva mostram que vários peptídeos de estruturas 

diferentes, encontrados em animais venenosos de phyla diferentes, compartilham 

sítios comuns ou sobrepondo-se num mesmo canal. Essa observação sugeriu que 

essas toxinas compartilham características estruturais nas suas superfícies de ligação. 

A técnica da mutagénese sítio-dirigida permitiu identificar alguns resíduos 

importantes para as respectivas ligações, e a comparação das superfícies de 

diferentes toxinas revelou características comuns das chamadas “superfícies 

bioativas”. Um exemplo bem caracterizado é a alça formada pelos resíduos 37 até 44 

da AaH II, que revelou-se importante para a ligação da toxina (Fontecilla-Camps et 

al. 1988; Kharrat et al. 1989) e que flanqueia uma superfície hidrofóbica conservada 

dentro das α-toxinas de escorpiões. Segundo os autores, essa “superfície hidrofóbica 

conservada” (Fontecilla-Camps et al. 1982; el Ayeb et al. 1986) é composta pelos 

resíduos Tyr5, Tyr35, Trp38 e Tyr/Trp47 (Fontecilla-Camps et al. 1988; Kharrat et al. 

1989), embora o papel de Tyr5 e Tyr47 pode ser mais estrutural do que puramente 

farmacológico (Housset et al. 1994; Li et al. 1996; He et al. 1999; Sun et al. 2003). Os 

papeis cruciais dos resíduos positivamente carregados Lys2, Lys28 e Lys58 foram 

também demostrados (Darbon et al. 1983; Fontecilla-Camps et al. 1988; Kharrat et al. 

1989; Kharrat et al. 1990; Loret et al. 1994; Takahashi et al. 2000). O mais recente 

trabalho de Legros e colaboradores confirmou a importância da Lys58 mas concluiu 

que o resíduo atua num papel estrutural, mais que participa na interação da toxina 
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com o canal (Legros et al. 2005). Resíduos funcionalmente e/ou estruturalmente 

essenciais foram também identificados em BmK M1 (Sun et al. 2003; Wang et al. 2003; 

Liu et al. 2005). Wang e colaboradores (Sun et al. 2003; Wang et al. 2003; Liu et al. 

2005) sugeriram que a volta reversa dos aminoácidos 8 até 12 junta com o resíduo 

básico Lys62 é crítica para as bioatividades, e poderia interagir diretamente com o 

sítio receptor no canal de sódio. Eles propuseram que a carga positiva do resíduo 

possa também favorecer a ligação de BmK M1 em canais de sódio de ambos insetos e 

mamíferos. A respeito dos resíduos aromáticos importantes, Sun e colaboradores 

relataram que Trp38 e Tyr42 são envolvidos na atividade da toxina (Sun et al. 2003), 

enquanto Tyr5, Tyr35 e Trp47 são essenciais para manter a estrutura geral da toxina. 

Tyr14 tem um papel duplo, já que é essencial para estabilizar a conformação da 

toxina e é também envolvido na interação com o canal de sódio. 

Resíduos básicos das α-toxinas de escorpiões contribuem para a ligação da toxinas no 

canal (Kharrat et al. 1989; Kharrat et al. 1990; Loret et al. 1990; Loret et al. 1994; 

Fletcher et al. 1997; Zilberberg et al. 1997; Hassani et al. 1999; Takahashi et al. 2000) 

mas eles não são os únicos determinantes na interação toxina-canal. A toxina ATX III 

da anêmona do mar apresenta as mesmas características incluindo Pro5, Tyr5, Trp8, 

Pro12, Trp13, Arg1 e Lys26. Manoleras e Norton mostraram que esses resíduos 

poderiam ser funcionalmente importantes (Manoleras and Norton 1994). 

Características similares de superfície foram também observadas nas toxinas HaTx1 e 

GrTx, que mostraram que interagem com ambos canais Kv and Cav, compartilhando 

um sítio comum de ligação no Kv (Li-Smerin and Swartz 1998). Infelizmente, a 

estrutura da GrTx não está disponível ainda. Takahashi e colaboradores fizeram a 

hipótese que nas toxinas modificadoras de gating, a superfície ativa, responsável pela 

ligação da alça S3-S4 dos canais iônicos voltagem-dependentes, é um arranjo de 

resíduos hidrofóbicos e básicos (Takahashi et al. 2000). A diversidade de sequências 

das toxinas modificadoras de gating e as variações nas sequências das regiões das 

alças S3-S4 dos canais iônicos podem explicar as diferenças observadas em afinidade 

e forma das superfícies de interação. 
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I.5. Métodos experimentais 

A investigação das toxinas depende dos métodos experimentais, o que apresenta 

várias dificuldades técnicas. Primeiro, a extração dos venenos de animais é uma 

tarefa precisa e perigosa, que requer habilidade e técnica. As etapas de separação dos 

componentes do veneno e de purificação das toxinas são geralmente realizadas 

usando HPLC (“High Performance Liquid Chromatography”) e FPLC (“Fast Protein 

Liquid Chromatography”), acompanhadas por ensaios de toxicidade e espectrometria 

de massa. Os venenos são misturas complexas de proteínas, ácidos nucléicos e sais, e 

a maioria dos animais liberam somente uma quantidade muito baixa de veneno. Por 

conseguinte, a quantidade resultante de toxina pura é geralmente muito pequena. 

Assim, a determinação experimental da estrutura após a extração da proteína do 

veneno é frequentemente impossível, por requerer quantidades significativas de 

toxina pura (ler parágrafo “Determinação da estrutura das proteínas”). Para 

determinar a estrutura primária da toxina (i.e. sua sequência), o sequênciamento de 

Edman tem sido usado, e mais recentemente abordagens de biologia molecular são 

também usadas. Uma alternativa à purificação de toxina a partir de veneno bruto 

consiste em produzir os peptídeos em sistemas de expressão como bactérias. 

Infelizmente, essa técnica tem mostrado um successo moderado, uma vez que a 

maioria das toxinas assim produzidas não são ativas, provavelmente por causa de 

enovelamento incorreto e de mismatch no pareamento dos resíduos de cisteína. Uma 

outra estratégia tira proveito das técnicas de síntese peptídica acopladas com uma 

etapa de re-enovelamento. Essa abordagem tem produzido resultados interessantes e 

toxinas contendo até 3 pontes dissulfeto foram sintetizadas com successo. Resíduos 

de aminoácidos importantes para a interação e/ou a integridade da estrutura da 

toxina podem ser identificados usando a mutagénese sítio-dirigida. Contudo, o 

método depende do sucesso da produção de toxinas nativas e mutantes em 

quantidade suficiente. 

Para testar e estudar a atividade da toxina, células isoladas expressando canais 

iônicos e receptores nas suas superfícies são utilizadas. Técnicas de eletrofisiologia 

como patch-clamp (Prêmio Nobel de medicina para E. Neher e B. Sackmann em 1991) 
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e two-electrode voltage clamp permitem registrar as correntes nos canais iônicos com e 

sem toxina na preparação. No entanto, essas técnicas são caras, lentas e requerem 

operadores altamente qualificados. Métodos de ensaios (screening) dos canais iônicos 

como ligação de compostos marcados radioativamente ou sonda fluorescente 

sensível à voltagem são também usados, embora eles sofram de desvantagens como 

o alto potencial de falsos negativos ou positivos, a possibilidade de influenciar o 

mecanismo de funcionamento dos alvos ou a incapacidade de estudar as interações 

de drogas com ação dependente do estado do canal (Billen et al. 2008). 

Entretanto, progressos notáveis foram feitos como, por exemplo, a elucidação da 

estrutura cristalizada de um canal Kv (Long et al. 2005; Long et al. 2005) (Prêmio 

Nobel de química para MacKinnon em 2003). Os mecanismos de ação dos canais 

iônicos, com ou sem a influência de toxinas animais começam a serem esclarecidos e 

o conhecimento deve progredir nas décadas futuras. 

I.6. Recursos existentes sobre as toxinas animais 

Várias sequências de toxinas já foram depositadas nos principais bancos de dados 

generalistas. GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html (Benson 

et al. 2009)) contém aproximadamente 1300 sequências nucleotídicas de toxinas 

animais, enquanto Swiss-Prot (que é manualmente anotado e revistado) e TrEMBL 

(que é anotado automaticamente e não é revisado) (http://ca.expasy.org/ (Bairoch et 

al. 2004)) contêm perto de 2700 e 100 sequências de aminoácidos de toxinas, 

respetivamente. Em complemento aos bancos generalistas, bancos de dados 

especializados apareceram que permitem adicionar aos dados genéricos algumas 

informações específicas sobre as toxinas animais. Uma revisão dos bancos de dados 

dedicados às toxinas de um ou mais animal(-is) determinado(s) indica algumas 

coleções pertinentes. Tox-Prot ((Jungo and Bairoch 2005) 

http://ca.expasy.org/sprot/tox - prot/) é o projeto de anotação de toxinas do Swiss-

Prot. Por agora, Tox-Prot indexou 2620 toxinas de animais venenosos. O banco 

SCORPION2 (Tan et al. 2006) é dedicado às toxinas de escorpiões e costumava conter 

perto de 830 sequências, mas não está mais acessível pela Internet. O ConoServer 
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(http://research1t.imb.uq.edu.au/conoserver/index.php (Kaas et al. 2008)) contém 

3039 entradas de sequências de aminoácidos de conotoxinas e 1529 sequências 

nucleotídicas, incluindo patentes, fragmentos e precursores. Ferramentas úteis de 

análise de sequências (alinhamento, predição de pro-peptídeos, digestão de toxinas 

por agentes químicos, etc.) são disponíveis na página web do mesmo. O International 

Venom and Toxin Database (http://www.kingsnake.com/toxinology/) congrega 

numerosos dados sobre animais venenosos (dos aspectos bioquímicos dos efeitos das 

toxinas até experiências práticas da caça dos animais venenosos), com enfoque nos 

aspectos evolutivos e um interesse pronunciado pelos venenos de serpentes e 

lagartos. O Animal Toxin Database (ATDB) ((He et al. 2008) 

http://protchem.hunnu.edu.cn/toxin/index.jsp) lista 3844 sequências de toxinas 

animais manualmente anotadas de um ponto de vista funcional. ATDB utiliza uma 

nova ontologia chamada Toxin Ontology (TO) para descrever: (i) a atividade biológica 

da toxina efetiva; (ii) quais organismo, célula, moléculas interagem com a toxina; (iii) 

os sintomas devidos à toxina. ATDB permite recuperar toxinas com funções 

biológicas similares, sem considerar suas estruturas ou espécies de origem. 

Finalmente, o Knottin Website ((Gracy et al. 2008) http://knottin.cbs.cnrs.fr/) indexa 

1250 proteínas incluindo umas 470 toxinas animais (aranha, escorpião e caramujo 

marinho) que contêm o motivo ICK nas suas estruturas. 

No total, esse conjunto de dados abrange a anotação da estrutura primária e as 

referências das poucas estruturas tridimensionais (3-D) existentes, assim como o 

possível conhecimento funcional relacionado (sob formato textual). 

II. Interações proteína-proteína 

Desde o meio dos anos 70 (Chothia 1974; Chothia and Janin 1975), um interesse 

crescente pelas interações proteína-proteína vem sendo observado na biologia. O 

termo “interactome” foi recentemente introduzido para descrever o conjunto de todas 

as interações moleculares numa célula, especialmente no contexto das interações 

proteína-proteína (Plewczynski and Ginalski 2009). De fato, essas interações são 

cruciais para a maioria dos processos celulares e o entendimento da natureza do 
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reconhecimento proteína-proteína assim como a caracterização das superfícies de 

interação abram grandes horizontes para o diagnóstico, a terapeutica e aplicações do 

desenho de fármacos.  

II.1. Caracterização da interface proteína-proteína 

A partir do estudo de todos os complexos protéicos conhecidos, foi possível ressaltar 

características comuns das interfaces dos complexos. Algumas outras propriedades 

mostraram-se específicas de certos tipos de complexos, como homodimeros, 

heterodimeros, receptores-ligantes, enzimas-inibidores, enzimas-substratos, 

anticorpos-antígenos, que sejam complexos permanente ou transitórios. 

II.1.A Características topológicas 

A área de uma interface é geralmente definida pela diferença entre as superfícies 

accessíveis ao solvente de ambas proteínas e a superfície accessível ao solvente do 

complexo. O método mais comum para medir a accessibilidade de uma superfície 

usa o algoritmo de Lee & Richards que roda uma sonda esférica do tamanho de uma 

molécula de água na superfície da proteína (Lee and Richards 1971). Admite-se 

geralmente que o tamanho da interface varia de 400 até 5 000 Å2 e representa perto 

de 20% da superfície de cada proteína (Jones and Thornton 1996). 

A arquitetura da interface foi estudada por alguns grupos. Bogan e Thorn mostraram 

que alguns “hot spots” perto do centro da interface são cercados por aminoácidos 

menos cruciais (Bogan and Thorn 1998). O anel formado por esses resíduos 

secundários exclui as moléculas de água da interface, criando condições favoráveis 

para estabelecer interações eletrostáticas e pontes de hidrogênio, e atrapalha a ataque 

pela água nos resíduos hidrofóbicos do hot spot, melhorando assim a afinidade e 

diminuindo a velocidade da dissociação do complexo. Um outro grupo confirmou o 

modelo de Bogan e Thorn e especificou que uma interface proteína-proteína tem que 

ser feita de 3 tipos de átomos (A, B, C): (i) os átomos da interface incluem todos os 

átomos que perdem a acessibilidade ao solvente quando o complexo é formado (A, B, 

C); (ii) os átomos de contato são compostos por todos os átomos que fazem contatos 
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do tipo Van der Waals através a interface e podem conservar alguma acessibilidade 

ao solvente (B,C); e os átomos enterrados na interface são representados pelos 

átomos acessíveis na proteína livre que não tem mais nenhuma área acessível no 

complexo (B) (Lo Conte et al. 1999). 

As regiões de interação das proteínas são principalmente discontínuas na sequência. 

De fato, elas são feitas de 1 até 11 fragmentos da sequência em aminoácidos que 

ficam perto no espaço por causa do empacotamento estrutural da proteína (Jones and 

Thornton 1996). 

O caráter estrutural de uma interface é aproximadamente intermediário entre a 

superfície e o core de uma proteína. Alguns estudos mostraram que as interfaces têm 

geralmente mais hélices α (como as regiões core) que outras superfícies protéicas, e 

que a proporção de outras estruturas como espirais (oils), voltas (turns) e folhas é a 

mesma que nas superfícies não interagindo (Jones and Thornton 1995; Tsai et al. 

1996). Por outro lado, Neurvith e colaboradores mostraram que as interfaces são 

preferencialmente localizadas em alças compridas, com tamanho médio de 11 

resíduos de aminoácidos (Neuvirth et al. 2004). Outros motivos estruturais como o 

feixe (bundle) de 4 hélices, o barril β (β-barrel) (como em complexos anticorpo-

antígeno por exemplo) e o sanduíche β são frequentemente encontrados em 

interfaces proteína-proteína (Jones and Thornton 1996). 

II.1.B. Propriedades fisico-químicas 

II.1.B.i. Hidrofobicidade 

Há mais de 15 anos, sabe-se que a maior força de condução do enovelamento das 

proteínas globulares é a interação das cadéias laterais hidrofóbicas dentro da 

molécula (Dill 1990; Rose and Wolfenden 1993). Vários estudos mostram que a 

hidrofobicidade é também uma característica-chave na associação das proteínas 

(Janin et al. 1988; Tsai et al. 1996). Regiões hidrofóbicas expostas na superfície têm 

que ser cobertas para estabilizar a interação (Lijnzaad and Argos 1997). A primeira 

análise estatística demostrou que as regiões de interação contêm mais resíduos de 

aminoácidos hidrofóbicos do que o resto da superfície (Chothia 1974; Chothia and 
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Janin 1975; Argos 1988). Estudos mais recentes confirmaram que as regiões 

hidrofóbicas mais largas na superfície de uma proteína são também aquelas que são 

geralmente envolvidas numa interação (Lijnzaad and Argos 1997). Essas regiões de 

interação são feitas de pequenas áreas (patches) hidrofóbicas, correspondendo aos hot 

spots de Bogan and Thorn (Bogan and Thorn 1998), cercadas de resíduos carregados e 

polares (Larsen et al. 1998; Chakrabarti and Janin 2002). É interessante notar que a 

hidrofobicidade media pode variar de um tipo de complexo protéico a um outro. 

Assim, a interface enzima-inibidor tem uma hidrofobicidade média (calculada 

segundo o índice de Janin (Janin et al. 1988)) intermediária entre aquela de um core 

protéico e uma superfície, e uma interface de complexo anticorpo-antígeno tem uma 

hidrofobicidade similar àquela de uma superfície protéica comum (Janin et al. 1988). 

Por comparação, a interface de um heterodímero parece ser menos hidrofóbica que 

aquela de um homodímero. Resumindo, as interfaces de complexos nos quais os dois 

parceiros podem existir separadamente são menos hidrofóbicas que aquelas que 

existem somente na forma complexada (Janin et al. 1988). 

II.1.B.ii. Composição em aminoácidos 

Segundo a literatura, os resíduos de aminoácidos mais frequentemente encontrados 

nas superfícies das proteínas são o triptofano, a arginina e a tirosina (Jones and 

Thornton 1996; Tsai et al. 1997; Bogan and Thorn 1998; Norel et al. 2001). Um outro 

estudo mostrou que os resíduos de valina, leucina e isoleucina são encontrados no 

anticorpo nas regiões de alças que se ligam ao antígeno (Padlan 1990). A arginina é 

um dos resíduos mais frequentes das interfaces (Jin et al. 1992; Young et al. 1994; 

Bogan and Thorn 1998; Lo Conte et al. 1999; Chakrabarti and Janin 2002), e é mais 

presente nas largas do que nas pequenas interfaces (Glaser et al. 2001). Sua presência 

pode ser pelo menos parcialmente esclarecida pela sua capacidade de gerar 

interações hidrofóbicas graças à sua cadéia carbonada comprida e seu caracter 

altamente eletropositivo no pH fisiológico. O resíduo de prolina, agindo como 

quebrador de hélice na superfície de proteínas, é também envolvido nas regiões de 

interação uma vez que seus átomos polares são capazes de reforçar attrações 

hidrofóbicas (Tsai et al. 1997; Glaser et al. 2001). Resíduos hidrofóbicos são mais 
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frequentes nas interfaces mais largas, de homodímeros ou de complexos 

permanentes, enquanto resíduos polares são encontrados preferencialmente nas 

menores interfaces, de heterodímeros ou de complexos transitórios.   

II.2. Peculiaridades da interação anticorpo-antígeno 

Um antígeno (Ag) pode ser qualquer molécula (proteína, ácido nucléico, açúcar, etc.) 

mas somente o caso do antígeno protéico será descrito aqui. Quando o antígeno é 

uma proteína, a interação anticorpo-antígeno é somente um caso particular de 

interação proteína-proteína para qual a maioria das características previamente 

descritas se aplicam. Porém, algumas diferenças ocorrem e algumas características 

típicas aparecem. 

II.2.A. Sobre o anticorpo 

A imunoglobulina (Ig), também chamada anticorpo (Ac), é um dos principais atores 

do sistema imunológico. É uma glicoproteína encontrada essencialmente na 

superfície das células que as sintetizam (lifócitos B), e no plasma sanguíneo. 

Anticorpos produzidos por um mesmo clone de linfócito B são chamados anticorpos 

monoclonais (mAc). Eles são homogeneos e apresentam a mesma estrutura 

molecular (Revillard et al. 1998). Além do papel essencial que eles têm na célula, 

mAc representam uma ótima ferramenta na pesquisa aplicada à saúde, já que podem 

ser usados para isolar e caracterizar o produto de um gene, identificar regiões de 

ligação de uma proteína ou desenvolver um diagnóstico viral, por exemplo. Uma 

variedade de anticorpos é naturalmente produzida por um organismo em resposta à 

introdução de um antígeno estranho, que eles reconhecem em regiões diversas. O 

soro resultante é chamado policlonal (por extensão, a expressão “anticorpos 

policlonais” pode ser usada) e corresponde a uma coleção de mAb. 

Uma Ig é composta por duas regiões funcionais. Uma é responsável por reconhecer o 

antígeno e ligar-se, enquanto a outra é encarregada de desencadear os processos 

(como a fagocitose) que vão levar a libertar o organismo do intruso. 
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Três estruturas tridimensionais completas de Ac foram experimentalmente 

determinadas (Harris et al. 1997; Harris et al. 1998; Saphire et al. 2001), assim como 

numerosos fragmentos, e duas outras estruturas de Ac foram modeladas 

computacionalmente (Boehm et al. 1999; Furtado et al. 2004). Portanto, a estrutura 3-

D peculiar dessa molécula já foi bem caracterizada. 

II.2.B. Epitopo e paratopo 

A região de um antígeno que interage especificamente com o anticorpo é chamada 

“epitopo”. Do mesmo jeito, a região do anticorpo que reconhece especificamente um 

antígeno é chamada “paratopo”. Distinguem-se dois tipos de epitopos (Atassi and 

Smith 1978) (Figure 4). Um epitopo “contínuo” (ou “linear”) é um fragmento 

sequêncial do antígeno, enquanto um epitopo “discontínuo” (ou “conformacional”) é 

composto por várias porções separadas de sequências que são agrupadas no espaço 

devido ao enovelamento tridimensional do antígeno. A maioria dos epitopos é 

discontínua e depende altamente da integridade das suas conformações para serem 

reconhecidos pelo anticorpo (Benjamin et al. 1984; Berzofsky 1984). Ao contrário dos 

epitopos discontínuos, epitopos contínuos ainda se ligam ao anticorpo mesmo após a 

denaturação do antígeno. 

O tamanho de uma interface Ac/Ag varia de 10 até 20 resíduos de aminoácidos das 

duas moléculas, estabelecendo entre 15 e 22 contatos (Van Regenmortel 1996). O 

epitopo pode conter estruturas secundárias como hélices α, dobras β e outros tipos 

de voltas. 

As interfaces Ac/Ag têm uma superfície cerca de 51% não polar (Lo Conte et al. 

1999). Os resíduos aromáticos triptofano e tirosina são muito frequentes nos 

paratopos (Padlan 1990; Lo Conte et al. 1999), porém, as interfaces Ac/Ag incluem 

menos resíduos valina, isoleucina e leucina (Padlan 1990) e resíduos carregados 

positivamente, exceto arginina que pelo contrário, predomina. 



 

 

 

Figura 4. Epitopos contínuos e discontínuos. Os resíduos de aminoácidos envolvidos 
num epitopo contínuo (vermelho) são 
aminoácidos constituindo um epitopo discontínuo (verde) não são necessariamente 
próximo na sequência mas sim na estrutura tridimensional da proteína. 
Moreau, 2006, tese de doutorado)
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Epitopos contínuos e discontínuos. Os resíduos de aminoácidos envolvidos 
o (vermelho) são sequênciais, enquanto os resíduos de 

aminoácidos constituindo um epitopo discontínuo (verde) não são necessariamente 
mas sim na estrutura tridimensional da proteína. 

Moreau, 2006, tese de doutorado) 
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II.2.C. Antigenicidade e imunogenicidade 

A antigenicidade é a capacidade de uma molécula de ser reconhecida 

especificamente por um anticorpo. Estudar a antigenicidade é analizar as reações 

químicas ocorrendo entre o epitopo e o paratopo e elucidar as bases estruturais da 

especificidade dessa interação. Devido às suas estruturas, as proteínas são moléculas 

altamente antigênicas. 

Quanto à imunogenicidade, ela é definida como a capacidade de uma molécula de 

induzir uma resposta imune específica no organismo. Mais do que uma simples 

ligação, essa propriedade depende de várias interações complexas com um número 

de atores do sistema imunológico (Revillard et al. 1998; Van Regenmortel 2001). O 

caráter imunogênico de uma molécula tem que ser definido em relação a dados do 

hospedeiro e condições experimentais. Uma vez que depende de diversos 

mecanismos celulares e regulações ocorrendo num dado contexto individual, é uma 

noção muito relativa. Assim, cada molécula imunogênica é antigênica mas o 

contrário não é verdadeiro. O melhor entendimento dessas duas propriedades 

permitirá a produção de vacinas eficientes. 

II.2.D. Reação cruzada e poliespecificidade 

Apesar do fato que um anticorpo ter fortes afinidade e especificidade para um dado 

anticorpo, a relação anticorpo-antígeno não é exclusiva. Não é raro observar 

interações desse anticorpo com outras moléculas, que sejam estruturalmente 

relacionadas ou não. Consequentemente, o termo “especificidade” parece às vezes  

inapropriado (Revillard et al. 1998). Dois termos foram introduzidos para descrever 

esse fenómeno : “reação cruzada” e “poliespecificidade” (Kramer et al. 1997). 

Quando é o caso de um epitopo similar em diferentes antígenos reconhecidos pelo 

mesmo anticorpo, o evento é chamado “reação cruzada”. A poliespecificidade 

designa associações envolvendo antígenos cujos epitopos não têm nenhuma 

similaridade um com o outro. Os mimotopos são um caso típico de 

poliespecificidade (ler o parágrafo “Identificação experimental do epitopo”). 
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II.3 Métodos de estudo 

II.3.A. Métodos experimentais 

II.3.A.i. Interações proteína-proteína 

O procedimento que permita a caracterização completa de uma interação proteína-

proteína é composto por cinco etapas consecutivas : (i) identificar e isolar o 

complexo; (ii) identificar e separar as proteínas participantes; (iii) testar e validar a 

interação in vitro e in vivo; (iv) caracterizar as cinéticas da interação; (v) determinar a 

estrutura tridimensional do complexo (Moreau, 2006, tese de doutorado). 

Para identificar, isolar e analizar complexos protéicos, técnicas como a 

imunoprecipitação, a espectrometria de massa (Gavin et al. 2002; Ho et al. 2002), 

“protein chips” (Zhu et al. 2001) ou abordagens híbridas (Tong et al. 2002) são 

geralmente usadas. A cromatografia de exclusão por tamanho (“Size Exclusion 

Chromatography” ou SEC) pode ser usada para descobrir se uma molécula está 

presente na sua forma monomérica ou complexada, e estimar seu tamanho. 

Electrofórese de uma ou duas dimensões, SEC e cromatografia líquida de alta 

performância (“High Performance Liquid Chromatography” ou HPLC) são usadas para 

separar os parceiros do complexo. Esses são identificados por Western Blot, 

microsequênciamento ou digestão por tripsina e técnicas de espectrometria de massa. 

Para testar e validar a interação in vitro, a técnica de referência é o sistema duplo-

híbrido em leveduras (Fields and Song 1989; Luban and Goff 1995). Pode recorrer à 

cromatografia de afinidade em proteínas purificadas. Em seguido, métodos in vivo 

como o FRET (“Fluorescence Resonance Energy Transfer”) podem ser usados (Trakselis 

et al. 2005). As cinéticas de interação, afinidade e estequiometria são calculadas por 

filtração de gel, análises calorimétricas, espectrometria de fluorescência SPR (“Surface 

Plasmon Resonance”) (por exemplo usando Biacore®) (Fagerstam et al. 1990; Saunal 

and Van Regenmortel 1995), ultracentrifugação de densidade ao equilíbrio, 

microcalorimetria, radiomarcação ou ELISA. A mutagénese sítio-dirigida consiste em 

trocar um résíduo de aminoácido por um outro e testar o efeito da troca na interação. 

O método permite identificar com precisão os resíduos importantes para a interação. 
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Finalmente, existem diferentes métodos para determinar a estrutura tridimensional 

de uma proteína, que serão descritos no próximo capítulo (ler o parágrafo 

“Determinação da estrutura protéica”). 

II.3.A.ii. Identificação experimental do epitopo 

A biofísica, a bioquímica, a biologia molecular e a síntese química permitiram o 

desenvolvimento de vários métodos para identificar epitopos (Meloen et al. 2000).  

Um epitopo pode ser identificado usando fragmentos proteolíticos do antígeno 

sozinho (Cleveland et al. 1977; Jemmerson and Paterson 1986) ou complexado com o 

anticorpo (Sheshberadaran and Payne 1988), e testando sua reativitade com o 

anticorpo. Assim, a técnica de síntese múltipla SPOT (Frank 2002) foi desenvolvida 

para obter rapidamente um grande número de peptídeos diferentes. Esse método 

permite identificar epitopos contínuos principalmente. 

Um outro método muito útil necessita a seleção de mimotopos. Um mimotopo é uma 

molécula capaz de se ligar ao sítio de associação do antígeno num anticorpo, não 

necessariamente idêntico ao epitopo reconhecido pelo anticorpo, mas uma mímica 

aceitável das principais características essenciais do epitopo (Geysen et al. 1986). Um 

mimotopo representa um epitopo protéico mas pode também mimetizar a interação 

de um ácido nucléico ou de um polisacárido (Valadon et al. 1996; Wun et al. 2001). 

Mimotopos são selecionados dentro de um banco de peptídeos testados contra o 

anticorpo de interesse. Geralmente, tais bancos de peptídeos são construidos usando 

a técnica do “Phage Display” (Smith 1985), que consiste em gerar peptídeos com 

sequências randômicas que são expostas na superfície de fagos filamentosos e 

apresentados ao anticorpo. Vários epitopos foram também identificados por 

comparação das interações do Ac com proteínas homólogas ao Ag cujos epitopos 

tenham sido previamente caracterizados (Benjamin et al. 1984). Um outro método é 

baseado na interferência entre vários Ac ligando-se ao mesmo Ag na mesma região 

ou em regiões sobrepostas. 
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II.3.B. Métodos preditivos 

II.3.B.i. Interações proteína-proteína 

A predição das interações proteína-proteína pode ser dividida em três casos de 

interesse biológico: (i) uma interação é suspeitada mas um dos parceiros não foi 

ainda identificado; (ii) regiões potenciais de interação de uma proteína, cuja estrutura 

primária (ou terciária, no melhor caso) é conhecida, precisam ser identificadas, sem 

conhecimento do(s) potencial(-ais) parceiro(s); (iii) os dois parceiros são 

estruturalmente bem caracterizados e se quer predizer o arranjo espacial do 

complexo, com ou sem conhecimento das regiões de interação de uma ou das duas 

moléculas. Vários métodos foram desenvolvidos para resolver o primeiro caso (“gene 

neighborhood” (Dandekar et al. 1998; Overbeek et al. 1999), “rosetta stone” (Marcotte et 

al. 1999; Eisenberg et al. 2000), “correlated mutations” (Gobel et al. 1994; Olmea and 

Valencia 1997)) e foram amplamente passados em revista por Violaine Moreau 

(Moreau, 2006, tese de doutorado). 

O terceiro caso é estudado por métodos de docking. Esses métodos são baseados na 

hipótese que uma interação favorável tem uma alta afinidade de ligação. Explorando 

as configurações espaciais, um grande número de interações potenciais são 

simuladas e avaliadas em termo de energia (Halperin et al. 2002; Smith and Sternberg 

2002). 

A respeito do segundo caso, a maioria das predições sucedidas são realizadas na 

estrutura tridimensional da proteína. Assim, vários parámetros estruturais são 

usados para predizer as regiões de interação de uma dada proteína: propriedades 

geométricas, habilidade de alguns grupos químicos a formar pontes de hidrogênio, 

cavidades enzimáticas, taxa de hidrofobicidade e carga relativa das superfícies (Jones 

and Thornton 1996; Jones and Thornton 1997; Fariselli et al. 2002; Liang et al. 2004). 

No entanto, estudos podem ser conduzidos usando a simples sequência, se nenhuma 

estrutura for disponível. Neste caso, alinhamentos múltiplos de sequências são 

frequentemente usados para detectar resíduos conservados entre proteínas de uma 

mesma família funcional (Gotoh 1992; Casari et al. 1995).  
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II.3.B.ii. Interações Ac/Ag e localização do epitopo 

Graças aos bancos de peptídeos, é possível selecionar vários peptídeos capazes de 

ligar-se à proteína alvo. Desse jeito, um grande número de mimotopos pode ser 

obtido usando um anticorpo como sonda. A comparação do conjunto de mimotopos 

com a sequência do antígeno nativo para identificar o epitopo reconhecido pelo 

anticorpo não é uma tarefa simples. De fato, a literatura relata a dificuldade em 

localizar epitopos após selecionar mimotopos compartilhando muito pouca 

similaridade com o antígeno (Stephen et al. 1995; Bonnycastle et al. 1996; Rudolf et al. 

1998). Para lidar com essa dificuldade, várias ferramentas foram desenvolvidas. 

PEPTIDE é o primeiro programa combinando métodos computacionais com 

resultados experimentais para localizar um epitopo num dado antígeno, usando 

mimotopos (Pizzi et al. 1995). O método FINDMAP é baseado somente na análise das 

sequências de mimotopos (Mumey et al. 2003), enquanto dois outros métodos 

(Mapitope e SiteLight) usam a informação contida na sequência e na estrutura 3-D do 

antígeno (Enshell-Seijffers et al. 2003; Halperin et al. 2003). Mais recentemente, a 

ferramenta MIMOP mostrou resultados muito bons, combinando diferentes 

abordagens para analizar as sequências de mimotopos, considerando a sequência e a 

estrutura 3-D do antígeno (Moreau et al. 2006). 

Uma outra estratégia consiste em predizer epitopos potenciais na superfície. Esse 

tipo de predição pode ser baseada na sequência ou na estrutura 3-D. Na primeira 

categoria, várias ferramentas foram desenvolvidas e aplicam-se muito bem ao caso 

da predição de epitopos contínuos. Portanto, 11 ferramentas têm sido listadas que 

predizem a antigenicidade de uma proteína a partir das suas caractérísticas de 

sequência. Até agora, BEPITOPE realizou as predições de epitopos contínuos mais 

precisas (Odorico and Pellequer 2003). Várias características de sequência são 

consideradas nesses métodos e podem ser combinadas: (i) acessibilidade dos 

resíduos de amino ácido ao solvente (Lee and Richards 1971); (ii) escalas de 

hidrofobicidade ou hidrofilicidade (Hopp and Woods 1981; Parker et al. 1986); (iii) 

escala de antigenicidade (Welling et al. 1985); (iv) flexibilidade (Karplus and Schulz, 

1985); (v) elementos de estrutura secundária (Pellequer et al., 1994). 

Surpreendentemente, dois métodos somente requerem informações da estrutura 3-D 
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para efetuar as predições de epitopo: o programa EMT (“Epitope Mapping Tool”) 

(Batori et al. 2006) e o servidor CEP (“Conformational Epitope Prediction”). E deplorável 

que suas performâncias respectivas não tenham sido comparadas àquelas do 

BEPITOPE. Usar a informação biológica existindo na estrutura 3-D de uma proteína 

deve inegávelmente trazer um apoio muito mais valioso na predição de prováveis 

interações com outras moléculas. Por essa razão, a investigação da estrutura 3-D 

torna-se necessária. 

III. Determinação da estrutura protéica 

Uma vez que as interações moleculares dependem muito da conformação espacial, a 

estrutura tridimensional (3-D) é crítica para o entendimento do modo de ação de 

uma proteína. Assim, conhecer a estrutura 3-D de uma proteína permete descrever 

topologicamente as propriedades de superfície e então abordar suas funções 

biológicas potenciais. 

As técnicas de sequênciamento de proteínas e ácidos nucléicos tornaram-se 

relativamente rápidas, simples e baratas, enquanto a determinação experimental da 

estrutura 3-D continua difícil. Como resultado, uma lacuna entre o número de 

sequências experimentalmente conhecidas e o número de estruturas 3-D protéicas 

determinadas (6.413.124 sequências de proteínas no banco de dados RefSeq vs. 52.079 

estruturas de proteínas no banco PDB – 10 de março de 2009) cresceu nos últimos 

anos e deve continuar crescendo com a enorme contribuição dos projetos genoma no 

mundo inteiro. 

III.1. Métodos experimentais 

Para determinar as estruturas 2-D e 3-D de uma proteína ou de um complexo, 

diversos métodos experimentais têm se mostrados eficientes. Assim, a cristalografia 

de raios X, a espectroscopia por Ressonância Magnética Nuclear (RMN) e a 

criomicroscopia eletrônica são as técnicas prefencialmente usadas para estudar 

proteínas sozinhas enquanto a tomografia molecular e a microscopia atômica são 
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especificamente usadas para analizar grandes complexos moleculares. A técnica do 

Dicroismo Circular (DC) representa uma alternativa útil para determinar elementos 

de estrutura secundária, quando os métodos 3-D tradicionais falham. Cada uma 

dessas técnicas pode produzir resultados muito bons e é geralmente admitido que a 

cristalografia de raios X e a espectroscopia RMN levam às estruturas mais precisas, o 

que faz dessas os dois métodos experimentais de referência em biologia estrutural. 

III.1.A. Cristalografia de raios X 

A técnica da cristalografia de raios X usa a propriedade dos raios X de poder desviar 

em diversas direções quando eles batem na treliça de um cristal, de um jeito que 

depende do arranjo dos átomos dentro do cristal. A partir dos ângulos e das 

intensidades dos raios desviados, é possível construir um mapa tridimensional da 

densidade eletrônica do cristal. Então, as posições médias dos átomos, suas ligações 

químicas, sua desordem e outras informações podem ser reconstruidas usando a 

expressão matemática da transformada de Fourier. 

III.1.B. Espectroscopia RMN 

A técnica da espectroscopia RMN explora as propriedades magnéticas de dados 

núcleos atômicos. Em contraste com a cristalografia de raios X, a RMN é limitada às 

proteínas pequenas em primeiro lugar (normalmente menor do que 35 kDa), embora 

os progressos técnicos permitem resolver estruturas sempre maiores. A principal 

vantagem da RMN é que ela trata proteínas em solução. Consequentemente, a 

dinâmica local (flexibilidade) pode ser abordada de melhor maneira do que a 

cristalografia de raios X o permite. Contudo, a RMN depende de um conjunto 

complexo de restrições que o modelo a ser produzido deve satisfazer. A grande 

compexidade do objeto do nosso estudo não é favorável ao uso dessa técnica. 

III.1.C. Dicroismo circular 

O método DC é baseado na capacidade de um material de absorver a luz segundo 

sua polarização. Essa propriedade é encontrada nas moléculas biológicas por causa 
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da chiralidade do átomo de carbono alfa (Cα). Dados tipos de estruturas secundárias 

em proteínas (α-helix, β-sheet, β-turns…) apresentam espectros típicos de absorção e 

o espectro DC geral de uma proteína pode ser interpretado em termo de 

porcentagem de resíduos envolvidos em cada tipo de arranjos estruturados e não 

estruturados (coil). 

III.1.D. Limitações e dificuldades 

Como se pode perceber, todas essas técnicas apresentam desvantagens e limitações. 

Primeiro, todas dependem da purificação de uma grande quantidade de proteína e 

necessitam concentrações importantes, o que constitui um procedimento caro, que 

exige muito tempo e para qual o sucesso não é garantido. 

Depois, a cristalografia de raios X depende da cristalização de uma amostra de 

proteína, o que representa um evento bastante imprevisível. Um outro problema 

conhecido como o “problema da fase” é relacionado à reconstrução das posições 

atômicas dentro do cristal, a partir da densidade eletrônica. Modelos estruturais 

protéicos de baixa resolução são muito difíceis de refinar até a precisão atômica , e a 

dificuldade aumenta rapidamente com o tamanho da proteína. Além disso, a maior 

desvantagem da cristalografia de raios X é que ela produz somente estruturas 

“estáticas”, apesar da “flexibilidade molecular”, ao contrário da espectroscopia 

RMN. 

As limitações da espectroscopia RMN residem essencialmente na resolução do 

espectro gerado que é diretamente ligado à intensidade dos campos magnéticos 

aplicados ao sistema. 

III.1.E. Progressos na área 

Esforços consideráveis têm sido realizados para melhorar essas técnicas. A técnica de 

cristalografia de raios X pode hoje ser usada com uma radiação síncrotron capaz de 

difratar em cristais menores e de baixa qualidade. O problema da fase pode ser 

resolvido usando métodos computacionais (como por exemplo a modelagem por 
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homologia ou a predição ab initio, ler o parágrafo “Métodos preditivos”) (Qian et al. 

2007). Em espectroscopia RMN, cujo uso era tradicionalmente limitado às proteínas 

relativamente pequenas ou aos domínios protéicos, novas técnicas foram 

introduzidas para resolver o problema de sinal sobreposto e atenuar a relaxação de 

magnetização observada em grandes proteínas (Markus et al. 1994; Pervushin et al. 

1997). Além disso, novos programas estão sendo desenvolvidos para executar 

automaticamente diversas etapas do processo, custosas em termo de tempo (Guntert 

2004; Liu et al. 2005; Rieping et al. 2007). 

Contudo, problemas experimentais ainda sobram e métodos preditivos já bem 

conhecidos apresentam uma alternativa barata e rápida para resolver estruturas 3-D 

de proteínas. 

III.2. Métodos preditivos 

Após mais de 50 anos de pesquisa, uma variedade de abordagens ditas “in silico” são 

disponíveis para a predição das estruturas de proteínas. Eles variam de métodos 

dependendo de informações de evolução comparativa a métodos puramente 

estatísticos e métodos baseados somente em princípios físicos (Ginalski et al. 2005). 

Três estratégias principais são aplicadas para a predição de estrutura de proteínas : a 

modelagem comparativa, a predição ab initio e o threading. Elas podem ser 

combinadas como no caso dos métodos híbridos ou de méta-predição. 

III.2.A. Predição ab initio 

Anfinsen sugeriu que toda a informação necessária para que uma proteína se enovele 

está contida na sua estrutura primária (Anfinsen 1973). Baseado nessa teoria 

amplamente aceita, os métodos ab initio foram desenvolvidos para simular o processo 

de enovelamento. Inicialmente, o termo ab initio (sinônimo de “de novo”) foi 

introduzido para qualificar métodos que usavam só princípios físicos para modelar 

todos os parâmetros energéticos envolvidos no enovelamento e encontrar a estrutura 

de mais baixa energia livre, segundo a “hipótese termodinâmica” que estabelece que 
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a estrutura nativa de uma proteína é aquela para qual a energia livre alcança o seu 

mínimo global. Hoje em dia essa definição tornou-se mais geral e inclui as funções 

estatísticas e físicas derivadas dos dados experimentais e das outras estruturas 

protéicas conhecidas. 

Houve vários progressos na predição ab initio nos últimos 10 anos (Baker and Sali 

2001) e o método mais bem sucedido chamado Rosetta (Rohl et al. 2004) produziu 

recentemente uma predição excepcional numa proteína de 112 resíduos de 

aminoácido, cujo modelo sobrepôs à estrutura resolvida por cristalografia de raios X 

com uma resolução de 1,4 Å sobre mais de 90 resíduos (Qian et al. 2007). 

Embora progressos consideráveis tenham sido observados na predição da estrutura 

protéica ab initio, o método continua produzindo, na maior parte, modelos estruturais 

de baixa precisão e confiabilidade. Enquanto a predição ab initio é inegávelmente o 

método mais difícil, os últimos resultados são muito encorajadores para a 

modelagem de pequenos domínios protéicos e oferecem boas perspectivas futuras 

(Bradley et al. 2005).  

III.2.B. Fold recognition 

Os métodos de fold recognition são baseados em duas observações. Em primeiro lugar, 

duas proteínas que não compartilham nenhuma relação evolucionária detectável 

podem todavia apresentar uma estrutura similar. Em segundo lugar, a análise do 

arranjo espacial dos resíduos de aminoácidos nas estruturas protéicas permitiu 

identificar preferências de interação que resultem no desenvolvimento de potenciais 

contatos entre resíduos que podem ser representados por uma simples matriz de 

substituição (Ginalski et al. 2005). Os métodos de fold recognition em proteínas visam 

detectar similaridades entre estruturas 3-D de proteínas que não são acompanhadas 

de nenhuma similaridade significativa de sequências. Existem várias abordagens, 

mas o objetivo único é tentar encontrar folds que são compatíveis com uma dada 

sequência. Ao contrário da comparação de sequências, esses métodos aproveitam-se 

da informação extra contida nas estruturas 2-D e 3-D. De fato, esses métodos 

invertem o problema do enovelamento das proteínas: em vez de predizer como uma 
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sequência vai enovelar-se, eles predizem quão bem um fold vai servir para uma 

sequência. 

III.2.C. Modelagem comparativa 

Quando aplicáveis, os métodos de modelagem comparativa são aqueles que 

fornecem as estruturas mais precisas e confiáveis (Ginalski 2006). A modelagem 

comparativa é baseada na observação que proteínas relacionadas evolutivamente 

apresentam estruturas 3D similares (Chothia and Lesk 1986). Consequentemente, um 

modelo 3D de uma proteína alvo pode ser construído a partir de uma(s) proteína(s) 

de estrutura(s) conhecida(s) chamada(s) “template(s)”, que compartilha(m) 

tradicionalmente uma similaridade de sequência significativa com o alvo. O 

procedimento de modelagem compõe-se das etapas seguintes : (i) achar alguma(s) 

proteína(s) template apropriada(s); (ii) alinhar as sequências alvo e template(s); (iii) 

identificar regiões conservadas estruturalmente e construir a cadéia principal; (iv) 

predizer as regiões estruturalmente variáveis, incluindo inserções e N e C terminais 

faltantes; (v) adicionar e optimizar as cadeias laterais dos resíduos de aminoácido; 

(vi) refinar e avaliar o modelo resultante segundo uma função de pseudo energia. 

Embora cada etapa possa introduzir erros que afetam a qualidade geral do modelo 

resultante, o uso ótimo da informação estrutural a partir dos templates disponíveis e a 

precisão do alinhamento sequência-estrutura são os fatores que mais determinam a 

qualidade final do modelo (Ginalski 2006). 

III.2.C.i. Comparação sequência-sequência 

A estratégia clássica para selecionar estruturas templates correspondendo a 

homólogos próximos a uma dada proteína consiste em alinhá-la com todas as 

sequências de proteínas de estruturas conhecidas, usando BLASTp (Altschul et al. 

1997). BLASTp permite modular os parâmetros de alinhamento como as penalidades 

de gap (abertura e extensão) e a matriz de substituição. Esse método rápido e simples 

pode encontrar um fold para aproximadamente 30% dos genes nos genomas 

microbiais (Wang et al. 2000). Porém, o método trata as regiões conservadas e 

variáveis com o mesmo peso fazendo com que elas tenham o mesmo efeito no 
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alinhamento final, e sua abilidade em detectar homólogos distantes é limitada 

(Ginalski et al. 2005). 

III.2.C.ii. Comparação perfil-sequência e sequência-perfil 

Baseando-se na hipótese que o alinhamento de motivos conservados é mais relevante 

do que o alinhamento de regiões variáveis, outras estratégias têm aparecido – 

revistadas em (Ginalski et al. 2005) – que usam matrizes de substituição posição-

específicas (Bork and Gibson 1996). A matriz de substituição genérica 20 por 20 é 

substituida por uma matriz de substituição N por 20, chamada perfil, que define o 

score para alinhar qualquer um dos 20 aminoácidos com cada um dos resíduos da 

proteína para qual o perfil é construido. Tais perfis são gerados baseado na 

variabilidade dos aminoácidos encontrados no alinhamento múltiplo da proteína 

alvo com seus homólogos próximos. Assim, o perfil define uma família de 

homólogos em vez de uma sequência só (Ginalski et al. 2005). PSI-BLAST (Schaffer et 

al. 2001; Altschul et al. 2008) é o programa mais popular que executa tal comparação 

perfil-sequência. Através a geração iterativa de alinhamentos múltiplos e perfis, o 

programa é capaz de encontrar homólogos distantes que o BLASTp não poderia 

detectar para a proteína alvo. Outros métodos baseados nos modelos de Markov 

(Hidden Markov Models – HMMs) têm sido desenvolvidos também (Eddy 1998; 

Karplus et al. 1999). No lugar de penalidades de gap, os HMMs calculam 

probabilidades de inserções e deleções. Ao contrário de PSI-BLAST, os HMMs não 

filtram o banco de estruturas. Consequentemente, os HMMs são muito mais lentos 

que o PSI-BLAST, mas são também mais sensíveis. 

III.2.C.iii. Comparação perfil-perfil 

A comparação perfil-perfil permete uma comparação simétrica da proteína alvo com 

os templates potenciais. O objetivo dessa estratégia é melhorar a sensibilidade da 

busca de templates. Foi mostrado que esse tipo de método pode detectar similaridades 

entre duas famílias, não detectáveis usando comparação de um perfil com uma 

sequência (Rychlewski et al. 2000). Vários métodos perfil-perfil foram desenvolvidas 

(Ohlson et al. 2004; Sadreyev and Grishin 2004; Wang and Dunbrack 2004). 
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E interessante notar que estratégias de comparação baseadas no perfil são usadas na 

modelagem comparativa, assim como nos métodos de threading, de tal maneira que 

esses podem agora ser considerados como dois métodos complementares e cruzados. 

III.2.D. Ferramentas de modelagem 

Para estudos usuais, servidores de modelagem automática são disponíveis na 

Internet (Swiss prot, CPH, etc.). Para análises mais focadas, ferramentas de 

modelagem e meta-servidores são numerosos e têm sido extensivamente revistados 

por Ginalski e colaboradores (Ginalski et al. 2005). Vale citar o pacote Modeller (Fiser 

and Sali 2003; Eswar et al. 2008) por este ser o programa de referência para a 

modelagem comparativa. Modeller tem sido constantemente melhorado desde que 

foi criado por Andrej Sali em 1990 e está disponível de graça no endereço 

http://salilab.org/modeller/. O programa funciona na maioria das plataformas: G4, 

G5, and Intel Apple Macintosh (OS X Tiger and Leopard), Intel or AMD Linux and 

Windows PC, SGI, estações de trabalho Sun. No que diz respeito ao método de 

threading, algumas ferramentas muito práticas como PHYRE (novo 3Dpssm) 

(Bennett-Lovsey et al. 2008), PredictProtein (Rost et al. 2004) ou GenTHREADER 

(McGuffin and Jones 2003), podem ser executados via a Internet. Vários meta-

servidores são disponíveis, tais como o meta-servidor CBS (http://abcis.cbs.cnrs.fr/). 

Para a modelagem de proteínas ab initio, o algorítmo Rosetta desenvolvido pelo 

grupo do David Baker pode ser usado via um servidor Internet ou instalado 

localmente (Das et al. 2007). 

III.2.E. Métodos de avaliação da modelagem 

Desde 1994, o desempenho de todos esses métodos de predição estão sendo 

avaliados bianualmente pela CASP (Critical Assessment of techniques for protein 

Structure Prediction). Os métodos são avaliados na base da análise de muitas 

predições “cegas” da estrutura de proteínas. Há 15 anos que a CASP está em vigor e 

progressos enormes têm sido observados durante esse tempo (Moult et al. 2007). O 

fato que as predições mais precisas ainda dependem mais do trabalho dos grupos de 
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especialistas do que do resultado dos algoritmos representa um problema para os 

experimentos da CASP (Ginalski et al. 2005). De fato, fica difícil para os biólogos 

saber qual método deveria ser usado para suas próprias predições. Para julgar os 

métodos computacionais sem a intervenção dos especialistas, a CAFASP (Critical 

Assessment of Fully Automated Structure Prediction) foi lançada em 1998 e os 

experimentos estão conduzidos em paralelo com a CASP, de um jeito “cego”. 

Estudos sistemáticos comprovaram que os modelos comparativos podem carregar 

informações novas (chamadas “valor adicionado”) com respeito às estruturas 

templates (Chakravarty and Sanchez 2004; Chakravarty et al. 2005). O valor absoluto 

do melhoramento sobre o template é geralmente pequeno, mas é mesmo assim uma 

proeza considerável e tem sido um objetivo da CASP há um bom tempo (Moult et al. 

2007). 

No que diz respeito à aplicabilidade das 3 principais estratégias de modelagem, 

alguns critérios têm de ser observados. E geralmente admitido que as abordagens de 

fold recognition são mais eficientes para predizer o fold de uma proteína quando esta é 

rica em motivos de estrutura secundária, e apresenta dificuldades quando se trata de 

pequenas proteínas pobres em motivos de estrutura secundária, como é o caso das 

toxinas peptídicas. Quando a proteína de interesse apresenta mais de 30% de 

identidade de sequência com uma proteina cuja estrutura 3D já é conhecida, a 

modelagem comparativa é o método mais óbvio de se aplicar. Recorre-se geralmente 

à predição ab initio quando nenhuma similaridade pude ser detectada com uma 

família protéica. Contudo, a estrutura 3D geral de uma proteína pode ser predita por 

modelagem comparativa e partes dela refinadas por métodos ab initio, como é feito 

para porções ou segmentos da proteína que não existem na estrutura template. O uso 

de um método ou outro depende de 2 critérios principais: (i) a similaridade da 

sequência alvo com outra(s) sequência(s) protéica(s) para quais uma(s) estrutura(s) 

determinada(s) experimentalmente está(estão) disponível(-is); (ii) qual precisão é 

necessária para os estudos a serem conduzidos em cima do modelo 3D, indo de 

relações estrutura-função que não necessitam um modelo muito preciso, até 
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caracterização molecular da especificidade de substratos que requer um modelo 3D 

altamente preciso (Figura 5). 

III.2.F. Avaliação do modelo 

Diversas ferramentas têm sido desenhados para avaliar se estruturas 3D são corretas, 

que elas sejam modelos experimentais ou preditivos. 

Enquanto ele calcula os modelos, o programa Modeller avalia sua qualidade usando 

uma função de pseudo energia que avalia quão bem os modelos correspondem à 

derivada dos templates. O resultado é dado pelo score de Modeller Objective Function 

(Fiser and Sali 2003). Outros programas como Procheck (Laskowski et al. 1993) 

verifica a qualidade estereoquímica dos modelos. O método Verify3D (Eisenberg et 

al. 1997) mede a compatibilidade de um modelo protéico com sua sequência, usando 

um perfil 3D. Vários outros ferramentas e servidores (ProSA (Wiederstein and Sippl 

2007), WHATIF (Vriend 1990), CBS, etc.) oferecem a possibilidade de verificar a 

coerência dos modelos e de medir a qualidade deles. 

No entanto, o único jeito de considerar um modelo 3D como uma verdadeira 

representação da proteína de interesse é de superpor as coordinatas do modelo com 

as da estrutura experimentalmente determinada da proteína. Por exemplo, o 

programa MAMMOTH (Ortiz et al. 2002) é usado para fazer um alinhamento 

estrutural par-a-par do modelo com a estrutura experimental da proteína. Em outras 

palavras, quão bom que possa ser, um modelo ainda é um modelo e não pode ser 

considerado como a estrutura “real” até que experimentos venham confirmar sua 

precisão. 

III.3. Coleções e classificações de estruturas 3D 

Existem várias classificações de estruturas protéicas disponíveis na Internet. O 

Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein DataBank (RCSB PDB) é a 

referência em termo de bancos de estruturas. Os arquivos do PDB contêm 

informações sobre estruturas de proteinas, ácidos nucléicos e arranjos complexos



 

 

 

Figura 5. Precisão e aplicações dos modelos obtidos por modela
(De Bourne e Weissig, Structural Bioinformatics)
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Precisão e aplicações dos modelos obtidos por modelagem por homologia. 
(De Bourne e Weissig, Structural Bioinformatics) 

 

gem por homologia. 
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determinados experimentalmente (Berman et al. 2000). O banco SCOP (Structural 

Classification Of Protein), constituido por inspeção manual auxiliada por uma série de 

métodos automatizados, pretende fornecer uma descrição detalhada e abrangente 

das relações estruturais e evolucionárias entre todas as proteínas para quais a 

estrutura 3D é conhecida (Murzin et al. 1995). CATH é uma classificação hierárquica 

das estruturas dos domínios protéicos, que agrupa as proteínas segundo 4 níveis: 

Classe (C), Arquitetura (A), Topologia (T) e superfamília de homólogos (H). As 

fronteiras e avaliações para cada domínio protéico são definidas por uma 

combinação de procedimentos manuais e automatizados que incluem técnicas 

computacionais, dados empíricos e estatísticos, revisão da literatura e análise por 

especialistas (Orengo et al. 1997). O banco de dados Dali é baseado na comparação, 

todas contra todas, das estruturas 3D protéicas do PDB. Os vizinhos estruturais e 

alinhamentos são automaticamente inseridos e regularmente atualizados (Holm et al. 

2008). O banco 3Dee contem as definições dos domínios estruturais de todas as 

cadéias do PDB, curados pelo EBI e pelo RCSB, que têm 20 ou mais resíduos e não 

são modelos teóricos. Estes domínios foram agrupados por similaridades de 

sequência e de estrutura. As famílias resultando dessa classificação estão estocadas 

num sistema hierárquico (Siddiqui et al. 2001). HOMSTRAD (HOMologous STRucture 

Alignment Database) é um banco de dados curado de alinhamentos de sequências de 

famílias de proteínas homólogas baseados na estrutura. Todas as estruturas de 

proteínas conhecidas são agrupadas em famílias de homólogos (i.e., possuem um 

ancestral comum), e as sequências de membros representativos de cada família são 

alinhadas segundo as suas estruturas 3D (Mizuguchi et al. 1998). Esses alinhamentos 

baseados nas estruturas são anotados por JOY (Mizuguchi et al. 1998) e examinados 

individualmente. 

 

Vários métodos e ferramentas dedicados ao estudo das estruturas protéicas e das 

suas interações e à organização dos dados conhecidos, foram desenvolvidos nos 

últimos anos. A compreensão dos mecanismos de ação das toxinas peptídicas 

animais conta com a informação disponível sobre as suas estruturas e o jeito com que 
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elas interagem com seus receptores. Combinando esses métodos que atacam o 

problema de diversos pontos de vista, desejamos extrair um novo conhecimento 

sobre as toxinas peptídicas animais, para desenvolver tratamentos clínicos e novas 

ferramentas biotecnológicas. 
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OBJETIVO 

Como podemos usar a diversidade das toxinas agindo nos canais iônicos para extrair 

novos conhecimentos sobre estas interações? 

 

ESTRATÉGIA 

Cruzar os dados funcionais com as informações estruturais e a predição de 

superfícies antigênicas. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Desenvolver um método para obter modelos tridimensionais confiáveis para 

as toxinas aracnídicas cujas estruturas experimentais não estão ainda 

disponíveis. 

• Analizar as superfície das toxinas para evidenciar as características 

susceptíveis de ter um papel na interação proteína-proteína. 

• Estudar as relações estrutura-função-antigenicidade no caso das toxinas Tx2-5 

e Tx2-6 da aranha Phoneutria nigriventer. 

• Organizar os dados num armazém evolutivo dedicado à investigação das 

toxinas peptídicas animais. 
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MATERIAL & MÉTODOS 

I. Banco de dados : SiliTox 

I.1. Dados 

Decidímos construir SiliTox, um novo banco de dados que reúne e organiza 

informações sobre a estrutura 3D, as interações moleculares (incluindo a 

antigenicidade) e a função das toxinas animais. Para começar este trabalho, 

enfocamos as toxinas de aranhas e escorpiões após ter excluido as toxinas 

enzimáticas, as toxinas incompletas (anotadas como fragmentos), as toxinas cuja 

sequência não inclui nenhum resíduo de cisteína e outras proteínas relacionadas com 

toxinas (aproximadamente 680 proteínas foram rejeitadas). 221 toxinas de aranhas e 

409 toxinas de escorpiões foram finalmente selecionadas e inseridas dentro de 

SiliTox, totalizando 630 toxinas peptídicas aracnídicas “ricas em cisteínas” (ao menos 

um resíduo na sequência). Todos os dados estruturais, funcionais e sintômáticos 

associados à essas toxinas peptídicas foram baixados do banco de dados Swiss-Prot 

(Boutet et al. 2007) ou extraídos da literatura. Após verificação manual (e correção, 

caso necessário), os dados foram inseridos nas tabelas apropriadas do banco SiliTox 

(Figura 6). Para facilitar a verificação dos dados e permitir a inserção automática 

deles no banco de dados, um formulário de anotação eletrônica escrito em PHP e 

HTML (HyperText Markup Language) foi criado. Novas informações pertinentes para 

as investigações das relações estrutura-função-antigenicidade foram adicionadas 

(padrão de distribuição dos resíduos de cisteína, modelos tridimensionais, predição 

de peptídeos antigénicos, etc.) ou serão adicionadas no futuro (anotação da função 

segundo o formalismo BioΨ (Maziere et al. 2004), aplicações biotecnológicas e 

farmaceûticas das toxinas petídicas, etc.), já que SiliTox foi concebido para evoluir. 
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Figura 6. Diagrama de classes do banco SiliTox. O diagrama foi desenhado usando o programa ArgoUML versão 0.18.1. (Veja o texto e os 
apêndices para a descrição das tabelas.)
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I.2. Estrutura do banco de dados 

O banco de dados foi concebido e desenhado segundo o método Merise (Tardieu et 

al. 1983; Tardieu et al. 1985; Rochfeld and Morejon 1989). Primeiro, um esquema 

conceitual do banco de dados foi desenhado (não mostrado) baseado na teoria das 

relações (Codd 1970). O diagrama de classes foi então construido usando o program 

open-source ArgoUML versão 0.18.1 (Figura 6). O nível lógico foi lidado pelo uso de 

phpMyAdmin versão 2.11.9.2 com a linguagem MySQL versão 5.0.45. SiliTox é 

fisicamente localizado num servidor dedicado ao desenvolvimento no laboratório 

SysDiag (UMR3145 CNRS / Bio-Rad) em Montpellier na França. 

I.2.A. Classes ‘BioEntity’ 

No SiliTox, os objetos biológicos foram tratados segundo o formalismo multi-escalas 

BioΨ (Maziere et al. 2004). Uma ‘BioEntity’ é uma entidade molecular biologicamente 

ativa, composta de uma ou várias ‘BioMolecule’ para realizar uma ‘Biological Function’. 

No SiliTox, uma BioMolecule pode ser uma ‘Protein’, um ‘NucleicAcid’ ou uma 

‘SmallMolecule’ (‘Ion’, ‘ChemicalCompound’, ‘Sugar’...). Um ‘cDNA’ pode ser 

considerado como um ‘NucleicAcid’ cuja sequência deriva do ácido ribonucléico que 

corresponde a uma toxina peptídica. No SiliTox mais especificamente, uma Protein 

pode ser tóxica (como é o caso da maioria das toxinas peptídicas animais) ou não, 

pode ser um ‘IonChannel’ ou um ‘Antibody’. Essas proteinas podem interagir de um 

jeito específico. A classe ‘Interact’ permite estocar os dados relativos às interações 

Protein/IonChannel, Protein/Antibody ou ‘Peptide’ antigênico predito por SiliPop 

/Antibody.  

I.2.B. Classes BioΨΨΨΨ 

No que diz respeito aos processos biológicos (função), SiliTox está seguindo o 

formalismo BioΨ (Maziere et al. 2004). BioΨ é um esquema multi-escala permitindo a 

descrição funcional baseada nos elementos básicos de ação. Assim, a função biológica 

(classe ‘BF’) é realizada por uma BioEntity e é uma combinação de atividades 
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biológicas (classe ‘BA’). As BAs são efetuadas por um ou mais domínios funcionais 

(classe ‘FuncDom’) da(s) BioMolecule(s). As atividades biológicas são compostas de 

pequenos processos no nível funcional que são chamados de “elementos básicos de 

ação” (Basic Elements of Action, classe ‘BEA’). Os BEAs são tijolos teóricos de ação em 

relação com os motivos funcionais (classe ‘FuncMotif’). Ambos ‘FuncDom’ e 

‘FuncMotif’ correspondem às características estruturais da BioMolecule; as classes 

‘Fold’ e motivo estrutural ‘StrucMotif’ respectivamente. 

I.2.C. Classes ‘RefBiblio’, ‘Species’, ‘Origin’, ‘NaturalEffect’ e 
‘Symptom’ 

As informações relativas às publicações científicas sobre uma determinada 

BioMolecule, organismo e compartimentos biológicos dos quais essa foi extraída, 

efeitos induzidos num organismo hospedeiro e os sintomas associados, foram 

automaticamente lidas no banco de dados Swiss-Prot e inseridas dentro das classes  

‘RefBiblio’, ‘Species’, ‘Origin’, ‘NaturalEffect’ e ‘Symptom’ do SiliTox, respectivamente. 

I.2.D. Classe ‘Application’ 

A classe ‘Application’ foi concebida para receber os dados sobre aplicações 

biotecnológicas e farmaceûticas conhecidas que se baseiam no uso de peptídeos ricos 

em cisteínas. Esse campo de pesquisa está sendo intensivamente investigado. No 

futuro próximo, SiliTox estará capaz de recuperar e organizar as informações 

relativas aos biopesticidas, tratamentos da dor ou outras novas drogas derivadas de 

toxinas peptídicas animais. 

I.2.E. Classes ‘Disulfide’ e ‘CysPattern’ 

Quando conhecida e anotada no Swiss-Prot, a conectividade dos resíduos de cisteína 

formando pontes dissulfeto numa determinada toxina foram inseridas no SiliTox 

com uma menção correspondendo ao grau de confiança : ‘experimentally determined’, 

‘by similarity’, ‘probable’. Quando essa informação é ausente mas pode ser inferida por 

alinhamento com toxinas homólogas, as pontes foram deduzidas e inseridas no 
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SiliTox com a menção ‘SiliTox guess’. Quando a conectividade dos resíduos de 

cisteína de uma toxina era duvidosa, nenhuma ponte foi inserida no banco para a 

dita toxina. Para cada entrada da classe ‘Disulfide, o atributo ‘CCsequence’ 

corresponde às posições sequênciais dos resíduos de cisteína formando uma ponte 

dissulfeto (exemplo : ‘C3 – C17 ’). O atributo ‘CCrelative’ corresponde às posições 

relativas do par de cisteínas dentro de todos os resíduos de cisteína da sequência 

(exemplo : ‘C1 – C5’).  

Para cada toxina, o padrão de cisteínas foi determinado, formalizado segundo a 

sintaxe PROSITE (Bairoch 1993) e então inserido na classe ‘CysPattern’ do SiliTox, 

junto com a quantidade de resíduos de cisteínas. Como exemplo da sintaxe PROSITE, 

a sequência em aminoácidos da toxina Tx2-6 da aranha Phoneutria nigriventer tem o 

padrão de cisteína seguinte : ‘X(2)-C-X(6)-C-X(3)-C-X(1)-C-C-X(5)-C-X(1)-C-X(3)-C-

X(1)-C-X(14)-C-X(2)’, com ‘C’ representando um resíduo de cisteína, ‘X’ um resíduo 

de aminoácido qualquer e o número entre parenteses indicando quantos resíduos 

formam as alças que separam os resíduos de cisteína. 

Segundo o conjunto de pontes dissulfeto encontradas em cada toxina, o motivo geral 

de pareamento das cisteínas pude ser classificado em 3 categorias : ‘kozclass’, 

‘ICKclass’ e ‘Nclass’. Quase todos os padrões descritos na classificação das toxinas de 

aranhas por Kozlov e Grishin (Kozlov and Grishin 2005) são associados ao motivo 

ICK. Assim, todas as sequências de toxinas (incluindo a maioria das toxinas de 

aranhas e algumas toxinas de escorpiões) correspondendo a um desses padrões 

classificados no artigo de Kozlov, receberam a anotação ‘kozclass’ nas suas entradas 

de CysPattern. Todos os outros padrões de cisteínas contendo o motivo ICK, não 

considerados na classificação de Kozlov mas identificados em The Knottin Website 

(Gelly et al. 2004), foram anotados como ‘ICKclass’. Enfim, os padrões de cisteínas nos 

quais as pontes dissulfeto não correspondem a um motivo ICK foram anotados como 

‘Nclass’. Vale notar que dois padrões de cisteínas que têm a mesma expressão 

PROSITE mas um apareamento diferente dos resíduos de cisteínas são considerados 

como duas entradas CysPattern diferentes no SiliTox. 
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As pontes dissulfeto foram anotadas individualmente, segundo a classificação do 

pareamento geral descrito na entrada CysPattern associada. A convenção existente 

para a numeração dos resíduos de cisteína no motivo ICK (Figura 3) foi usada e 

adaptada para rotular cada resíduo de cisteína segundo sua posição relativa no 

motivo formado pelo padrão de pontas dissulfeto. Essa anotação corresponde aos 

atributos ‘CCconvICK’ e ‘CCconvNONick’ na classe Disulfide (exemplos: ‘CI – CVI‘; ‘Ca 

– Cb’). 

I.2.F. Classes ‘TempGroup’ e ‘Model’ 

As classes ‘TempGroup’ e ‘Model’ são destinadas a estocar os dados de modelagem 

usadas para / e produzidas pelo programa SiliMod. A classe TempGroup contém as 

informações necessárias para permitir SiliMod de selecionar automaticamente as 

estruturas template pertinentes para a modelagem comparativa das sequências alvos. 

A classe Model contém os dados de saída do programa SiliMod. (Para mais detalhes, 

leia os capítulos ‘Material e Método/Modelagem das estruturas das toxinas por 

SiliMod’ e ‘Resultados/Banco de dados de toxinas : SiliTox/Recuperação dos 

dados’.) 

I.2.G. Classes ‘Segment’, ‘Distance’, ‘Cluster’ e ‘Peptide’ 

Quatro classes do banco de dados SiliTox são dedicadas aos resultados do SiliPop da 

análise das superfícies moleculares e antigênicas das estruturas 3D das toxinas 

peptídicas. Assim, as classes ‘Segment’, ‘Distance’, ‘Cluster’ e ‘Peptide’ contêm 

respectivamente os dados relacionados aos segmentos da BioMolecule accessíveis ao 

solvente, às distâncias calculadas entre os segmentos, ao resultado de clustering dos 

segmentos segundo a matriz de distância e às caracteríٕsticas do conjunto de 

peptídeos antigénicos preditos. (Para mais detalhes, leia o capítulo ‘Material e 

Método/Ferramentas de análise das superfícies antigênicas das proteínas : PEPOP & 

SiliPop.) 
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I.3. Implementação do banco de dados 

No momento da implementação do banco de dados, cada uma das classes descitas 

previamente virou uma tabela (‘table’) e recebeu um novo atributo para identificar 

cada entrada de um jeito único. Isso corresponde ao atributo chamado chave-

primária da tabela. No SiliTox, este identificador único é um número inteiro (integer) 

que é automaticamente incrementado cada vez que uma nova entrada é inserida no 

banco de dados. 

I.3.A. Hierarquia das classes 

Para lidar com os níveis hierárquicos vindo da classe BioEntity (Figura 6) 

(BioMolecule, Protein, Antibody, IonChannel, NucleicAcid, cDNA, SmallMolecule, Ion, 

ChemicalCompound, Sugar), as tabelas herdeiras foram “achatas para cima” para a 

tabela BioMolecule (i.e., agrupadas na “tabela mãe” BioMolecule), novos atributos 

foram inseridos para representar o tipo e subtipo de molécula. Todos os atributos das 

tabelas herdeiras foram inseridos na tabela BioMolecule também.  

I.3.B. Relações múltiplas 

Algumas classes apresentam relações múltiplas entre elas (Figura 6). Para lidar com 

essas relações, a estratégia adoptada é a seguinte : (i) em caso de relação do tipo ‘1-N’ 

(multiplicidade ‘1– 0...*’ ou  ‘1– 1...*’, por exemplo : BioMolecule – Species), a chave-

primária da tabela do lado ‘1’ é inserida na tabela do lado ‘N’ como novo atributo, 

virando um atributo chamado de “chave estrangeira” (no exemplo, a tabela 

BioMolecule recebe a chave primária ‘speID’ da tabela Species como chave estrangeira); 

(ii) no caso de relação ‘N-N’ (multiplicidade ‘0...*– 0...*’, ‘0...*– 1...*’ ou ‘1...*– 1...*’, 

exemplo : Segment – Peptide), uma nova tabela é criada e contém as duas chaves 

primárias das tabelas que ela liga, como atributos de chaves estrangeiras (no segundo 

exemplo, a nova tabela SegInPep foi criada e contém os atributos ‘segmentID’ e ‘pepID’ 

como chaves estrangeiras provendo das tabelas Segment e Peptide). 
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I.3.C. Tabelas e atributos 

Para uma descrição completa e exaustiva de todas as tabelas e todos os atributos do 

SiliTox, veja o dicionário de dados no apêndice. 

II. Modelagem das estruturas 3D das toxinas : SiliMod 

II.1. As toxinas Tx2-5 e Tx2-6 da aranha Phoneutria nigriventer como 
caso de estudo 

No nosso laboratório, duas toxinas homólogas da aranha brasileira Phoneutria 

nigriventer foram bastante estudadas. Essas toxinas são chamadas toxinas Tx2-5 e 

Tx2-6 da Phoneutria nigriventer ou PnTx2-5 e PnTx2-6 respectivamente. As duas 

toxinas foram sequênciadas em 1992 (Cordeiro et al., 1992) e são disponíveis no 

banco de dados Swiss-Prot pelos códigos de accesso TX25A_PHONI (número de 

accesso O76199) and TX26_PHONI (P29425). 

Até hoje, nenhuma estrutura foi determinada experimentalmente para PnTx2-5 e 

PnTx2-6. Portanto, como alternativa aos métodos experimentais de determinação da 

estrutura 3D, o método da modelagem comparativa foi aplicado para gerar 

estruturas 3D teóricas para PnTx2-5 e PnTx2-6 e propor hipóteses baseadas nos 

resultados. Diversas estratégias de seleção de templates foram testadas. 

II.1.A. Seleção de templates 

II.1.A.i. Baseada na similaridade de sequências 

Para selecionar estruturas template, a abordagem clássica baseada na similaridade de 

sequências foi inicialmente testada. Usando os servidores NCBI BLASTp e PSI-

BLAST (Altschul et al. 1997; Altschul et al. 2008), as sequências das toxinas foram 

alinhadas às sequências de proteínas cujas estruturas 3D são disponíveis no PDB. 

Contudo, dado o tamanho e a variabilidade das sequências, ajustamentos manuais 

foram necessários. 
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II.1.A.ii. Baseada no reconhecimento estrutural (fold 
recognition) 

As toxinas de interesse foram submetidas ao servidor de fold recognition 

mGenThreader (McGuffin et al. 2000), e as predições de estruturas secundárias foram 

efetuadas nas sequências alvos usando os algorítmos PHD e PROF (Rost et al. 1994), 

PSIPRED (McGuffin et al. 2000), Jpred (Cuff et al. 1998), e nnPredict (Kneller et al. 

1990). 

II.1.A.iii. Baseada na composição de aminoácidos 

A pesquisa de templates foi também feita com o programa PROPSEARCH (Hobohm 

and Sander 1995). Este programa foi concebido para achar a família protéica putativa 

quando os métodos clássicos de alinhamento não são capaz de detectar os 

homólogos estruturais e/ou funcionais de uma proteína alvo. O programa não 

considera a ordem sequêncial dos resíduos de aminoácidos mas a composição geral 

em aminoácidos, o peso molecular, o conteúdo em pequenos resíduos, o conteúdo 

em resíduos volumosos, a hidrofobicidade média, a carga média, etc., para um total 

de 144 propriedades medidas. As sequências de PnTx2-5 e PnTx2-6 foram assim 

submetidas à análise por PROPSEARCH via o servidor on-line.  

II.1.A.iv. Baseada na similaridade de padrões de cisteínas 

Desenvolvemos nossa própria estratégia para a seleção de templates. Esse método é 

baseado na observação que a maioria das toxinas peptídicas de aranha são muito 

ricas em resíduos de cisteína (~15-20% dos resíduos) e que as posições relativas dos 

resíduos de cisteínas estão relativamente conservadas, apesar de uma diversidade 

significativa entre as sequências das toxinas. Portanto, o padrão de conectividade das 

cisteínas de PnTx2-5 e PnTx2-6 foi deduzido por alinhamento de sequências com 

todas as toxinas peptídicas de aranha contendo pelo menos 8 resíduos de cisteína e 

cujas pontes dissulfeto tenham sido identificadas experimentalmente (Figura 10A). 

As análises do fold foram conduzidas usando os bancos SCOP (Murzin et al. 1995) , 

CATH (Orengo et al. 1997) e DBAli (Marti-Renom et al. 2007). 
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II.1.A.v. Seleção final 

Dentro do grupo de toxinas de aranhas de estruras conhecidas, estruturas templates 

foram selecionadas segundo os critérios seguintes: (i) similaridade dos padrões de 

cisteínas (segundo a classificação das neurotoxinas de aranhas proposta por Kozlov e 

Grishin (Kozlov and Grishin 2005)); (ii) similaridade das sequências (usando o 

algorítmo de alinhamento local BLAST); (iii) similaridade das estruturas secundárias 

(por alinhamento das estruturas secundárias preditas usando o algorítmo SOV (Rost 

et al. 1994) de todas as toxinas peptídicas de aranhas); (iv) similaridade do alvo de 

ligação, quando conhecido (toxinas modificadoras de gating do canal de sódio). As 

estruturas templates selecionadas são aquelas da δ-atracotoxina-Hv1 (Fletcher et al. 

1997), da δ-palutoxina IT2 (Ferrat et al. 2005), da toxina AcTx-Hi:OB4219 (Omecinsky 

et al. 1996) a da µ-agatoxina-1 (Rosengren et al. 2002). As coordenadas dos seus 

átomos são depositados no PDB (Berman et al. 2000) sob os códigos respectivos 

1VTX, 1V91, 1EIT e 1KQH. 

II.1.B. Alinhamento das estruturas templates 

Usando uma rotina adaptada do código do script ‘salign.py’ do Modeller (ver 

apêndice), um alinhamento estrutural dos quatro templates foi efetuado pelo 

Modeller 9v4 (Fiser and Sali 2003). 

II.1.C. Alinhamento das sequências alvo-template baseado no 
alinhamento das estruturas dos templates 

Os alinhamentos de cada sequência alvo com as sequências dos templates foram feitos 

usando a rotina ‘multalign.py’ (ver apêndice) do Modeller, baseado no resultado de 

fitting 3D e do alinhamento das sequências baseado no alinhamento das estruturas 

que foram calculados por ‘salign.py’. 

II.1.D. Modelagem e restrição das pontes dissulfeto 

O padrão de conectividade dos resíduos de cisteína foi deduzido por alinhamento da 

sequência do alvo com as dos templates. O pareamento resultante é o seguinte : Cys3 
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– Cys17, Cys10 – Cys23, Cys14 – Cys46, Cys16 – Cys31, and Cys25 – Cys29 para 

ambas as sequências das toxinas. A rotina model.py do Modeller contém os 

parâmetros de modelagem, os caminhos para os arquivos PDB dos templates e a 

quantia de modelos a serem construidos. O programa também permite obrigar 

virtualmente a formação das pontes dissulfeto durante a modelagem. Assim, as 

posições das cisteínas na sequência alvo foram especificadas nos parâmetros de 

modelagem do arquivo model.py segundo o pareamento previsto das cisteínas (ver 

apêndice). Para cada toxina, 100 modelos estruturais foram calculados. 

II.1.E. Avaliação dos modelos e seleção 

Uma rotina foi implementada para classificar todos os modelos calculados segundo 

seu valor de Modeller Objective Function (MOF) e retornar o melhor deles para cada 

toxina. Em seguida, eles foram avaliados usando WHAT IF Check Report (Vriend 

1990), a análise do plot de Ramachandran por Procheck (Laskowski et al. 1993), o score 

de Verify3D (Eisenberg et al. 1997), e o z-score de ProSA (Wiederstein and Sippl 

2007). O modelo que satisfez o melhor os critérios de multi-avaliação foi selecionado 

para cada toxina. Os potenciais eletrostáticos foram calculados usando GRASP2 

(Petrey and Honig 2003) e as representações das estruturas 3D foram desenhadas 

usando o programa PyMol (DeLano 2002). 

II.1.F. Fluorescência do triptofano e dicroísmo circular 

Registros de fluorescência da PnTx2-6 foram obtidos com um fluorómetro ABL2 

Spectronic (Applied Biosystems, Foster City, CA) em cubetas de quartzo de um 

centímetro de largura. A amostra foi excitada no comprimento de onda de 280 nm e o 

espectro de emissão foi coletado em 300 e 400 nm à temperatura de 20°C. O espectro 

de dicroísmo circular (DC) da PnTx2-6 foi obtido com um espectropolarímetro (Jasco 

J-810) numa cubeta de quartzo de um centímetro de largura com luz UV em 190-260 

nm, 23°C. A toxina foi diluida na água. Os dados foram obtidos cada 0.5 nm de 

intervalo a 50 nm/min. Todos os espectros de DC são médias de 20 varreduras 

espectrais. Em cada condição, a linha de base foi substraída do espectro com a toxina. 
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II.2. Constituição dos grupos estruturais baseados no padrão de 
cisteínas para a modelagem automática das toxinas 

Considerando-se que : (i) a maioria das toxinas peptídicas de aracnídeos são muito 

ricas em resíduos de cisteína; (ii) as posições desses resíduos nessas sequências são 

altamente conservadas dentro dos membros de subfamílias; (iii) a variabilidade 

observada nas sequências reside nas regiões inter-cisteínas; (iv) essas toxinas 

parecem adotar somente poucos folds, fizemos a hipótese geral de que templates 

apropriados para uma determinada sequência de toxina seriam estruturas de toxinas 

que apresentam padrões de distribuição e pareamento dos resíduos de cisteína 

similares àqueles da toxina alvo. Esta hipótese foi testada com as toxinas PnTx2-5 e 

PnTx2-6 e a estratégia de modelagem foi adaptada e estendida a todas as toxinas 

peptídicas de aracnídeos ricas em cisteínas previamente inseridas no banco de dados 

SiliTox. 

II.2.A. Templates disponíveis 

Dentro das 409 toxinas de escorpiões presentes no SiliTox, as estruturas 

determinadas experimentalmente de 72 delas são disponíveis no PDB (57 foram 

determinadas por RMN, 14 por espectrometria de raios X e 1 é um modelo teórico). 

Dentro das 221 sequências de toxinas de aranhas, 39 correspondem a estruturas 

disponíveis no PDB (36 RMN e 3 modelos teóricos). Os modelos teóricos estando 

deixados de lado, um total de 111 estruturas 3D de toxinas de aracnídeos são 

possíveis templates para as outras 519 toxinas presentes no SiliTox. 

II.2.B. Composição dos grupos 

Todos os padrões de cisteína existentes dentro das toxinas do SiliTox foram 

classificados e grupos foram formados segundo a similaridade dos padrões, a 

quantia de resíduos de cisteína e a conectividade em pontes dissulfeto. Os grupos 

estruturais formados podem ou não conter algumas toxinas com estrutura 3D 

conhecida. Escolhemos limitar a cinco a quantia de estruturas templates potenciais. 

Nos grupos grandes que contêm mais de cinco toxinas cujas estruturas 3D são 
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conhecidas, as sequências de todas as toxinas do grupo foram alinhadas pelo 

ClustalW (Thompson et al. 2002) e agrupadas segundo a similaridade das suas 

sequências, usando o algoritmo Neighbor-Joining (Saitou and Nei 1987). Assim, novos 

subgrupos foram formados e inseridos no SiliTox. Num grupo, cada toxina é anotada 

como ‘template’ ou ‘target’ segundo se sua estrutura é disponível no PDB ou não. Uma 

exeção foi feita para as estruturas teóricas do PDB que foram anotadas como ‘model’ e 

não puderam ser usadas como templates para a modelagem. 

II.3. O algoritmo do SiliMod 

A estratégia de modelagem das estruturas 3D usando a seleção de templates baseada 

na similaridade de padrões de cisteínas foi automatizada num novo programa 

chamado SiliMod, dedicado às toxinas peptídicas ricas em cisteínas. SiliMod usa 

rotinas escritas em Perl e Python para rodar o programa de modelagem por 

homologia Modeller na sua versão 9v4, pegando recursivamente as sequências das 

toxinas de uma lista dada como arquivo de entrada (Figura 7).  

II.3.A. Conjunto de alvos 

Todas as sequências de toxinas presentes no SiliTox foram extraidas do banco juntas 

aos seus nomes de accesso do Swiss-Prot (Bairoch et al. 2004) e formatadas num 

arquivo multi-fasta. SiliMod lê o nome e a sequência de cada toxina do arquivo 

multi-fasta de entrada e chama uma rotina chamada ali.pl que foi escrita para 

converter a sequência para o formato PIR e escrevê-la no arquivo proteinname.ali que 

será depois lido pelo programa Modeller. 

II.3.B. Seleção de templates 

Para cada sequência do arquivo multi-fasta, SiliMod conecta-se ao banco SiliTox e 

recupera o grupo estrutural no qual a toxina alvo pertence. Além disso, o padrão de 

pontes dissulfeto e todos os templates disponíveis do grupo são retornados. Se não 

tiver template disponível no grupo estrutural da toxina alvo, o programa retorna uma 

mensagem de aviso e pula para a próxima toxina do arquivo multi-fasta. 



 

 

Figura 7. Esquematização do algorítmo do SiliMod.
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Esquematização do algorítmo do SiliMod.

 

Esquematização do algorítmo do SiliMod. 
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II.3.C. Alinhamento estrutural dos templates (optativo) 

Se tiver mais de um template para uma determinada sequência de toxina alvo, 

SiliMod chama uma rotina chamada salign.pl e manda para ela o nome da proteina 

alvo, o caminho para o arquivo proteinname.ali contendo sua sequência, os códigos 

PDB dos templates estruturais e os parâmetros para o alinhamento estrutural. Todos 

esses dados são formatados e escritos num novo arquivo proteinname_salign.py pela 

rotina salign.pl. Então, SiliMod chama o programa Modeller para rodar o 

alinhamento estrutural usando proteinname_salign.py como arquivo de entrada. Em 

saída do proteinname_salign.py, vários arquivos são criados, dentro de quais 

proteinname_salign.ali que será requerido por proteinname_multalign.py para a próxima 

etapa do procedimendo de modelagem. 

II.3.D. Alinhamento das sequências template(s)-alvo baseado na(s) 
estrutura(s) 

Se mais de uma estrutura template foi detectada para uma toxina alvo, depois do 

SiliMod ter rodado a rotina salign.py, o programa chama a rotina multalign.pl para 

gerar proteinname_multalign.py. Do mesmo jeito que salign.pl faz, multalign.pl e 

singalign.pl requerem o nome da proteína, o(s) código(s) PDB do(s) template(s), o 

caminho do(s) arquivo(s) PDB e o caminho para proteinname_salign.ali ou 

proteinname.ali respectivamente. SiliMod chama então o Modeller para rodar o 

arquivo previamente gerado (proteinname_multalign.py ou proteinname_singalign.py). 

O arquivo de saída será chamado proteinname_multalign.ali ou 

proteinname_singalign.ali, dependente de qual rotina foi usada. 

II.3.E. Obrigação das pontes dissulfeto e construção dos modelos 

Depois, SiliMod conecta-se ao SiliTox para recuperar a quantia de resíduos de 

cisteína e suas conectividades nas pontes dissulfeto da molecula. Em seguida, o 

programa chama a rotina model.py que formatará as pontes a serem forçadas durante 

a modelagem. O nome da proteína, o(s) código(s) PDB do(s) template(s), o(s) 

caminho(s) do(s) arquivo(s) PDB e do arquivo de alinhamento final gerado na etapa 
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precedente (proteinname_multalign.ali ou proteinname_singalign.ali) são também 

escritos no arquivo proteinname_model.py, junto ao número de modelos a serem 

calculados para a sequência da toxina alvo. Finalmente, SiliMod chama Modeller 

mais uma vez para rodar a modelagem da estrutura 3D correspondente à toxina alvo 

usando o arquivo proteinname_model.py que contém os parâmetros e as restrições de 

modelagem.  

II.3.F. Seleção do melhor modelo 

Finalmente, SiliMod abre todos os arquivos PDB dos modelos gerados, lê cada valor 

de MOF e move o arquivo do modelo de mais baixo score para um outro diretório, 

que conterá o melhor modelo 3D para cada toxina para qual um ou mais template(s) 

pôde(/puderam) ser identificado(s), no final do procedimento recursivo. 

II.4. Validação do método 

Para testar o desempenho do SiliMod, modelagens “cegas” foram realizadas com 

sequências de toxinas cujas estruturas já foram determinadas experimentalmente ou 

modeladas por outros autores. Todas essas sequências para quais um ou mais 

template(s) puderam ser detectado(s) no mesmo grupo estrutural no SiliTox foram 

modeladas por SiliMod com a mesma metodologia do que aquela que foi descrita 

acima. Usando o servidor MAMMOTH (Ortiz et al. 2002), o melhor modelo para 

cada toxina foi alinhado com a estrutura original do PDB e dois parâmetros foram 

considerados: (i) o valor de Root Mean Square Deviation (RMSD) corresponde à 

distância em angströms que separa os átomos Cα dos esqueletos das duas estruturas 

protéicas; (ii) o score de probabilidade -ln(P-value) do MAMMOTH representa a 

similaridade estrutural esperada entre o modelo e a estrutura experimental 

comparado ao valor esperado quando tira-se ao acaso qualquer par de estruturas. 

Como cutoffs de referência, os scores de MAMMOTH de 4.5 e 2.99 correspondem à 

níveis de confiança de 99% e 95% respectivamente (Ortiz et al. 2002). 
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III. Ferramentas de análise da superfície antigênica das proteínas: 
PEPOP & SiliPop 

Enquanto a maioria dos métodos existentes para a predição de propriedades 

antigênicas de uma proteína são baseados na sequência, necessita-se métodos usando 

a informação 3D para poder prever epitopos discontínuos para derivar peptídeos 

imunogênicos eficientes. No contexto de um vasto trabalho colaborativo, uma 

ferramenta dedicada à predição de peptídeos antigênicos foi desenvolvida e validada 

experimentalmente. O programa é chamado PEPOP. Neste documento, explicações 

completas serão limitadas ao trabalho que foi realizado no contexto desta tese 

(implementação do algoritmo PEPOP a partir da etapa de notação dos segmentos até 

o fim, assim como a validação bibliográfica). No entanto, alguns outros pontos serão 

detalhados quando necessário para uma boa compreensão do projeto em geral. Para 

qualquer informação complementar (sob a validação experimental por exemplo), ver 

o artigo anexado intitulado PEPOP: Computational design of immunogenic peptides 

(Moreau et al. 2008) que foi recentemente publicado no jornal BMC Bioinformatics. A 

segunda ferramenta chamada SiliPop foi desenvolvida depois do PEPOP e faz o 

objeto de uma segunda publicação (Fleury et al., em preparação). 

III.1. Algoritmo do PEPOP 

III.1.A. Agrupamento (Clustering) dos segmentos acessíveis na 
superfície 

A partir da estrutura 3D da proteína alvo, a região da superfície que fica acessível ao 

solvente é calculada (Figura 8A, etapa 1). A acessibilidade de cada resíduo de 

aminoácido é determinada usando DSSP (Kabsch and Sander 1983) com os 

parâmetros por default. Os aminoácidos contíguos e acessíveis são listados como 

segmentos (um segmento pode ser composto de um único resíduo) (Figura 8A, etapa 

2). A posição espacial de cada segmento é aproximada por um segmento geométrico 

representado por três pontos: os dois primeiros pontos são os Cα dos resíduos das 

extremidades N- e C-terminal do segmento; o terceiro ponto é calculado como o 

ponto médio entre os dois outros. Assim, um segmento é representado pelas 
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coordenadas 3D (x, y e z) dos três pontos característicos. Depois disso, uma matriz de 

distância é calculada dentro da qual a comparação entre dois segmentos produz nove 

valores (3 x 3). A partir dessa matriz, uma matriz de menor distância é derivada, na 

qual a distância entre dois segmentos é representada pelo menor dos nove valores 

previamente calculados. Usando essa matriz, o agrupamento dos segmentos é 

realizado pelo programa Kitsch do pacote PHYLIP v3.6 (Retief 2000) (Figure 8A, step 

3). Nessa altura, um conjunto de segmentos acessíveis à superfície da proteína é 

arrumado em grupos segundo as distâncias espaciais relativas dos segmentos entre 

si. 

III.1.B. Notação dos segmentos 

Segundo diferentes análises de interações Ac/Ag e/ou outras proteína-proteína 

(Bogan and Thorn 1998; Chakrabarti and Janin 2002), cinco parâmetros foram 

escolhidos para a influência que foi mostrado que eles têm no caráter antigênico, e 

até imunogêénico, de uma proteína, ou porque eles são encontrados nas interfaces de 

complexos proteicos. No programa PEPOP, essas cinco características podem ser 

selecionadas individualmente ou combinadas entre si. Portanto, uma nota é atribuida 

aos segmentos de uma dada lista (seja a lista dos segmentos de um grupo, ou todos 

os segmentos existentes, segundo a escolha do usuário) para cada propriedade 

selecionada pelo usuário : (i) comprimento do segmento; (ii) acessibilidade do 

segmento; (iii) hidrofobicidade do segmento; (iv) ocorrência dos resíduos de 

aminoácido especiais que são : triptofano (W), arginina (R), tirosina (Y) e prolina (P); 

(v) presença de resíduos envolvidos em β-turns. O “length score” é o número de 

resíduos de um segmento. O “accessibility score” é a acessibilidade média dos resíduos 

que componham um segmentos (segundo os valores calculados por DSSP). O 

“hydrophobicity score” é o número de resíduos de aminoácidos hidrofóbicos 

(considerámos Tyr, Trp, Phe, Leu, Val, Ile, Cys, Pro, Met) presentes no segmento. O 

número de W, R, Y e P no segmento representem a nota para a propriedade de 

“particular amino acid presence”. Finalemente, o “β-turn score” é dado pelo número de 

resíduos envolvidos numa estrutura de tipo β-turn, segundo o DSSP. 



 

 74 

 

  

Figura 8. (A) Descrição do algorítmo do PEPOP. Etapa 1 : A superfície accessível ao 
solvente é calculada a partir da estrutura 3D de uma proteína. Etapa 2 : Segmentos de 
aminoácidos accessíveis e contíguos são listados, e a matriz das menores distâncias 
Euclidianas entre os segmentos é calculada. Etapa 3 : Os segmentos são agrupados 
em clusters segundo a matriz de distância (os clusters podem ser mostrados na 
estrutura 3D da proteína). Etapa 4 : Peptídeos são desenhados segundo as análises do 
clustering. (B) Interface do PEPOP. Os segmentos e os clusters podem ser mostrados 
numa vista 3D da proteína de uma maneira interativa. (De Moreau et al., 2008) 
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III.1.C. Notação dos clusters 

Cada cluster recebe uma nota para as cinco propriedades descritas acima, segundo os 

scores dos segmentos que o componham. O “length score” de um cluster é dado pelo 

comprimento do maior segmento deste cluster. Num cluster, o número de segmentos 

que fazem parte do primeiro quartil dos segmentos mais acessíveis representem o 

“accessibility score” do cluster. O “hydrophobity score” corresponde ao número de 

resíduos de aminoácidos hidrofóbicos de todos os segmentos contidos no cluster. Do 

mesmo jeito, o “particular amino acid presence score” é dado pelo número de resíduos 

W, R, Y e P dos segmentos pertencendo ao cluster. O “β-turn score” é representado 

pelo número de resíduos de aminoácidos envolvidos numa estrutura β-turn dentro 

de todos os resíduos dos segmentos do cluster. 

III.1.D. Classificação dos segmentos e dos clusters 

Para cada uma das cinco propriedades, os segmentos são classificados segundo os 

scores previamente assinados e as cinco posições obtidas por um mesmo segmento na 

classificação são somadas. Segundo este valor multi-critério final, os segmentos são 

ordenados mais uma vez. O mesmo processo é aplicado para ordenar os clusters. 

III.1.E. Desenho dos peptídeos antigênicos e/ou imunogênicos 

Para desenhar um peptídeo com potencial antigénico e possivelmente imunogénico 

também, um “segmento de referência” (reference segment) é escolhido pelo usuário a 

partir do conjunto de segmentos acessíveis calculados e sua sequência é extendida 

usando um dado “método de extensão” (method of extension) numa “região de 

extensão” (area of extension) especificada. O segmento de referência pode ser 

selecionado manualmente dentro de todos os segmentos, segundo a escolha do 

usuário, se se quer visar uma determinada região da proteína, em cujo caso o 

peptídeo predito resultate deve ser capaz de mimetizar essa região. De outra 

maneira, o algoritmo do PEPOP foi concebido para realizar a seleção automática do 

“melhor segmento” assim chamado, i.e. o segmento classificado como primeiro 
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segundo as critérios selecionados dentro das cinco propriedades fisicoquímicas e 

estruturais dos resíduos compondo os segmentos, e que foram descritas previamente. 

Assim, após ter ordenado os segmentos segundo as características escolhidas, o 

segmento de melhor score é automaticamente selecionado como segmento de 

referência. Num segundo passo, o segmento de referência é elongado num peptídeo 

que atinge um tamanho molecular apropriado. Três métodos de extensão foram 

implementados. O primeiro, chamado “FPS” (Flanking Protein Sequence), consiste em 

extender os dois lados da sequência do segmento de referência com a sequência que 

a flankeia na proteína alvo. Num segundo método, chamado “NN” (Nearest 

Neighbors), o algoritmo procura os segmentos mais próximos do lado C-terminal do 

segmento de referência no espaço, usando a matriz de distância mínima previamente 

calculada. A sequência do segmento mais próximo é adicionada àquela do segmento 

de referência na sua extremidade C-terminal (Figura 9). Se for necessário, a extensão 

continua do mesmo jeito com o último segmento adicionado, até que o comprimento 

total (definido pelo usuário) do peptídeo seja alcançado. O terceiro método, chamado 

“ONN” (Optimized Nearest Neighbor path) consiste em achar o caminho mais curto 

entre os segmentos que constituem o peptídeo. A partir do conjunto de segmentos 

encontrados usando o método NN, todas as combinações de segmentos são 

exploradas para selecionar aquela para qual a distância global entre todos os 

segmentos é a menor possível. O último passo do desenho de peptídeos por PEPOP é 

a escolha da zona de extensão. O método de extensão de peptídeos pode considerar o 

conjunto inteiro de segmentos acessíveis da proteína ou somente um dos 

predeterminados clusters de segmentos acessíveis. O usuário pode selecionar este 

cluster dentro de todos os demais ou escolher a opção de seleção automática, em qual 

caso PEPOP selecionará o “melhor cluster” como descrito previamente para a seleção 

do segmento de referência. De fato, os clusters estão classificados segundo as mesmas 

cinco características que podem ser combinadas juntas: acessibilidade, comprimento, 

hidrofobicidade, número de resíduos W, R, Y, P e número de resíduos em β-turns. O 

cluster que recebe a melhor nota segundo os parâmetros selecionados é aquele que 

servirá de zona de extensão. 

 



 

 

 

 

 

 

Figura 9. Descrição esquemática dos métodos de construção dos peptídeos 
empregados por PEPOP e SiliPop.
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Descrição esquemática dos métodos de construção dos peptídeos 
empregados por PEPOP e SiliPop. 

 

Descrição esquemática dos métodos de construção dos peptídeos 
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III.2. O algoritmo do SiliPop 

SiliPop é uma versão totalmente automatizada do PEPOP que permite ao usuário 

analizar um conjunto de proteínas sob as mesmas condições e todas de uma vez só, 

em vez de ter que submeter cada alvo um por um e fixar os parâmetros cada vez. 

Através de uma interface simples, o programa requer do usuário o caminho do 

diretório contendo todas as estruturas (no formato PDB) a serem analizadas. Do 

mesmo jeito que PEPOP faz, os segmentos acessíveis são gerados, as matrizes de 

distância são calculadas e clusters de segmentos acessíveis espacialmente próximos 

são formados. Por default, SiliPop usa os cinco critérios descritos no PEPOP (ver o 

parágrafo “Notação dos segmentos”) para ordenar os segmentos da proteína. Para 

adaptar o programa às moléculas pequenas (que contêm muitos segmentos com o 

mesmo score final), o segmento mais comprido é selecionado como referência, no 

caso de segmentos classificados como primeiros ex aequo. A seleção de segmentos de 

referência para construir os peptídeos é feita de acordo com o resultado da avaliação 

multi-critérios dentro de dois conjuntos : (1) a lista inteira dos segmentos; (2) a lista 

de segmentos de cada cluster. Depois disso, SiliPop gera três tipos de peptídeos para 

cada alvo proteico : um peptídeo desenhado pelo método FPS usando o melhor 

segmento dentro do conjunto (1); um peptídeo desenhado pelo método ONN com o 

melhor segmento do conjunto (1); e para cada cluster, um peptídeo desenhado pelo 

método ONN a partir do melhor segmento do conjunto (2). A zona de extensão é 

preferencialmente o cluster ao qual o segmento de referência pertence, mas se este 

último estiver sozinho no seu cluster, SiliPop usa o conjunto inteiro de segmentos 

para extender o peptídeo. Se a combinatória for alta demais (oito segmentos ou 

mais), o peptídeo será feito de um segmento só. Por default, o comprimento de 

extensão é fixado a 20 resíduos de aminoácidos. 

III.3. Avaliação do desempenho da ferramenta 

Como existe uma relação documentada entre superfície acessível e antigenicidade 

(Novotny et al. 1986; Thornton et al. 1986), a correspondência entre os clusters de 

superfície identificados por PEPOP em determinadas proteínas e seus epitopos 
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conhecidos foi avaliada. Neste objetivo, 13 complexos Ac/Ag em quais os resíduos 

de aminoácidos contribuindo ao epitopo discontínuo foram identificados, foram 

selecionados na literatura e extraídos do PDB (Berman et al. 2000). Uma análise 

detalhada foi primeiro realizada na lisozima de ovo de galinha (Hen Egg Lysozyme, 

HEL) já que vários epitopos bem definidos foram identificados por cristalografia de 

raios X (resoluções de 1.5 até 3.22 Å). O algoritmo do PEPOP foi rodado na estrutura 

3D do HEL (disponível sob o código 1SFG no PDB). Sete complexos adicionais foram 

também analisados para extender essas observações a um conjunto de 13 epitopos 

cristalográficos. Análises do PEPOP foram efetuadas nas estruturas 3D do Ag 

sozinho, i.e. não complexado com o mAc específico do epitopo estudado, porque este 

é o caso mais frequentemente encontrado. A distribuição dos resíduos formando o 

epitopo dentro dos clusters identificados por PEPOP foi analizada, e o número de 

resíduos do epitopo no maior cluster (i.e. aquele que contem mais resíduos do 

epitopo) foi calculado. 

A validação experimental em animais do potencial antigênico e imunogênico dos 

peptídeos preditos por PEPOP foi também realizada, e o desempenho do PEPOP foi 

comparado ao de outras ferramentas de predição de epitopos. A descrição dos 

métodos pode ser consultada no artigo publicado anexado (Moreau et al. 2008). 

III.4. Análise da superfície antigênica das toxinas 

Num primeiro tempo, os modelos estruturais das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 foram 

submetidas à análise por PEPOP, via website. O segmento de referência foi 

selecionado automaticamente, de acordo com os critérios descritos previamente, 

dentro de todos os segmentos acessíveis calculados. O peptídeo foi extendido usando 

o método ONN com a lista dos segmentos pertencendo ao mesmo cluster que o 

segmento de referência. O comprimento da sequência do peptídeo foi fixada a 20 

resíduos de aminoácidos. 

Num segundo tempo, todas as 461 estruturas 3D de toxinas aracnídicas, provendo ou 

do PDB ou das predições por SiliMod e estocadas no banco SiliTox, foram 

submetidas à análise automática por SiliPop. As predições de peptídeos foram 
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realizadas usando três métodos : (i) o melhor segmento segundo os cinco critérios 

pre-citados usando o método FPS; (ii) o melhor segmento extendido pelo método 

ONN dentro do seu cluster; (iii) o melhor segmento de cada cluster extendido pelo 

método ONN dentro do mesmo cluster. As listas de segmentos, as listas de clusters, as 

matrizes de distâncias, as árvores de agrupamento (clustering) e todas as sequências 

do peptídeos antigénicos preditos resultando foram inseridas no SiliTox na tabelas 

apropriadas. Os parâmetros correspondendo aos métodos de construção dos 

peptídeos mimetizando as superfícies potencialmente antigênicas foram também 

armazenados no banco SiliTox. 

Todos os peptídeos preditos por SiliPop para todas as estruturas 3D do banco SiliTox 

foram comparados em termo de similaridade de sequência (usando BlastP e 

ClustalW). Os alinhamentos múltiplos resultando foram transformados numa matriz 

de distância usando o programa Prodist do pacote PHYLIP (Retief 2000). A matriz de 

distância foi então usada para agrupar os peptídeos das 461 estruturas disponíveis de 

toxinas (estruturas experimentais e teóricas de toxinas de aranhas e escorpiões). 

Depois disso, o grafo de saída foi transformado num dendrograma ou numa árvore 

sem raíz. 

IV. Implementação das ferramentas 

Para permitir um acesso fácil ao banco de dados usando as tecnologia web, a interface 

do SiliTox foi implementada em HTML, PHP (versão 5.2.4-3) e MySQL (mysql-max-

5.0.45). Um conjunto de queries foi implementado para permitir a recuperação dos 

dados segundo vários critérios que serão descritos no capítulo “Resultados”. O banco 

SiliTox está temporariamente localizado no endereço 

http://192.168.8.4/~cfleury/silitox/ durante o seu desenvolvimento. 

Os algoritmos de SiliMod, PEPOP e SiliPop foram implementados em PHP e Perl. 

SiliMod e SiliPop foram desenvolvidos num servidor Linux (Linux Mandriva corporate 

kernel 2.6.22.19 SMP, i686 Intel(R) Quad Celeron(R) CPU 4x2.53GHz, RAM 4Go, 

250Gb HD), com uma arquitetura de programa do tipo LAMP (Linux Apache MySQL 
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Php), rodando PhpMyAdmin versão 2.11.92 e um servidor openssh (4.7 patch1). O 

servidor é hospedado e suportado pelo serviço ARIT (“Administration Réseau 

Informatique et Télécommunication”) do laboratório SysDiag. 

PEPOP roda num servidor Linux (servidor Dell PE2250 virtualizado com a 

distribuição Mandriva 2007 OS) com o servidor web Apache versão 2.0. PEPOP é 

acessível no endereço http://diagtools.sysdiag.cnrs.fr/PEPOP. 

Os segmentos e clusters gerados por PEPOP podem ser visualizados diretamente na 

estrutura 3D do antigeno graças ao uso do plug-in Chime (http://www.mdl.com/). 

SiliTox usa o plug-in Jmol (http://jmol.sourceforge.net/) para mostrar as estruturas 

3D das toxinas. 
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RESULTADOS 

I. Modelagem da estrutura 3D das toxinas 

I.1. PnTx2-5 e PnTx2-6 

Os efeitos de PnTx2-5 e PnTx2-6 podem ser responsáveis dos maiores sintomas do 

envenenamento pela aranha Phoneutria nigriventer, que incluem hiperexcitação, 

salivação, lacrimação e priapismo (Matavel et al. 2009). Ao nível celular, foi mostrado 

que essas toxinas causam efeitos complexos na cinética do canal de sódio, inibindo 

sua inativação e mudando a ativação voltagem-dependente para potenciais mais 

negativos (Araujo et al. 1993; Matavel et al. 2002), efeitos que correspondem às ações 

das toxinas α e β, respetivamente. As duas toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 são similares 

nas suas sequências primárias, já que elas diferem por somente 5 resíduos de 

aminoácidos: Thr/Pro9; Val/Glu12; Asn/Tyr35; Leu/Trp37; Ser/Asn45 (Figura 

10A). Os dados produzidos por nosso grupo mostram que elas têm diferenças 

significativas nas suas interações com o canal: PnTx2-6 tem uma afinidade 6 vezes 

mais alta que a PnTx2-5, seus efeitos não são reversíveis após 10-15 minutos de 

lavagem. PnTx2-6 compete parcialmente (59%) com a α-toxina AaH II de escorpião, 

mas não com a β-toxina CssIV de escorpião, sugerindo um modo de ação similar 

aquele das toxinas de sítio 3. No entanto, PnTx2-6 não é removida por pulsos 

fortemente depolarizantes, ao contrário das toxinas de sítio 3 conhecidas (Matavel et 

al. 2009). 

Investigações das suas estruturas 3D poderiam fornecer idéias sobre seus 

mecanismos de ação, explicar suas diferenças a respeito das suas afinidades pelos 

canais Nav e clarificar porque PnTx2-6 é capaz competir com a α-toxin AaH II. 

I.2. Estruturas teóricas de PnTx2-5 e PnTx2-6 

Segundo os bancos SCOP, CATH e DBAli, todas as toxinas com 8 resíduos cisteína 

apresentam o mesmo fold, incluindo o motivo estrutural chamado “Inhibitory Cystine 

Knot” (ICK) (Craik et al. 2001; Gelly et al. 2004). As estruturas das toxinas δ- 



 

 

 
 
Figura 10. Modelagem molecular de PnTx2
conectividade dos resíduos de cisteínas das toxinas de aranhas ricas em cisteínas. As 
sequências de PnTx2-5 e PnTx2
peptídicas ricas em cisteínas contendo pelo menos 8 resíduos de cisteína e para quais 
as pontes disulfeto tenham
estrutura 3D (κ-atracotoxin
Ar1a (robustoxin), AcTx-Hi:OB4219, δ
ω-agatoxin-4A e ω-agatoxin
CSTX-9). Os resíduos de cisteína que formam pontes disulfet
evidenciadas com a mesma cor. (B) Representação 
tridimensionais teóricos da PnTx2
disulfeto Cys3-Cys17, Cys10
mostradas em amarelo, turquesa, vermelho, verde e azul escuro, respectivamente. As 
extremidades amino- e carboxi
e à direita de cada molécula.

83 

 

 

 

Modelagem molecular de PnTx2-5 e Pn2x2-6. (A) Sequência
resíduos de cisteínas das toxinas de aranhas ricas em cisteínas. As 

5 e PnTx2-6 foram alinhadas com aquelas de todas as toxinas 
peptídicas ricas em cisteínas contendo pelo menos 8 resíduos de cisteína e para quais 

nham sido identificadas experimentalmente, por resolução da 
atracotoxin-Hv1c, δ-atracotoxin-Hv1a (versutoxin), δ

Hi:OB4219, δ-palutoxins IT2, δ-palutoxin IT1, µ
agatoxin-4B) ou por outros métodos químicos (

9). Os resíduos de cisteína que formam pontes disulfet
evidenciadas com a mesma cor. (B) Representação cartoon
tridimensionais teóricos da PnTx2-5 (esquerda) e da PnTx2-6 (direita). As

Cys17, Cys10-Cys23, Cys14-Cys46, Cys16-Cys31 e Cys25
mostradas em amarelo, turquesa, vermelho, verde e azul escuro, respectivamente. As 

e carboxi-terminal são localizadas respectivamente 
ireita de cada molécula. 

 

Sequências e padrões de 
resíduos de cisteínas das toxinas de aranhas ricas em cisteínas. As 

6 foram alinhadas com aquelas de todas as toxinas 
peptídicas ricas em cisteínas contendo pelo menos 8 resíduos de cisteína e para quais 

sido identificadas experimentalmente, por resolução da 
Hv1a (versutoxin), δ-atracotoxin-

palutoxin IT1, µ-agatoxin-1, 
or outros métodos químicos (µ-agatoxin-5 e 

9). Os resíduos de cisteína que formam pontes disulfeto juntas são 
cartoon dos modelos 
6 (direita). As pontes 

Cys31 e Cys25-Cys29 são 
mostradas em amarelo, turquesa, vermelho, verde e azul escuro, respectivamente. As 

terminal são localizadas respectivamente à esquerda 
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atracotoxin-Hv1 (1VTX) (Fletcher et al. 1997), δ-palutoxin IT2 (1V91) (Ferrat et al. 

2005), toxin AcTx-Hi:OB4219 (1EIT) (Omecinsky et al. 1996) e µ-agatoxin-1 (1KQH) 

(Rosengren et al. 2002) foram selecionadas como estruturas template. 

I.2.A. Descrição das estruturas 

A figura 10A mostra o alinhamento das sequências de PnTx2-5 e PnTx2-6 com 

aquelas de 11 toxinas ricas em cisteínas cujas conectividades tenham sido 

determinadas experimentalmente. O alinhamento mostra que podemos deduzir que 

as toxinas da Phoneutria contêm um motivo ICK conservado. Uma quarta ponte 

dissulfeto (azul escuro) foi deduzida por similaridade e induz uma hipotese razoável 

para o quinto pareamento (vermelho). Pareamentos alternativos não mostram 

nenhuma semelhança com as conectividades de cisteínas conhecidas em toxinas. A 

figura 10B mostra uma representação cartoon dos modelos moleculares das PnTx2-5 e 

PnTx2-6, com as pontes dissulfeto ressaltadas. Os modelos predizem que cada uma 

das estruturas de PnTx2-5 e PnTx2-6 contém uma curta folha β formada pelas 3 fitas 

Gln8–Cys10, Gly21–Cys25 e Cys29–Gln33, e uma curta hélice α formada pelos 

resíduos 35 (Asn na Tx2-5, Tyr na Tx2-6) até 39 (Ala nas duas toxinas). 

I.2.B. Avaliação dos modelos 

As estruturas teóricas de PnTx2-5 e PnTx2-6 foram avaliadas por ProSA. Os gráficos 

de energia de PnTx2-5 e PnTx2-6 são similares áqueles das estruturas conhecidas 

(Figura 11). Os scores de avaliação de PnTx2-5 e PnTx2-6 por Verify3D são 

classificados como “relativamente bons” e são similares áqueles das toxinas usadas 

como templates (não mostrado). Apesar do fato que algumas características 

estruturais incomuns podem ser encontradas nas estruturas templates e modelos, as 

análises por WHAT IF informam que os modelos não apresentam erros e têm as 

propriedades de estruturas corretas (não mostrado). A avaliação da qualidade 

geométrica das estruturas por Procheck é mostrada na Tabela 3. Os resultados da 

análise segundo Ramachandran mostram que nenhum resíduo de aminoácido foi 

encontrado numa região não autorizada, e que a maioria dos resíduos não-terminais 



 

 

Figura 11. Resultados da avaliação das estruturas teóricas de PnTx2
PnTx2-6 (direita) por ProSA
àquela de estruturas expermentais resolvidas por RMN.
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Resultados da avaliação das estruturas teóricas de PnTx2
6 (direita) por ProSA-web. A qualidade dos dois modelos é comparável  

àquela de estruturas expermentais resolvidas por RMN. 

 

Resultados da avaliação das estruturas teóricas de PnTx2-5 (esquerda) e 
web. A qualidade dos dois modelos é comparável  
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Tabela 3. Resultados estatísticos da avaliação pelo diagrama de Ramachandran das 
estruturas dos templates e dos modelos. A tabela mostra para cada estrutura o 
número e a percentagem de resíduos de aminoácidos em cada região diedrica do 
diagrama de Ramachandran (excluindo glicina, prolina e os resíduos terminais). Os 
dados foram obtidos usando o programa Procheck. 

Structures 

 

1VTX 

Residues 
(%) 

1V91 

Residues 
(%) 

1EIT 

Residues 
(%) 

1KQH 

Residues 
(%) 

PnTx2-5 

Residues 
(%) 

PnTx2-6 

Residues 
(%) 

Most favored 
regions 

24 

(64.9) 

15 

(51.7) 

18 

(62.1) 

24 

(80.0) 

30 

(74.4) 

32 

(84.2) 

Additional allowed 
regions 

9 

(24.3) 

13 

(44.8) 

10 

(34.5) 

6 

(20.0) 

7 

(20.5) 

4 

(10.5) 

Generously 
allowed regions 

3 

(8.1) 

0 

(0.0) 

1 

(3.4) 

0 

(0.0) 

2 

(5.1) 

2 

(5.3) 

Disallowed regions 
1 

(2.7) 

1 

(3.4) 

0 

(0.0) 

0 

(0.0) 

0 

(0.0) 

0 

(0.0) 

Non-Gly non-Pro 
non-terminal 

residues 

37 

(100.0) 

29 

(100.0) 

29 

(100.0) 

30 

(100.0) 

39 

(100.0) 

38 

(100.0) 
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não-Gly e não-Pro (74%) ocupa a região mais favorável (Tabela 3). Notamos que a 

qualidade geométrica das estruturas modelos é até melhor que a maioria das 

estruturas templates, exceto 1KQH. Os programas de predição de estruturas 

secundárias produzem resultados compatíveis com os dois modelos. Esses resultados 

sugerem que os modelos teóricos propostos podem ser considerados como umas das 

estruturas prováveis das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 em solução. Em contraste com as 

α-toxinas de escorpiões, nossos modelos predizem um conteúdo muito baixo em α-

hélices. Essa predição está em acordo com as análises de DC da PnTx2-6, como 

mostra a figura 12A. O espectro observado suporta o modelo proposto. De fato, a 

proporção de α-hélices estimada pela fórmula usando a elipticidade à 222 nm (Chen 

et al. 1972) é 7.7% (correspondendo a 3.7 resíduos de aminoácidos), e corresponde 

bem ao modelo proposto. Para comparar, mostramos também o espectro DC 

experimental de uma toxina de estrutura similar, que foi determinada 

experimentalmente (ω-atracotoxin Hv1a PDB code 1AXH) (Tedford et al. 2004). Além 

disso, nossos modelos predizem que os resíduos de triptofano são expostos na 

superfície das toxinas. Isso é confirmado pelo experimento de fluorescência mostrado 

na figura 12B. Além de serem coerentes, esses modelos predizem características que 

podem ser verificadas experimentalmente, como discutido. 

I.3. Grupos estruturais 

A análise das 630 sequências de toxinas de aracnídeos presentes em SiliTox permitiu 

identificar 279 motivos de cisteínas diferentes. Segundo as suas similaridades e as 

conectividades de cisteínas correspondentes nas sequências, esses 279 motivos foram 

divididos em 30 grupos. Dentro desses grupos, 20 contêm toxinas com uma estrutura 

3D conhecida no PDB e também toxinas cujas estruturas 3D não são conhecidas. As 

toxinas que pertencem a esses grupos foram listadas e alinhadas, e a Figura 13 

mostra os grupos ‘Kozclass1403’, ‘Kozclass1502’, ‘8C_ICK2.10.2’, ‘6C_N3.x.x.5.4’ 

como  exemplos (para mais claridade, os outros grupos foram anexados no final 

desse documento). Os grupos são chamados segundo seu conteúdo : ‘Kozclass1.1.0.2’ 

significa que o grupo contém toxinas já classificadas por Kozlov e Grishin, no qual 



 

 

 

Figura 12. Testes experimentais do modelo de PnTx2
dicroismo circular da PnTx2
atracotoxin Hv1a (traço discontínuo). Em 
de acordo com os resíduos de triptofano sendo expostos ao médio hidrofílico.
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Testes experimentais do modelo de PnTx2-6 proposto. (A)
dicroismo circular da PnTx2-6 (traço contínuo) é comparado ao espectro da 
atracotoxin Hv1a (traço discontínuo). Em (B), o espectro de fluorescência a 346 nm, 
de acordo com os resíduos de triptofano sendo expostos ao médio hidrofílico.

(A) O espectro de 
6 (traço contínuo) é comparado ao espectro da ω-

espectro de fluorescência a 346 nm, 
de acordo com os resíduos de triptofano sendo expostos ao médio hidrofílico. 



 

 

 

Figura 13. Alinhamento múltiplo das 
estruturais “Kozclass1403”, “Ko
baseados nas similaridades dos padrões de conectividade das cisteínas. Dentro de 
uma determinada sequência
formam juntos uma ponte disulfet
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Alinhamento múltiplo das sequências das toxinas pertencendo aos grupos 
estruturais “Kozclass1403”, “Kozclass1502”, “8C_ICK2.10.2”, “6C_N3.x.x.5.4” 
baseados nas similaridades dos padrões de conectividade das cisteínas. Dentro de 

sequência, os resíduos de cisteína evidenciados na mesma cor 
uma ponte disulfeto. 

 

s das toxinas pertencendo aos grupos 
zclass1502”, “8C_ICK2.10.2”, “6C_N3.x.x.5.4” 

baseados nas similaridades dos padrões de conectividade das cisteínas. Dentro de 
, os resíduos de cisteína evidenciados na mesma cor 
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caso, a nomenclatura foi respeitada (Kozlov and Grishin 2005);  ‘6C_Nx.3.x.4.1’  

significa toxinas contendo 6 resíduos de cisteína, nenhum motivo ICK e uma 

distribuição das cisteínas que segue o motivo PROSITE ‘C-N(x)-C-N(3)-C-N(x)-C-

N(4)-C-N(1)-C’; ‘8C_ICK2.10.2’ é o grupo composto pelas toxinas contendo 8 

resíduos de cisteína, envolvendo um motivo ICK nas suas conectividades. No caso 

dos grupos Kozclass1.1.0.2, 6C_Nx.3.x.4.1 e 8C_N3.5.3, mais de 5 estruturas templates 

eram disponíveis para a modelagem das outras toxinas pertencendo aos grupos. 

Então, esses grupos foram subdivididos segundo a similaridade das sequências, 

usando o programa ClustalW de alinhamento para produzir árvores segundo o 

método Neighbor-Joining e formar grupos menores como mostrado na Figura 14 

com o exemplo do grupo 6C_Nx.3.x.4.1. Isso significa que a classificação final das 

toxinas pertencendo a tais grupos estruturais subdivididos ocorre em vários níveis. 

SiliMod foi concebido para selecionar templates disponíveis no nível mais baixo 

primeiro (i.e., dentro do menor subgrupo), e se nenhuma estrutura conhecida 

pertence ao subgrupo, o algoritmo SiliMod repete a seleção de templates no próximo 

nível, e assim por diante até que ele encontra templates disponíveis. Assim, as toxinas 

são modeladas usando como templates toxinas relacionadas em termo de sequência se 

tais toxinas são disponíveis, e templates mais distantemente relacionadas no caso 

contrário. 

Os 20 grupos resultantes e seus possíveis subgrupos foram usados como ponto inicial 

da seleção de estruturas templates para a modelagem comparativa por SiliMod. 

I.4. Resultados SiliMod 

I.4.A. Modelos tridimensionais 

O programa SiliMod gerou modelos 3D para 350 toxinas de escorpiões e aranhas. 

Junto às 111 estruturas que já tinham sido determinadas experimentalmente, um 

total de 461 estruturas tridimensionais de toxinas de aracnídeos são agora 

disponíveis e estocadas no banco de dados SiliTox. 



 

 

Figura 14. Árvore de Neighbor
membros do grupo de motivo cisteína 6C_Nx.3.x.4.1, calculado por ClustalW. O 
cumprimento dos ramos é relacionado com a distância entre as folhas. O sub
clustering foi feito para dividir o grupo em sub
de 5 estruturas templates. Em frente ao nome de cada toxina, “
e “spi” significa “spider”, e o código PDB é dado quando disponível. Do mesmo jeito, 
“na”, “k”, “ca”, e “cl” significam “sódio”, “potassio”, “cálcio” e “cloreto” 
respectivamente, e indicam os canais iônicos conhecidos por serem alvos da toxina.
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Árvore de Neighbor-Joining das sequências de toxinas aracnídicas 
membros do grupo de motivo cisteína 6C_Nx.3.x.4.1, calculado por ClustalW. O 
cumprimento dos ramos é relacionado com a distância entre as folhas. O sub

para dividir o grupo em sub-grupos que contêm cada um menos 
. Em frente ao nome de cada toxina, “sco” significa “

”, e o código PDB é dado quando disponível. Do mesmo jeito, 
” significam “sódio”, “potassio”, “cálcio” e “cloreto” 

respectivamente, e indicam os canais iônicos conhecidos por serem alvos da toxina.

s de toxinas aracnídicas 
membros do grupo de motivo cisteína 6C_Nx.3.x.4.1, calculado por ClustalW. O 
cumprimento dos ramos é relacionado com a distância entre as folhas. O sub-

grupos que contêm cada um menos 
” significa “scorpion” 

”, e o código PDB é dado quando disponível. Do mesmo jeito, 
” significam “sódio”, “potassio”, “cálcio” e “cloreto” 

respectivamente, e indicam os canais iônicos conhecidos por serem alvos da toxina.
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Tabela 4. Resultados da comparação entre os modelos teóricos produzidos pelo 
SiliMod e as estruturas experimentais (ou teóricas*) correspondentes no PDB. O 
alinhamento estrutural foi obtido pelo programa MAMMOTH. 

model PDB RMSD (Å) -ln(P-value) model PDB RMSD (Å) -ln(P-value) 

IPTXA_PANIM 1IE6 3,74 4,41 SCX3_CENSC 2SN3 0,46 9,91 
JZT11_CHIJI 2A2V 1,35 4,84 SCX3_LEIQU 1LQQ 1,59 9,77 
JZTX3_CHIJI 2I1T 3,24 4,48 SCX4_MESMA 1SN4 0,7 9,77 
JZTX7_CHIJI 1ZJQ 2,26 4,84 SCX5_BUTEU 1SIS 1,69 4,78 
KA101_CENNO 1PJV 1,53 4,47 SCX7_MESMA 1KV0 1,75 10,06 
KA156_TITDI 2AXK 1,45 5,39 SCX8_MESMA 1SNB 0,95 9,77 
KA162_MESMA 1M2S 1,51 5,21 SCXA_LEIQH 2ASC 2,25 9,65 
KA181_TITCA 2JP6 2,86 5,03 SCXC_SCOMA 1C6W 3,65 4,41 
KA191_MESMA 1Q2K 1,52 4,28 SCXI_CENSC 2B3C 1,47 9,77 
KAX11_LEIQH 2CRD 1,39 5,21 SCXL_LEIQU 1CHL 1,75 4,97 
KAX12_LEIQH 1LIR 1,57 5,21 SIX1_MESMA 1WWN 1,87 10,50 
KAX15_MESMA 1BIG 1,55 5,21 SIX2_LEIQH 2I61 2,65 9,32 
KAX16_MESMA 2BMT 1,24 5,21 SIXP_MESMA 1T0Z 1,87 10,33 
KAX21_CENNO 1SXM 1,01 5,75 TOG4A_AGEAP 1IVA 2,27 5,27 
KAX22_CENMA 1MTX 1,45 5,75 TOG4B_AGEAP 1AGG 2,31 5,27 
KAX25_CENLM 1HLY 1,62 5,75 TOT1A_HADVE 1AXH 3,79 0,64 
KAX31_ANDMA 2KTX 1,51 5,57 TOT1F_HADVE 1ZJV 0,59* 5,39 
KAX32_LEIQH 1AGT 1,61 5,57 TOT2A_HADVE 1G9P 2,6 3,82 
KAX36_MESMA 1BKT 1,83 5,39 TX1_SCOGR 1LA4 1,33 4,84 
KAX37_ORTSC 1SCO 1,57 5,57 TXAG_AGEOP 2E2S 3,31 5,03 
KAX41_TITSE 1HP2 1,4 5,39 TXDP1_PARLU 1V90 3,23 5,15 
KAX42_TITSE 1TSK 1,45 5,03 TXDP2_PARLU 1V91 2,43 4,42 
KAX51_LEIQH 1SCY 1,35 4,28 TXDT1_ATRRO 1QDP 2,43 6,27 
KAX52_ANDMA 1PNH 1,5 4,28 TXDT1_HADVE 1VTX 2,53 6,27 
KAX54_MESTA 2CF1* 1,34 4,28 TXFK1_PSACA 1X5V 3,29 1,96 
KAX71_PANIM 2PTA 1,02 4,54 TXH1_ORNHU 1QK6 1,23 4,66 
KAX72_PANIM 1C49 1,14 5,03 TXH10_ORNHU 1Y29 2,78 3,70 
KAX81_ANDMA 1ACW 3,3 3,89 TXH4_ORNHU 1MB6 1,16 5,03 
KAX82_MESMA 1WM7 3,18 3,63 TXHA1_SELHA 1NIX 1,11 4,66 
KAX91_MESMA 1DU9 2,59 3,43 TXHA3_SELHA 2JTB 0,97 4,66 
KAX92_MESMA 1WM8 2,51 3,43 TXHA4_SELHA 1NIY 1,12 5,03 
KGX21_BUTEU 1J5J 1,48 5,21 TXHA5_SELHA 1ZJU 0,78* 5,03 
KURT_PARTR 1T1T 3,16 9,62 TXHN1_GRARO 1D1H 1,5 5,03 
MTX2_GRARO 1LUP 2,46 4,28 TXHP2_HETVE 1EMX 2,79 4,09 
MTX4_GRARO 1TYK 2,45 4,84 TXMG1_AGEAP 1EIT 2,48 5,21 
SC12_MESMA 1OMY 0,81 9,77 TXMG4_AGEAP 1EIU* 2,21 5,39 
SCL3_LEIQH 1FH3 2,62 8,99 TXMG5_MACGS 2GX1 2,58 3,63 
SCM2_MESMA 1CHZ 0,35 9,77 TXMO_HADIN 1KQH 2,91 5,57 
SCX1_CENSC 1VNB 1,41 9,91 TXP1_PARSR 1V7F 2,01 3,89 
SCX1_MESMA 1DJT 0,3 9,77 TXP1_PSACA 1LMM 3,17 5,93 
SCX1_MESTA 2A7T 0,8 9,77 TXP7_APTSC 1WQB 3,5 3,97 
SCX2_CENNO 1CN2 1,86 10,06 VSTX1_GRARO 1S6X 2,08 4,84 
SCX2_CENSC 1JZA 0,57 10,06 WGRTX_GRARO 1KOZ 2,48 5,21 
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I.4.B. Validação do método 

Dentro das 111 estruturas 3D de toxinas aracnídicas extraídas do PDB (107 

experimentais e 4 teóricas), 86 têm sido classificadas num grupo estrutural baseado 

no motivo de cisteínas que inclui mais de uma estrutura template. Assim, as 

sequências correspondentes a essas 86 toxinas puderam ser modeladas por SiliMod 

com um bom grau de confiança. As estruturas teóricas resultantes puderam ser 

alinhadas com as estruturas experimentais (ou modelos do PDB). Os resultados dos 

alinhamentos estruturais modelo versus experimento pelo programa MAMMOTH 

são mostrados na Tabela 4. Os resultados mostram que 100%, 73% e 37% dos pares 

de estruturas apresentam um valor de RMSD inferior a 4Å, 2.5 Å e 1.5 Å, 

respectivamente. Do mesmo jeito, o –ln(P-value) para 74% e 98% do conjunto de pares 

de estruturas alinhadas obtém scores superiores a 4.5 e 2.99 respectivamente. 

II. Análise da superfície antigênica das toxinas : PEPOP & SiliPop 

II.1. PEPOP 

II.1.A. Saída do programa PEPOP 

Uma vez que a estrutura 3D de uma proteína foi submetida através da interface 

(Figura 15), a análise é dividida e apresentada em 6 etapas : (i) cálculo da 

acessibilidade dos resíduos da proteína ao solvente (Figura 16A); (ii) determinação 

dos segmentos sequênciais de resíduos acessíveis e das suas respectivas coordenadas 

(como descrito no capítulo “Material & Método”) (Figura 16B); (iii) cálculo das 

distâncias espaciais entre os segmentos e determinação das menores distâncias 

(Figura 16C); (iv) agrupamento dos segmentos segundo as distâncias mínimas 

(Figura 16D); (v) visualização 3D dos segmentos na superfície da proteína (usando o 

applet Chime) (Figuras 16E e 16F); (iv) desenho de peptídeos (Figuras 16F e 17). Ao 

clicar no link “peptide design”, o usuário acessa uma nova página na qual ele pode 

selecionar os parâmetros de desenho do peptídeo da sua escolha. A Figura 17 mostra 

as diferentes etapas do desenho. No primeiro passo, o usuário seleciona o segmento 



 

 

Figura 15. Página principal do PEPOP. O usuário pode submeter seja um código PDB ou uma estr
analizada por PEPOP. O programa está disponível ao endereço : http://diagtools.sysdiag.cnrs.fr/PEPOP/.
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Página principal do PEPOP. O usuário pode submeter seja um código PDB ou uma estr
analizada por PEPOP. O programa está disponível ao endereço : http://diagtools.sysdiag.cnrs.fr/PEPOP/.

 

Página principal do PEPOP. O usuário pode submeter seja um código PDB ou uma estrutura protéica original a ser 
analizada por PEPOP. O programa está disponível ao endereço : http://diagtools.sysdiag.cnrs.fr/PEPOP/. 



 

 

Figura 16. Saída da análise da toxina de aranha PnTx2
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Saída da análise da toxina de aranha PnTx2-6 por PEPOP.

 



 

 

Figura 17. Desenho de peptídeo antigênico por PEPOP. Em 
automático permite selecionar o segmento segundo diversos critérios (veja o texto para os detalhes), dentro do conjunto total de 
segmentos ou dentro de um cluster, que também pode ser classificado segundo os mesmos critérios, ou pode ser selecionado 
arbitrariamente pelo usuário. Em (B), o método de extensão do segmento tem que ser selecionado (método “FPS”, “NN” ou 
“ONN”, veja o texto). Em (C), a região de extensão pode ser o 
segmentos, e o cumprimento final do peptídeo tem que ser especificado. Enfim, o peptídeo predito é retornado com as suas 
características principais, em (D).  
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Desenho de peptídeo antigênico por PEPOP. Em (A), ao usuário é pedido escolher o segmento de referência. O 
selecionar o segmento segundo diversos critérios (veja o texto para os detalhes), dentro do conjunto total de 

, que também pode ser classificado segundo os mesmos critérios, ou pode ser selecionado 
, o método de extensão do segmento tem que ser selecionado (método “FPS”, “NN” ou 

, a região de extensão pode ser o cluster que contem o segmento de referência ou o conjunto inteiro de 
segmentos, e o cumprimento final do peptídeo tem que ser especificado. Enfim, o peptídeo predito é retornado com as suas 

 

o usuário é pedido escolher o segmento de referência. O modo 
selecionar o segmento segundo diversos critérios (veja o texto para os detalhes), dentro do conjunto total de 

, que também pode ser classificado segundo os mesmos critérios, ou pode ser selecionado 
, o método de extensão do segmento tem que ser selecionado (método “FPS”, “NN” ou 

que contem o segmento de referência ou o conjunto inteiro de 
segmentos, e o cumprimento final do peptídeo tem que ser especificado. Enfim, o peptídeo predito é retornado com as suas 
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de referência (Figura 17A). A seleção pode ser automática, no qual caso o usuário 

decide quais propriedades têm de ser consideradas pelo programa para classificar e 

selecionar o melhor segmento, e quais grupos de segmentos têm de ser classificados. 

A seleção do segmento de referência pode também ser feita manualmente (Figura 

17A). Num segundo passo, o usuário tem que selecionar o método de extensão a ser 

usado sobre o segmento de referência (Figura 17B). Pode-se escolher entre os 

métodos FPS, NN e ONN, clicando no botão correspondente. O último passo é a 

seleção da área de extensão, que pode ser o conjunto de todos os segmentos, ou o 

grupo contendo o segmento de referência (Figura 17C). No caso do métodp FPS, a 

área de extensão é a sequência que flanqueia o segmento de referência. O 

comprimento da sequência do peptídeo final tém também que ser especificado. Em 

função das restrições impostas, PEPOP vai retornar um peptídeo que satisfaz o mais 

possível as características selecionadas e um curto resumo do procedimento de 

desenho do peptídeo será apresentado (Figura 17D). 

II.1.B Desempenho do PEPOP sobre epitopos conhecidos 

Para avaliar o desempenho do PEPOP, primeiramente, a estrutura 3D da lisozima 

HEL foi submetida ao programa, e os resultados foram comparados às informações 

disponíveis na literatura com respeito aos diferentes epitopos que foram 

identificados na sua superfície até hoje. Numa segunda etapa, as estruturas 3D dos 

antígenos pertencendo a 13 complexos Ac/Ag (descritos no capítulo “Material & 

Método) foram submetidas individualmente à análise por PEPOP. 

A análise por PEPOP da superfície acessível do HEL levou à identificação de 23 

segmentos de resíduos acessíveis e os segmentos foram automaticamente divididos 

em 4 grupos spaciais (Tabela 5). Ao comparar com a literatura, o grupo 1 revelou 

conter resíduos do antígeno que pertencem a três epitopos (reconhecidos pelos 

anticorpos D11.15, HyHEL-10, e HyHEL-63). O grupo 2 contém o epitopo inteiro 

reconhecido pelo anticorpo D1.3 e 9 dos 10 resíduos do epitopo reconhecido por 

D11.15. Ele inclui também alguns dos resíduos dos epitopos reconhecidos por 

HyHEL-10 e HyHEL-63. O grupo 3 contem o epitopo inteiro do D44.1 e o epitopo do 
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Tabela 5. Distribuição dos resíduos do epitopo HEL nos clusters identificados por PEPOP. A proporção entre o número de aminoácidos do 
epitopo incluidos no cluster em relação ao número total de aminoácidos do epitopo está indicada. As posições dos aminoácidos do epitopo 
incluidos no cluster estão indicadas entre parênteses. As proporções para o maior cluster estão em tipo negrito. 

PEPOP cluster PEPOP segment 
Position in PDB file 
(1SFG chain A) 

Monoclonal antibody and corresponding publication 

   D1.3 [54] D11.15 [55] D44.1[56] HyHEL-5 [57] 
HyHEL-10 

[58] 
HyHEL-63 

[59] 

Cluster1 Segment17 93–94  1/10 (103)   
7/16 (93, 96, 
97, 100, 101, 

102, 103) 

7/23 (93, 96, 
97, 100, 101, 

102, 103) 
 Segment18 96–97       
 Segment19 100–103       

Cluster2 Segment2 10–16 

10/10 (13, 14, 
19, 21, 22, 24, 
117, 119, 121, 

125) 

9/10 (21, 23, 
106, 112, 113, 
116, 117, 118, 

119) 

  
5/16 (15, 16, 
19, 20, 21) 

8/23 (13, 14, 
15, 16, 18, 19, 

20, 21) 

 Segment20 106–109       
 Segment21 111–114       
 Segment22 116–119       
 Segment23 121–129       
 Segment3 18–24       
 Segment4 27–28       

Cluster3 Segment10 56–57   

11/11 (41, 45, 
46, 47, 49, 53, 
67, 68, 70, 81, 

84) 

13/14 (41, 43, 
44, 45, 46, 47, 
63, 73, 75, 48, 
49, 89 53, 67, 

68, 70, 84) 

4/16 (63, 73, 
75, 89) 

6/23 (62, 63, 
73, 75, 77, 89) 

 Segment11 59       
 Segment12 61–63       
 Segment13 65–68       
 Segment14 70–79       
 Segment15 81–82       
 Segment16 84–90       
 Segment8 41–49       
 Segment9 53       

Cluster4 Segment1 1–8       
 Segment5 33–35       
 Segment6 37       
 Segment7 39       

inaccessible amino acid residues    1/14 (69)  2/23 (98, 99) 
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Tabela 6. Avaliação do desempenho do PEPOP sobre 13 complexos Ac/Ag determinados 
experimentalmente. (Veja o texto para as referências.) 

 

Ab – Ag complex and 
corresponding bibliographic 

reference 

PDB 
code and 
chain 

Number of 
epitope-forming 

residues 

PEPOP prediction 

Number of clusters 
containing epitopic 
residues/total cluster 

number 

Number of predicted 
antigenic residues 
among epitope 
residues 

D1.3 – hen egg lysozyme 1SFG_A 10 1/4 10 
D44.1 – hen egg lysozyme 1T6V_M 11 1/5 11 
HyHEL-5 – hen egg lysozyme 1VDP_B 14 1/5 13 
Jel42 – HPr 1POH 16 1/4 13 
D11.15 – hen egg lysozyme 1HEL 10 2/5 8 
5G9 – tissue factor 1WV7_T 18 1/3 14 
BH151 – hemagglutinin 5HMG_C 19 3/7 12 
Bo2C11 – FVIII C2 domain 1D7P_M 15 3/5 8 
NC41 – neuraminidase 1NMC_N 22 3/4 11 
F9.13.7 – guinea fowl lysozyme 1HHL 10 3/5 5 
HyHEL-10 – hen egg lysozyme 1UC0_A 16 3/5 8 
HyHEL-63 – hen egg lysozyme 1VFB_C 23 3/4 9 
N10 – staphylococcal nuclease 1EYO_A 18 1/2 6 
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HyHEL-5 quase inteiro (13 resíduos em 14). Ele contém também parte dos epitopos 

do HyHEL-10 e HyHEL-63. Com respeito ao grupo 4, ele não corresponde a nenhum 

epitopo já descrito. Os resultados apresentados na Tabela 6 mostram que os resíduos 

de aminoácidos identificados experimentalmente para cada epitopo respectivo 

pertencem a um só grupo no caso de D1.3, D44.1, e HyHEL-5 no HEL e 5G9 no fator 

de tecido. Eles pertencem a dois grupos no caso de D11.15 no HEL e Je142 na 

proteína HPr, e são divididos em 3 grupos no caso dos complexos BH151 – 

hemagglutinin, Bo2C11 – domínio C2 do FVIII, NC41 – neuraminidase, F9.13.7 – 

guinea fowl lysozyme (GEL), HyHEL-10 – HEL, HyHEL-63 – HEL, e N10 – 

staphylococcal nuclease (SN). 

Uma validação experimental da abilidade do PEPOP em predizer peptídeos 

imunogênicos em modelos animais e uma comparação do desempenho do PEPOP 

comparado com outras ferramentas existentes foram realizadas no laboratório 

SysDiag, e os resultados são descritos no artigo publicado sobre PEPOP (Moreau et 

al. 2008). 

II.2. Predição de peptídeos antigênicos nas toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 

Os resultados da análise por PEPOP das estruturas teóricas previamente calculadas 

para PnTx2-5 e PnTx2-6 são apresentados na Figura 18. Para cada toxina, a lista dos 

segmentos acessíveis é fornecida (Figura 18A). Os segmentos expostos que compõem 

o peptídeo antigênico predito são evidenciados em ambas estruturas das toxinas 

(Figura 18B), e o segmento de referência é mostrado sozinho na Figura 18C. Emfim, a 

sequência de cada peptídeo antigênico predito é indicada na Figura 18D, junto às 

suas características principais. E bom notar que os peptídeos preditos para as duas 

toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 correspondem à mesma região das suas sequências 

respectivas, ou seja a extremidade C-terminal, que é também a região que envolve as 

diferencias mais significativas nas suas sequências de aminoácidos (Gln vs. Tyr35, Ile 

vs. Trp37, Ser vs. Asn45 para PnTx2-5 e PnTx2-6 respectivamente), evidenciadas por 

um traço vermelho na Figura 18D. 



 

 

Figura 18. Resultado da análise por PEPOP das estruturas modeladas de PnTx2
mostrada em (A). Os segmentos compondo o peptídeo final predito são mostrados em vermelho na estrutura inteira de PnTx2
(B). O segmento de referência é evidenciado sozinho em 
mostrada em (D), junta à lista dos segmentos que o comp
mesmas características são mostradas no lado direito da figura.
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Resultado da análise por PEPOP das estruturas modeladas de PnTx2-5 e PnTx2-6. A lista dos segmentos expostos é 
compondo o peptídeo final predito são mostrados em vermelho na estrutura inteira de PnTx2

. O segmento de referência é evidenciado sozinho em (C). A sequência do peptídeo potencialmente antig
tos que o compõem e ao cumprimento do peptídeo construido. Em relação a PnTx2

mesmas características são mostradas no lado direito da figura. 

 

6. A lista dos segmentos expostos é 
compondo o peptídeo final predito são mostrados em vermelho na estrutura inteira de PnTx2-5 

do peptídeo potencialmente antigênico resultante é 
m e ao cumprimento do peptídeo construido. Em relação a PnTx2-6, as 
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II.3. SiliPop 

Para cada uma das 461 estruturas 3D de toxinas aracnídicas estocadas no SiliTox, 

SiliPop predisse entre 3 e 9 peptídeos antigénicos, lidando a um total de 2863 

peptídeos mimetizando regiões de potencial interação proteína-proteína nas toxinas 

aracnídicas, cobrindo suas superfícies inteiras. As sequências dos peptídeos, os 

segmentos, as matrizes e os grupos resultando da análise automática por SiliPop são 

disponíveis no SiliTox e chamados segundo os métodos usados para construir cada 

peptídeo predito. 

III. Banco de dados de toxinas : SiliTox 

O banco de dados SiliTox contém todas as toxinas peptídicas ricas em resíduos de 

cisteínas que provêm de venenos de aranhas e escorpiões e foram identificadas e 

indexadas em Swiss-Prot até hoje. Os dados estruturais e funcionais disponíveis para 

essas toxinas foram classificados e organizados no SiliTox segundo a pertinência que 

eles apresentam em relação às investigações futuras sobre suas relações estrutura-

função-antigenicidade. Novas informações que foram geradas pela modelagem 3D 

(SiliMod) e as análises sistemáticas das superfícies antigénicas das toxinas (SiliPop) 

foram inseridas no SiliTox de uma maneira que permete que elas sejam facilmente 

recuperadas através da interface do SiliTox. Essa última foi concebida para facilitar a 

pesquisa do usuário no banco de dados através de queries pré-programadas. 

III.1. Estocagem dos dados 

Para ilustrar como os dados são estocados nas 47 tabelas do SiliTox, as Figuras 19 e 

20 mostram a organização das tabelas BioMolecule, Model, Peptide e SegInPep. 

III.2. Recuperação dos dados 

A Figura 21A mostra a página principal de pesquisa do SiliTox, na qual a expressão 

“phoneu” é sugerida como palavra-cháve a ser procurada nas categorias “molecule 

name”, “species”, “Swiss-Prot access number” e “PDB code” dentro dos dados do 



 

 

 

Figura 19. Organização dos dado
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Organização dos dados na tabela BioMolecule do banco de dados SiliTox.

 

do banco de dados SiliTox. 



 

 

Figura 20. Organização dos dados nas tabelas 
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Organização dos dados nas tabelas (A) Model, (B) Peptide, e (C) SegInPep do banco SiliTox.

 

do banco SiliTox. 



 

 

Figura 21. Páginas de pesquisa do banco SiliTo
“key-word” e é procurada nas categorias ticadas (note que as três opções escritas em cinza estarão funcionais em breve), e então o 
botão “Find in SiliTox” é acionado. (B) Consequ
selecionada. 
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Páginas de pesquisa do banco SiliTox e de resultado de uma procura. (A) A expressão “phoneu
” e é procurada nas categorias ticadas (note que as três opções escritas em cinza estarão funcionais em breve), e então o 

Consequentemente, a página de resultados é retornada. A neurotoxina PnTx2

 

phoneu” é inserida no campo 
” e é procurada nas categorias ticadas (note que as três opções escritas em cinza estarão funcionais em breve), e então o 

entemente, a página de resultados é retornada. A neurotoxina PnTx2-6 é 
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SiliTox. E possível selecionar entre uma e todas as categorias para realizar a pesquisa. 

Ao acionar o botão “Find in SiliTox”, a query é mandada ao banco de dados e o 

resultado aparece numa tabela (Figura 21B). A primeira molécula da lista é 

selecionada acionando o nome dela, e a Figura 22B mostra a descrição individual da 

toxina Tx2-6 da aranha Phoneutria nigriventer. O topo da tabela dá um resumo da 

identidade da PnTx2-6. Se acionar o nome da espécie, todas as moléculas vindo da 

mesma espécie serão listadas numa nova aba do navegador web (Figura 22B). Do 

mesmo jeito, é possível recuperar todas as moléculas classificadas na mesma família 

protéica (Figura 22C). O número de acesso Swiss-Prot da molécula é vinculado à 

entrada correspondente no banco Swiss-Prot pela abertura de uma nova aba (Figura 

22D). Vínculos web para as principais publicações envolvendo a molécula selecionada 

conectam diretamente o usuário ao banco de dados PubMed, e apresentam os 

resumos correspondentes (Figura 22E). 

Na segunda parte da tabela, diversos aspectos da estrutura da molécula selecionada 

são apresentados. A toxina SFI8 da aranha Segestria florentina foi escolhida como 

segundo exemplo para ilustrar a interface do SiliTox. Portanto, (i) sua sequência; (ii) 

seu número de cisteínas; (iii) seu motivo de cisteínas; (iv) sua classificação de motivo 

de cisteínas; (v) suas pontes dissulfeto; (vi) sua estrutura 3D e o método que foi 

usado para obtê-la, são fornecidos (Figura 23). Ao acionar nos ítens (ii), (iii) ou (iv), 

todas as outras moléculas que compartilham as mesmas propriedades selecionadas 

serão retornadas numa nova aba (Figura 23B, 23C e 23D). Vínculos para o artigo do 

Kozlov sobre a classificação das toxinas peptídicas de aranha e para o Knottin 

Website são também propostos como ajudas simbolizadas por um “(?)” (Figura 23E e 

23F). Se uma estrutura 3D pode ser modelada pelo SiliMod, os parâmetros da 

modelagem são apresentados e ambos arquivos de alinhamento e de coordenadas 

podem ser baixados (Figuras 23G e 23H). A(s) estrutura(s) PDB usada(s) como 

template(s) no procedimento da modelagem é também fornecida e cada uma é 

vínculada à entrada do SiliTox correspondente. A Figura 24 mostra os dados 

estruturais no caso da δ-palutoxina IT2 da aranha Paracoelotes luctuosus, para qual a 

estrutura 3D foi determinada experimentalmente e indexada no Protein Data Bank. A 

entrada PDB correspondente pode ser acessada ao acionar o código PDB 



 

 

Figura 22. Entrada do SiliTox para a biomolécula PnTx2
diferentes vínculos, páginas de resultados se abr
Phoneutria nigriventer; (C) todas as biomoléculas da família Tx2 de toxinas de aranhas; 
biomolécula PnTx2-6; (E) a entrada do PubMed de uma publicação importante relacionada à biomolécula selecionada PnTx2

107 

Entrada do SiliTox para a biomolécula PnTx2-6 previamente selecionada, dados de identificação. 
diferentes vínculos, páginas de resultados se abrem. Elas correspondem respectivamente a : (B) todas as biomoléculas da espécie 

todas as biomoléculas da família Tx2 de toxinas de aranhas; (D) a entrada do banco Swiss
6; (E) a entrada do PubMed de uma publicação importante relacionada à biomolécula selecionada PnTx2

 

6 previamente selecionada, dados de identificação. (A) Ao acionar nos 
todas as biomoléculas da espécie 

a entrada do banco Swiss-Prot para a 
6; (E) a entrada do PubMed de uma publicação importante relacionada à biomolécula selecionada PnTx2-6.



 

 

Figura 23. Informações estruturais do SiliTox sobre a biomolécula SFI8. Vínculos na página 
correspondendo respectivamente a : (B) todas as biomoléculas contendo 8 resíduos de cisteína; 
o padrão de cisteínas selecionado; (D) todas as biomoléculas cujos padrões de cisteínas são classificados como 2.1.1.0 segundo 
Kozlov; (E) a referência PubMed da publicação do Kozlov sobre a classificação das toxinas de aranhas; 
pareamento das cisteínas nas knottins pelo 
arquivo de alinhamento e (H) o arquivo das coordenadas atômicas podem ser ambos baixados do SiliTox.108 

Informações estruturais do SiliTox sobre a biomolécula SFI8. Vínculos na página (A) 
todas as biomoléculas contendo 8 resíduos de cisteína; (C) todas as biomo
todas as biomoléculas cujos padrões de cisteínas são classificados como 2.1.1.0 segundo 

a referência PubMed da publicação do Kozlov sobre a classificação das toxinas de aranhas; 
pelo Knottin Website ; os dados de modelagem da estrutura da SFI8 por SiliMod : 

o arquivo das coordenadas atômicas podem ser ambos baixados do SiliTox.

 

 abrem páginas de resultados 
todas as biomoléculas contendo 

todas as biomoléculas cujos padrões de cisteínas são classificados como 2.1.1.0 segundo 
a referência PubMed da publicação do Kozlov sobre a classificação das toxinas de aranhas; (F) a descrição do 

; os dados de modelagem da estrutura da SFI8 por SiliMod : (G) o 
o arquivo das coordenadas atômicas podem ser ambos baixados do SiliTox. 



 

 

Figura 24. Informações do SiliTox sobre a estrutura determinada experimentalmente da biomolécula 
disulfeto são anotadas como “experimentally determined”. Ao clicar na estrutura, as funcionalidades do Jmol podem ser 
accessadas.  (B) A estrutura da δ-paluIT2 foi
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Informações do SiliTox sobre a estrutura determinada experimentalmente da biomolécula 
são anotadas como “experimentally determined”. Ao clicar na estrutura, as funcionalidades do Jmol podem ser 

foi determinada por RMN e está disponível no banco PDB sob o código 1V91.

 

Informações do SiliTox sobre a estrutura determinada experimentalmente da biomolécula δ-paluIT2. (A) As pontes 
são anotadas como “experimentally determined”. Ao clicar na estrutura, as funcionalidades do Jmol podem ser 

determinada por RMN e está disponível no banco PDB sob o código 1V91. 
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indicado (Figura 24B). Para cada molécula do SiliTox que tem uma estrutura 3D 

disponível (que seja experimental ou teórica), um applet Java do programa Jmol 

apresenta a estrutura e permite ao usuário modificar as opções de visualização, 

usando o botão direito do seu mouse (Figura 24A). 

Quando uma estrutura 3D puder ser determinada ou prevista para uma determinada 

molécula, a análise por SiliPop é realizada e os resultados são apresentados numa 

terceira parte da tabela de descrição da molécula da interface do SiliTox (Figura 25). 

Os resultados são reunidos numa tabela que contém a lista dos segmentos acessíveis, 

suas sequências, seus comprimentos e seus agrupamentos segundo as distâncias 

espaciais (Figura 25A). Um zoom in na árvore de clustering pode ser aberto numa 

nova aba (Figura 25D). A lista dos peptídeos antigênicos preditos é apresentada 

numa tabela contendo as sequências dos peptídeos e o método usado para os obter 

(Figura 25A). Se o usuário quiser desenhar peptídeos antigênicos segundo seus 

próprios critérios, ele pode acessar o servidor do PEPOP via um vínculo HTML 

(Figura 25B), e dar uma olhada no resumo da publicação do PEPOP do mesmo jeito 

(Figura 25C). 

A parte seguinte da descrição da molécula diz respeito às interações com o(s) canal(-

is) iónico(s) nas quais ela é possivelmente envolvida. As informações relacionadas 

com essas interações são fornecidas (Figura 26A) juntas a uma apreciação de 

confiança e um vínculo para a publicação que deu origem aos dados (Figura 26B). As 

informações funcionais são também indicadas como descritas no Swiss-Prot, 

enquanto a implementação do BioΨ (Figura 26A). Emfim, os dados relativos aos 

efeitos naturais da molécula, incluindo a LD50, se for conhecida, nos organismos 

sensíveis, e os sintomas consequentes observados são apresentados no final da tabela 

(Figura 26C).  



 

 

Figura 25. Dados do SiliTox resultando da análise da biomolécula PnTx2
Sequence”, “ONN” significa “Optimized Nearest Neighbors
os outros, “ClusterXbest” significa que o segmento de referência é 
“ingp” e “inallgp” representam a região de extensão do peptídeo, aliás respectivamente “nenhuma extensão possível”, “extensão 
dentro do cluster”, e “extensão dentro do conjunto inteiro de segmen
Página principal do servidor do PEPOP. (D) 111 

Dados do SiliTox resultando da análise da biomolécula PnTx2-6 por SiliPop. Em (A), “FPS
Optimized Nearest Neighbors”, “best” significa que o segmento de referência é o melhor dentro de todos 

” significa que o segmento de referência é o melhor dentro do seu próprio 
” representam a região de extensão do peptídeo, aliás respectivamente “nenhuma extensão possível”, “extensão 

dentro do cluster”, e “extensão dentro do conjunto inteiro de segmentos”. (B) Entrada do PubMed para a publicação do PEPOP. 
(D) Zoom sobre a árvore de clustering dos segmentos da PnTx2

 

FPS” significa “Flanking Protein 
” significa que o segmento de referência é o melhor dentro de todos 

o melhor dentro do seu próprio cluster, e finalmente “alone”, 
” representam a região de extensão do peptídeo, aliás respectivamente “nenhuma extensão possível”, “extensão 

Entrada do PubMed para a publicação do PEPOP. (C) 
dos segmentos da PnTx2-6 produzida por SiliPop. 



 

 

Figura 26. Informações funcionais do SiliTo
anotação funcional da biomolécula segundo o banco Swiss
em breve). (B) Entrada do PubMed relacionada à
canal Nav1.2 de rato. (C) Efeitos naturais, sint 112 

Informações funcionais do SiliTox sobre a biomolécula PnTx2-6. (A) Dados sobre a interação com o receptor natural e 
anotação funcional da biomolécula segundo o banco Swiss-Prot (a descrição da função segundo o formalismo Bio

Entrada do PubMed relacionada à fonte da informação disponível no SiliTox sobre a interação da PnTx2
Efeitos naturais, sintomas e aplicações conhecidas da biomolécula selecionada.

 

Dados sobre a interação com o receptor natural e 
Prot (a descrição da função segundo o formalismo BioΨ será adicionada 

fonte da informação disponível no SiliTox sobre a interação da PnTx2-6 com o 
mas e aplicações conhecidas da biomolécula selecionada.  
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DISCUSSÃO 

Durante o estudo, nos concentramos nas toxinas peptídicas animais pois elas 

representam um grande problema de saúde pública em vários lugares do planeta – 

especialmente no Brasil – e por causa do potencial fantástico delas a serem usadas em 

diversas áreas biológicas. E preciso entender o modo de ação dessas toxinas para 

poder prevenir ou tratar os danos causados nos acidentes com esses animais, e para 

poder tirar vantagem das suas atividades biológicas naturais para outros fins. O 

entendimento da função de uma proteína conta com a compreensão dos seus 

mecanismos de interação, o que depende do conhecimento da sua estrutura. 

 

A bioinformática é a ciência da gerência, da mineração e da extração de 

conhecimento a partir de dados biológicos, particularmente das sequências e das 

estruturas. Há mais de 20 anos que as abordagens de bioinformática vêm para 

auxiliar os experimentalistas, seja para organizar os dados existantes ou para extrair 

novo conhecimento a partir desses dados. 

Para fornecer um suporte aos métodos experimentais do estudo, nos desenvolvemos 

quatro ferramentas de bioinformática dedicados às investigações das relações 

estrutura-função-antigenicidade. Dentro desses quatro, três foram specificamente 

concebidas para atender o caso das toxinas peptídicas animais. Essas ferramentas 

foram chamadas SiliTox, SiliMod e SiliPop segundo a biologia “in silico”, enquanto os 

sufixos “-Tox”, “-Mod” e “-Pop” vêm respectivamente de “Toxin”, “Model” e 

“ePitOPe”. 

 

As técnicas de modelagem comparativa têm comprovado que são eficientes para 

calcular modelos 3D de boa qualidade (Moult et al. 2007). Segundo a precisão dos 

modelos assim gerados, eles podem ser usados para identificar resíduos críticos 

envolvidos na catálise, numa ligação ou na estabilidade da estrutura, para examinar 

as interações da proteína com outras moléculas e para guiar o planejamento de um 
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experimento (Ginalski 2006). A cobertura da conservação estrutural entre a proteína 

alvo e a proteína template, e a exatidão do alinhamento constituem os dois fatores 

principais que determinam a qualidade do modelo (Marti-Renom et al. 2000; 

Kryshtafovych et al. 2005). No caso da modelagem automática como no algoritmo do 

SiliMod, não há nenhuma fase de refinamento manual do alinhamento. Além disso, a 

identidade de sequência entre o alvo e o template em alguns casos para as toxinas 

peptídicas aracnídicas investigadas neste trabalho, pode cair abaixo de 30%. Todavia, 

mais que a identidade de sequências entre alvo e template, a distribuição dos resíduos 

conservados das sequências nos alinhamentos múltiplos incluindo o alvo, o template e 

as sequências intermediárias e homólogas, constitui um parâmetro relevante para 

avaliar a qualidade de um modelo (Cozzetto and Tramontano 2005; Kryshtafovych et 

al. 2005; Tress et al. 2005). Os alinhamentos múltiplos de todas as toxinas peptídicas 

aracnídicas ricas em cisteínas apresentadas neste trabalho mostram um alta 

conservação das posições ocupadas pelos resíduos de cisteína e das suas 

conectividades, dentro dos grupos estruturais, e dadas as restrições impostas pelas 

pontes disufeto nas subfamílias, somente poucos enovelamentos são possíveis. Além 

do mais, dentro de 30-50% de identidade de sequências entre alvo e template, os 

melhores modelos da CASP apresentam com a estrutura experimental uma RMSD 

dos átomos Cα tipicalmente incluida entre 2 e 4Å, com erros principalmente 

localizados nas regiões de alças (Tabela 4). Apesar do que as toxinas peptídicas 

aracnídicas terem um conteúdo rico em alças nas suas estruturas, nenhum modelo 

produzido pelo SiliMod no experimento de modelagem automático apresentou  uma 

estrutura nativa com uma RMSD superior a 4Å, e 73% dos modelos mostraram uma 

RMSD até menor que 2.5Å. Esses resultados demonstram que a modelagem 

comparativa baseada na distribuição e na conectividade dos resíduos de cisteína 

constitui uma estratégia pertinente para obter modelos 3D valiosos de toxinas 

peptídicas aracnídicas ricas em cisteínas. 

 

Modelagem precisa das diferências entre estruturas diferentes é uma das aplicações 

mais relevantes biologicamente da modelagem comparativa pois essas mudanças 
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estruturais associadas com propriedades de superfície correspondem geralmente a 

novas funções e/ou especificidades (Ginalski 2006). Foi mostrado que os modelos 

comparativos carregam informações adicionais em relação à estrutura template 

(Chakravarty and Sanchez 2004; Chakravarty et al. 2005). Segundo a propriedade 

derivada da estrutura que se quer investigar (área acessível na superfície, vizinhança 

de um resíduo, potencial eletrostático), modelos comparativos baseados em templates 

com uma identidade de sequências de 25-40% são tão úteis quanto estruturas RMN 

(Chakravarty et al. 2005). Portanto, os modelos do SiliMod são ferramentas valiosas 

para investigar as interações das toxinas aracnídicas com outras proteínas. PEPOP 

demostrou sua capacidade de predizer peptídeos que mimetizam uma região da 

superfície de uma proteína que pode ser reconhecida por um anticorpo. Vários dos 

peptídeos preditos foram sintetizados e foram capazes induzir uma resposta imune 

em animais. Após coletar e purificar os anticorpos recrutados pelos peptídeos, foi 

mostrado que os anticorpos eram também capazes reconhecer a proteína nativa por 

reação cruzada (Moreau et al. 2008). Esses resultados são muito encorajantes e tal 

estratégia de síntese de mimotopos convem muito bem ao caso das toxinas animais. 

De fato, o processo de imunização clássico que consiste em inocular o animal com a 

proteína nativa para recuperar anticorpos específicos é complicado quando a 

proteína alvo é tóxica para o organismo. Portanto o método PEPOP está sendo 

aplicado nos nossos laboratórios para induzir anticorpos anti-toxina específicos. 

No entanto, não é a única aplicação da ferramenta. PEPOP e SiliPop realizam 

predições das regiões potencialmente antigênicas na superfície de uma proteína, i.e. 

regiões mais suscetíveis de interagir ou serem reconhecidas por uma outra proteína. 

Mais geralmente, a interação Ac/Ag é um caso especial de interação proteína-

proteína, já que ela apresenta características compartilhadas por todos os tipos de 

interações proteína-proteína. Sabe-se que as toxinas peptídicas animais se ligam nos 

canais iônicos. Consequentemente, os peptídeos preditos por SiliPop nessas toxinas 

são suscetíveis de mimetizar regiões potencialmente interagindo, que seja com um 

anticorpo ou com um outro tipo de ligante protéico (receptor por exemplo).  
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Para investigar mais as toxinas da Phoneutria que são de um interesse especial no 

nosso laboratório, decidímos construir os modelos moleculares das toxinas PnTx2-5 e 

PnTx2-6 para ter uma idéia da interação com os canais sódicos. Já que essas toxinas 

apresentam uma atividade similar àquela das α-toxinas de escorpiões e 

compartilham sítios de ligação que se sobreponham parcialmente (Matavel et al., 

2009), começámos comparando as estruturas primárias das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-

6 com àquelas das α-toxinas de escorpiões. Não achámos nenhuma similaridade 

significativa nas sequências, até nas regiões supostamente participantes da interação 

com o canal. Todavia, o possível sítio de ligação da PnTx2-6 e propriedades 

eletrofisiológicas similares das PnTx2-5 e PnTx2-6 com α-toxinas de escorpiões nos 

incitaram a verificar a hipótese que, apesar da ausência de similaridade de sequência, 

elas talvez tenham superfícies bioativas similares. Foi mostrado que as α-toxinas de 

escorpiões têm um core hidrofóbico conservado (predominantemente aromático) 

cercado de resíduos básicos (Fontecilla-Camps et al. 1988; Kharrat et al. 1989). A 

Figura 27 mostra a comparação das superfícies preditas das PnTx2-5 e PnTx2-6 com a 

potente α-toxin AaH II e com a muito estudada α-like toxina BmKM1 do escorpião 

Buthus martensii Karsch. Propriedades similares de superfície podem ser 

identificadas, com uma área hidrofóbica conservada cercada de cargas positivas. Essa 

observação é coerente com a hipótese que a superfície ativa das toxinas 

modificadoras de gating é um arranjo de resíduos hidrofóbicos e básicos (Kharrat et 

al. 1989; Takahashi et al. 2000). Além do mais, dentro dos resíduos que não são 

idênticos entre as duas toxinas, dois deles são localizados no core hidrofóbico e são 

expostos na superfície. Uma tirosina (na posição 35) e um triptofano (na posição 37), 

dois aminoácidos conhecidos por serem importantes numa interação proteína-

proteína (Chakrabarti and Janin 2002), são ausentes do core hidrofóbico da PnTx2-5. 

Os dados de fluorescência da PnTx2-6 mostram que os resíduos de triptofano são 

expostos ao solvente, como predito nos modelos. Os resíduos aromáticos Phe36, 

Trp40 e Tyr41 são também expostos nas duas toxinas. Elas contêm os mesmos 

resíduos de aminoácidos carregados, nas mesmas localizações. Em particular, os 

resíduos carregados positivamente Arg20, Arg32, Lys42, Lys47 e Lys48 cercam o 

patch hidrofóbico nas duas estruturas (Figuras 27C e 27D). Este arranjo fornece o 



 

 

Figura 27. Comparação das superfícies bioativas das neurotoxinas modificadoras de 
canal de sódio que se ligam
(B) BmKM1, (C) PnTx2-5, e 
superfície da estrutura de cada molécula (lado esquerdo). O potencial é mostrado 
entre -5.0 e +5.0 kT/e, com 
temperatura, e e a carga eletrônica. Vermelho indica regiões de potencial eletrostático 
negativo; branco indica regiões neutras e azul indica regiões positivas. Est
foram desenhados usando o programa GRA
pelo programa PyMOL é mostrada para cada molécula (lado direito). Os resíduos de 
aminoácidos presumidos ou conhecidos comos envolvidos na interação com o canal 
estão coloridos e etiquetados. Em azul são representados 
carregados. Os resíduos hidrofóbicos são enfatizados em verde claro e os resíduos 
aromáticos são mostrados em verde escuro.
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Comparação das superfícies bioativas das neurotoxinas modificadoras de 
m ao sítio 3 dos canais de sódio de mamíferos : 

5, e (D) PnTx2-6. O potencial eletrostático é mapeado na 
superfície da estrutura de cada molécula (lado esquerdo). O potencial é mostrado 

5.0 e +5.0 kT/e, com k representando a constante de Boltzmann, 
a carga eletrônica. Vermelho indica regiões de potencial eletrostático 

negativo; branco indica regiões neutras e azul indica regiões positivas. Est
s usando o programa GRASP2. A representação em 

pelo programa PyMOL é mostrada para cada molécula (lado direito). Os resíduos de 
aminoácidos presumidos ou conhecidos comos envolvidos na interação com o canal 
estão coloridos e etiquetados. Em azul são representados os resíduos positivamente 
carregados. Os resíduos hidrofóbicos são enfatizados em verde claro e os resíduos 
aromáticos são mostrados em verde escuro. 

 

Comparação das superfícies bioativas das neurotoxinas modificadoras de 
sódio de mamíferos : (A) AaH II, 

6. O potencial eletrostático é mapeado na 
superfície da estrutura de cada molécula (lado esquerdo). O potencial é mostrado 

representando a constante de Boltzmann, T a 
a carga eletrônica. Vermelho indica regiões de potencial eletrostático 

negativo; branco indica regiões neutras e azul indica regiões positivas. Estes mapas 
SP2. A representação em esferas gerada 

pelo programa PyMOL é mostrada para cada molécula (lado direito). Os resíduos de 
aminoácidos presumidos ou conhecidos comos envolvidos na interação com o canal 

os resíduos positivamente 
carregados. Os resíduos hidrofóbicos são enfatizados em verde claro e os resíduos 
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requisito básico esperado para a interação com o sítio 3 do canal de sódio e se 

conforma à “área de reconhecimento” (“recognition patch”) encontrado nas superfícies 

interagindo das proteínas (Chakrabarti and Janin 2002). Além disso, a predição por 

PEPOP sobre PnTx2-5 e PnTx2-6 aponta a parte C-terminal das duas toxinas, 

incluindo os resíduos aromáticos Phe36, Trp40 e Tyr41, como sendo a melhor região 

potencialmente antigénica. Esse resultado é coerente com as observações 

experimentais e reforça a hipótese que PnTx2-5 e PnTx2-6 se ligam no sítio 3 do canal 

de sódio deste lado das suas superfícies respectivas. Sugerimos que a disposição das 

cargas junto ao patch aromático que elas cercam (resíduos Phe36, Trp40 e Tyr41) 

componham a superfície bioativa das PnTx2-5 e PnTx2-6. A presença adicional de 

Tyr35 e Trp37 na PnTx2-6 pode explicar a sua maior afinidade pelo canal.  

 

A análise em larga-escala dos peptídeos produzida por SiliPop para todas as 

estruturas de toxinas aracnídicas presentes no banco SiliTox deve fornecer 

informações sobre as características das superfícies que têm de ser compartilhadas 

por toxinas de espécies, estruturas e tamanhos diferentes, dado que elas se ligam ao 

mesmo canal iônico. Inversamente, alvos potenciais comuns poderiam ser inferidos a 

partir de toxinas que compartilham superfícies bioativas similares. Baseando-se 

nessas observações, anticorpos poderiam ser selecionados contra uma região comum 

a uma família funcional inteira de toxinas, independentemente da espécia da qual 

elas provêm. O sucesso desse tipo de experimento pode levar à produção de 

anticorpos poliespecíficos, a serem usados como tratamento eficaz contra vários tipos 

de envenenamentos animais. 
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CONCLUSÃO & PERSPECTIVAS 

Quatro ferramentas bioinformáticos foram desenvolvidos dentro do contexto deste 

trabalho. PEPOP e SiliTox estão disponíveis nos endereços 

http://diagtools.sysdiag.cnrs.fr/PEPOP/ e http://192.168.8.4/~cfleury/silitox/ 

respectivamente. SiliMod e SiliPop estão para serem disponibilizados pela Internet. 

Até agora, SiliTox contém todas as toxinas peptídicas ricas em cisteínas conhecidas 

dos venenos de aranhas e escorpiões. O banco de dados é operacional e todas as 

informações estão organizadas para serem facilmente recuperadas através da 

interface simples do SiliTox. A estrutura do banco SiliTox permite evolução, e futuros 

melhoramentos do banco são esperados. Por examplo, planejamos incluir 

informações anotadas sobre toxinas de caramujo marinos e curtas toxinas de 

serpentes ao lado das curtas toxinas aracnídicas, para fazer que as investigações 

sobre as relações estrutura-função-antigenicidade das toxinas peptídicas sejam 

extendidas ao conjunto de todas as toxinas peptídicas animais ricas em cisteínas 

conhecidas. 

Além disso, temos a intenção de adicionar uma nova e importante função ao banco 

de dados, que é a anotação funcional das funções das toxinas segundo o formalismo 

BioΨ (Maziere et al. 2004). A linguagem BioΨ está sendo desenvolvida atualmente no 

laboratório francês SysDiag (UMR3145 CNRS / Bio-Rad), em Montpellier. Será logo 

possível traduzir a função biológica descrita na linguagem natural num conjunto de 

elementos básicos de ação (“Basic Element of Action”) escritos numa linguagem formal 

que permete a interpretação por um computador. Quando a fase final do 

desenvolvimento da linguagem BioΨ estiver completa, a linguagem será 

implementada no SiliTox, a interface do banco de dados permitirá ao usuário 

selecionar toxinas segundo o modo de ação delas em diversos níveis: das 

funcionalidades gerais ao mecanismo bioquímico primário de ação.  
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As estruturas 3D de 350 toxinas peptídicas aracnídicas ricas em cisteínas foram 

preditas por SiliMod. Usando Modeller, o program calculou as estruturas 3D por 

modelagem comparativa segundo o critério de similaridade de motivos e 

conectividades dos resíduos de cisteína. Junto às 111 estruturas 3D que já estavam 

indexadas no PDB, um total de 461 estruturas 3D de toxinas são agora disponíveis no 

SiliTox. Para uma melhor avaliação da qualidade dos modelos, pretendemos integrar 

um sistema de verificação multi-critério das estruturas das toxinas. Vinculando o 

banco SiliTox aos serviços propostos pelo servidor do CBS, seremos capaz fornecer 

uma avaliação automática (incluindo plots de Ramachandran, score de Verify3D e de 

ProSA, etc.) para cada toxina presente no SiliTox. Um código de cores permitirá ao 

usuário conhecer rapidamente a confiabilidade do modelo. A avaliação da qualidade 

dos dados é um assunto que está sendo estudado no laboratório SysDiag. 

 

PEPOP demostrou seu potencial a guiar os experimentalistas que querem localizar 

um epitopo ou conceber peptídeos imunogênicos para gerar anticorpos capazes de se 

ligar em sítios específicos de proteínas (Moreau et al. 2008). De um modo mais geral, 

o programa pode ser usado para predizer qualquer superfície de interação numa 

estrutura 3D protéica. SiliPop é uma derivação de PEPOP, adaptada aos grandes 

conjuntos de estruturas de proteínas a serem analizadas de uma vez e com os 

mesmos parâmetros. Em comparação ao algoritmo do PEPOP, o algoritmo do SiliPop 

foi ligeramente modificado para melhor lidar com pequenas proteínas. Todas as 

toxinas aracnídicas peptídicas e ricas em cisteínas indexadas no SiliTox foram 

sistematicamente submetidas à análise por SiliPop e os peptídeos potencialmente 

antigênicos preditos que cobrem a superfície acessível inteira dessas toxinas são 

disponíveis no SiliTox. Para permitir ao usuário desenhar os peptídeos antigênicos 

segundo seus próprios critérios, um vínculo para a interface web de desenho de 

peptídeo por PEPOP foi previsto é está presente no SiliTox. 
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No que diz respeito às toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6, os experimentos envolvendo a 

síntese química dos peptídeos preditos por PEPOP estão sendo realizados. Os 

ensaios sobre a atividade biológica e o potencial imunogênico desses peptídeos 

devem permitir validar logo nossas hipóteses. 

 

Para concluir, SiliTox é o primeiro banco de informações sobre as relações estrutura-

função-antigenicidade relacionadas às toxinas animais. O banco de dados SiliTox é 

dedicado à auxiliar e guiar a concepção de experimentos para investigar a atividade, 

as propriedades antigênicas e as aplicações terapêuticas e biotecnológicas potenciais 

das toxinas peptídicas animais. Dessa maneira, SiliTox constitui um recurso útil e 

único para os toxinologistas das áreas da imunologia, da bioquímica, da 

farmacologia, da eletrofisiologia e da biotecnologia.  
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APÊNDICE 1: Dicionário de dados do SiliTox 

 

Author 

Field Type Null Default Comment 

autID  int(10)  No  author unique ID 

name  varchar(50) No  author second name 

firstname varchar(30) No  author first name 

BA 

Field Type Null Default Comment 

baID  int(10)  No  biological activity unique ID 

BAofBF  

Field Type Null Default Comment 

babfIDbf int(10)  No  
ID of the biological function that includes the 
biological activity - refers to BF table 

babfIDba int(10)  No  
ID of the biological activity played inside the 
biological function - refers to BA table 

BEA 

Field Type Null Default Comment 

beaID  int(10)  No  basic element of action unique ID 

BEAofBA 
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Field Type Null Default Comment 

beabaIDba  int(10)  No  
ID of the biological activity to which the 
basic element of action contributes - refers to 
BA table 

beabaIDbea int(10)  No  
ID of the basic element of action involved in 
the biological activity - refers to BEA table 

BF 

Field Type Null Default Comment 

bfID  int(10)  No  biological function unique ID 

BioEntity 

Field Type Null Default Comment 

entityID int(10)  No  bioentity unique ID 

molnb  int(10) Yes NULL 
number of biomolecules composing the 
bioentity 

BioMolecule 

Field Type Null Default Comment 

molID  int(10)  No  biomolecule unique ID 

type  

enum('protein', 
'nucleicacid', 'cDNA', 
'chemicalcompound', 
'sugar', 'ion') 

No  type of biomolecule 

subtype  varchar(100) Yes NULL subtype of biomolecule 

iontransport  varchar(30) Yes NULL type of ion transported by 



 

 154 

the channel 

channelsubtype varchar(50) Yes NULL channel subtype 

family  int(10)  Yes NULL 
ID of the family to which 
belongs the biomolecule - 
refers to Family table 

sequence  text Yes NULL 
amino acid or nucleotide 
sequence 

fasta  varchar(20) Yes NULL 
biomolecule code in Swiss-
Prot fasta format 

length  int(10) Yes NULL biomolecule sequence length 

species  int(10)  Yes NULL 
ID of the species to which 
belongs the biomolecule - 
refers to Species table 

genericname  varchar(100) Yes NULL biomolecule generic name 

shortname  varchar(100) Yes NULL biomolecule short name 

othername  varchar(100) Yes NULL biomolecule other name 

othername2  varchar(100) Yes NULL 
biomolecule second other 
name 

othername3  varchar(100) Yes NULL biomolecule third other name 

othername4  varchar(100) Yes NULL 
biomolecule fourth other 
name 

swissp  varchar(20) Yes NULL 
biomolecule Swiss-Prot 
access number 

swissp2  varchar(20) Yes NULL 
biomolecule Swiss-Prot 
second access number 

swissp3  varchar(20) Yes NULL 
biomolecule Swiss-Prot third 
access number 
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pfam  varchar(20) Yes NULL 
biomolecule Pfam access 
number 

pdb  varchar(25) Yes NULL biomolecule PDB code 

pdb2  varchar(25) Yes NULL 
biomolecule second PDB 
code 

pdb3  varchar(25) Yes NULL biomolecule third PDB code 

3Dmethod  varchar(100) Yes NULL 
biomolecule 3D 
determination method 

otheracnumb  varchar(30) Yes NULL 
other access number refering 
to the biomolecule 

knottin  varchar(200) Yes NULL 
biomolecule classification as 
a knottin 

2Dstruc  varchar(200) Yes NULL  

3Dstruc  varchar(20) Yes NULL 
biomolecule 3D structure file 
name 

chain  varchar(10) Yes NULL 
biomolecule chain code in 3D 
structure file 

cyspattern  int(10)  Yes NULL 
ID of the of biomolecule 
cysteine pattern - refers to 
CysPattern table 

fold  int(10)  Yes NULL 
ID of the of biomolecule fold 
- refers to Fold table 

similarity  text Yes NULL 
similarity field of the 
biomolecule in Swiss-Prot 

toxicity  text Yes NULL 
toxicity field of the 
biomolecule in Swiss-Prot 

comment  text Yes NULL 
function field of the 
biomolecule in Swiss-Prot 
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clustertree  varchar(20) Yes NULL 
file name of biomolecule 
surface accessible segment 
clustering by SiliPop 

ClinicalApplication 

Field Type Null Default Comment 

appID  int(10)  No  application unique ID 

apptype  
enum('biotechno', 
'pharmaco', 
'other') 

No  type of clinical application 

description text Yes NULL description of clinical application 

Cluster 

Field Type Null Default Comment 

clusterID  Int(10)  No  cluster unique ID 

cluname  varchar(20) Yes NULL cluster name 

molcluster  Int(10)  Yes NULL 
ID of the biomolecule to which belongs 
the cluster - refers to BioMolecule table 

cluclassLEN  Int(10) Yes NULL cluster ranking as for length criteria 

cluclassACC  Int(10) Yes NULL cluster ranking as for accessibility criteria 

cluclassHYD  Int(10) Yes NULL 
cluster ranking as for hydrophobicity 
criteria 

cluclassTURN  Int(10) Yes NULL cluster ranking as for beta-turn criteria 

cluclassWRYP  Int(10) Yes NULL 
cluster ranking as for amino acid W, R, Y, 
P criteria 

cluscoreLEN  Int(10) Yes NULL cluster score as for length criteria 
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cluscoreACC  Int(10) Yes NULL cluster score as for accessibility criteria 

cluscoreHYD  Int(10) Yes NULL 
cluster score as for hydrophobicity 
criteria 

cluscoreTURN Int(10) Yes NULL cluster score as for beta-turn criteria 

cluscoreWRYP Int(10) Yes NULL 
cluster score as for amino acid W, R, Y, P 
criteria 

CysPattern 

Field Type Null Default Comment 

cyspattID  int(10)  No  cysteine pattern unique ID 

cyspattern  varchar(200) Yes NULL cysteine pattern in PROSITE format 

cysnumber  int(10) Yes NULL number of cysteine residues 

kozlov  varchar(10) Yes NULL 
cysteine pattern classification according to 
Kozlov and Grishin 

ICKclass  varchar(20) Yes NULL cysteine pattern classification for knottins 

Nclass  varchar(20) Yes NULL 
cysteine pattern classification for not 
knottins 

cyscomment text Yes NULL comment about the cysteine pattern 

Distance 

Field Type Null Default Comment 

distIDseg1  int(10)  No 0 
ID of the first segment - refers to Segment 
table 

distIDseg2  int(10)  No 0 
ID of the second segment - refers to 
Segment table 
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seg1name  varchar(20) Yes NULL first segment name 

seg2name  varchar(20) Yes NULL second segment name 

moldist  int(10)  Yes NULL 
ID of the biomolecule to which belong the 
segments - refers to BioMolecule table 

N_N  Float Yes NULL 
distance from N-term extremity of first 
segment to N-term extremity of second 
segment 

N_M  Float Yes NULL 
distance from N-term extremity of first 
segment to the middle of second segment 

N_C  Float Yes NULL 
distance from N-term extremity of first 
segment to C-term extremity of second 
segment 

M_N  Float Yes NULL 
distance from the middle of first segment 
to N-term extremity of second segment 

M_M  Float Yes NULL 
distance from the middle of first segment 
to the middle of second segment 

M_C  Float Yes NULL 
distance from the middle of first segment 
to C-term extremity of second segment 

C_N  Float Yes NULL 
distance from C-term extremity of first 
segment to N-term extremity of second 
segment 

C_M  Float Yes NULL 
distance from C-term extremity of first 
segment to the middle of second segment 

C_C  Float Yes NULL 
distance from C-term extremity of first 
segment to C-term extremity of second 
segment 

distminvalue  Float Yes NULL 
minimum distance value between the two 
segments 

distminnature varchar(10) Yes NULL type of distance corresponding to 
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minimum value 

DisuMolecule 

Field Type Null Default Comment 

disumolIDmol int(10)  No 0 
ID of the biomolecule to which belongs 
the disulfide bridge - refers to 
BioMolecule table 

disumolIDdis  int(10)  No 0 
ID of the disulfide bridge - refers to 
Disulfide table 

disuquality  varchar(50) Yes NULL 
quality of the disulfide bridge describing 
if it has been experimentally determined 
or predicted 

Disulfide 

Field Type Null Default Comment 

disID  int(10)  No  disulfide bridge unique ID 

CCsequence  varchar(50) Yes NULL 
sequence position of disulfide bridge 
forming cysteine pair of residues 

CCrelative  varchar(50) Yes NULL 
relative position of disulfide bridge 
forming cysteine pair of residues 

CCconvICK  varchar(50) Yes NULL 
cysteine residue pair numbering for 
disulfide bridges in the ICK motif, 
according to ICK numbering convention 

CCconvNOick varchar(50) Yes NULL 
cysteine residue pair numbering for 
disulfide bridges out of ICK motif 

EntityPlayBF 
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Field Type Null Default Comment 

ebfIDent Int(10)  No  
ID of the bioentity involved in the biological 
function - refers to BioEntity table 

ebfIDbf  Int(10)  No  
ID of the biological function played by the 
bioentity - refers to BF table 

Family 

Field Type Null Default Comment 

famID  int(10)  No  family unique ID 

famname varchar(100) No  family name 

Fold 

Field Type Null Default Comment 

foldID  int(10)  No  fold unique ID 

scop  varchar(30) Yes NULL fold class according to SCOP 

cath  varchar(30) Yes NULL fold class according to CATH 

dali  varchar(30) Yes NULL fold class according to DALI 

comment text Yes NULL comment about the fold 

FuncDomInMol 

Field Type Null Default Comment 

fdmolIDmol  int(10)  No  
ID of the biomolecule owning the 
functional domain - refers to BioMolecule 
table 
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fdmolIDdom int(10)  No  
ID of the functional domain owned by the 
biomolecule - refers to FuncDomain 

FuncDomPlayBA 

Field Type Null Default Comment 

fdbaIDdom int(10)  No  
ID of the functional domain involved in the 
biological activity - refers to FuncDomain 
table 

fdbaIDba  int(10)  No  
ID of the biological activity in which the 
functional domain is involved - refers to BA 
table 

FuncDomain 

Field Type Null Default Comment 

funcdomID int(10)  No  functional domain unique ID 

FuncMotInDom 

Field Type Null Default Comment 

fmdomIDdom int(10)  No  
ID of the functional domain which contain 
the functional motif - refers to 
FuncDomain table 

fmdomIDmot  int(10)  No  
ID of the functional motif included in the 
functional domain - refers to FuncMotif 
table 

FuncMotPlayBEA 

Field Type Null Default Comment 
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fmbeaIDmot int(10)  No  
ID of the functional motif responsible for 
the basic element of action - refers to 
FuncMotif table 

fmbeaIDbea  int(10)  No  
ID of the basic element of action realized by 
the functional motif - refers to BEA table 

FuncMotif 

Field Type Null Default Comment 

funcmotID Int(10)  No  functional motif unique ID 

Interact 

Field Type Null Default Comment 

chatoxIDcha  int(10)  No  
ID of the ion channel - refers to 
BioMolecule table 

chatoxIDtox  int(10)  No  
ID of the toxin - refers to BioMolecule 
table 

bindingsite  varchar(100) Yes NULL binding site on the channel 

interactquality varchar(100) Yes NULL 
quality of the interaction describing if it 
has been experimentally determined or 
predicted 

receptorAA  varchar(100) Yes NULL 
amino acid residues involved in the 
interaction on the receptor side (ion 
channel) 

bioactiveAA  varchar(100) Yes NULL 
amino acid residues involved in the 
interaction on the toxin side 

affinityconst  varchar(50) Yes NULL affinity constant 

paratopeAA  varchar(100) Yes NULL amino acid residues of the antibody 
involved in the interaction with the 
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biomolecule 

epitopeAA  varchar(100) Yes NULL 
amino acid residues of the biomolecule 
recognized by the antibody 

IsTemplate 

Field Type Null Default Comment 

tempIDmol  int(10)  No  
ID of the template biomolecule - refers to 
BioMolecule table 

targetIDmol  int(10)  No  
ID of the target biomolecule - refers to 
BioMolecule table 

modelIDmod int(10)  No  ID of the 3D model - refers to Model table 

Model 

Field Type Null Default Comment 

modelID  int(10)  No  model unique ID 

modIDmol int(10)  No  
ID of the biomolecule to which corresponds 
the model 

modelfile  varchar(30) No  model file name 

alifile  varchar(30) No  alignment file name 

MOF  double No  Modeller Objective Function value 

MolComposeEntity 

Field Type Null Default Comment 

compIDent  int(10)  No  
ID of the bioentity including the biomolecule 
- refers to BioEntity table 
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compIDmol int(10)  No  
ID of the biomolecule composing the 
bioentity - refers to BioMolecule table 

NatEffByBF 

Field Type Null Default Comment 

nebfIDeff int(10)  No  
ID of the natural effect observed together with 
the biological function - refers to NaturalEffect 
table 

nebfIDbf  int(10)  No  
ID of the biological function related to the 
observed natural effect - refers to BF table 

NatEffByMolecule 

Field Type Null Default Comment 

nemolIDmol int(10)  No  
ID of the biomolecule causing the observed 
natural effect - refers to BioMolecule table 

nemolIDeff  int(10)  No  
ID of the natural effect observed for the 
biomolecule - refers to NaturalEffect table 

NaturalEffect 

Field Type Null Default Comment 

effID  int(10)  No  natural effect unique ID 

action  text Yes NULL description of natural effect 

animal text Yes NULL animal on which the natural effect are observed 

LD50  varchar(20) Yes NULL lethal dose 

OriMolecule 



 

 165 

Field Type Null Default Comment 

fromIDori  int(10)  No  
ID of the origin of the biomolecule - refers to 
Origin table 

fromIDmol int(10)  No  
ID of the biomolecule coming from the origin 
- refers to BioMolecule table 

Origin 

Field Type Null Default Comment 

oriID  int(10)  No  biomolecule origin unique ID 

tissuename varchar(50) Yes NULL 
name of the tissue or gland in which the 
biomolecule is naturally produced 

subcellloc  varchar(50) Yes NULL subcellular location of the biomolecule 

tissuespe  text Yes NULL biomolecule tissue specificity 

PaperRefEntity 

Field Type Null Default Comment 

papIDref int(10)  No  
ID of the bibliographic reference citing the 
bioentity - refers to RefBiblio table 

papIDent int(10)  No  
ID of the bioentity cited in the bibliographic 
reference - refers to BioEntity table 

PaperRefMolecule 

Field Type Null Default Comment 

papIDref  Int(10)  No  
ID of the bibliographic reference citing the 
biomolecule - refers to RefBiblio table 
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papIDmol Int(10)  No  
ID of the biomolecule cited in the 
bibliographic reference - refers to BioMolecule 
table 

Peptide 

Field Type Null Default Comment 

pepID  int(10)  No  potentially antigenic peptide unique ID 

molpep  int(10)  Yes NULL 
ID of the biomolecule from which the 
peptide is predicted - refers to BioMolecule 
table 

peppdb  varchar(20) Yes NULL name of the biomolecule structure 

pepname  varchar(20) Yes NULL peptide name 

Pepsequence text Yes NULL peptide amino acid sequence 

peplength  int(10) Yes NULL peptide sequence length 

pepmethod  text Yes NULL 
method of extension used to build the 
peptide 

Pepcomment text Yes NULL comment about the peptide 

Publish 

Field Type Null Default Comment 

pubIDref  int(10)  No  
ID of the bibliographic reference published by 
the author - refers to RefBiblio table 

pubIDaut int(10)  No  
ID of the author involved in the publication of 
the bibliographic reference - refers to Author 
table 

pos  int(10) Yes NULL authorship position in the published reference 
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RefBiblio 

Field Type Null Default Comment 

refbibID int(10)  No  bibliographic reference unique ID 

medline varchar(20) Yes NULL 
Medline access number of the bibliographic 
reference 

pubmed varchar(20) Yes NULL 
PubMed access number of the bibliographic 
reference 

doi  varchar(40) Yes NULL 
DOI access number of the bibliographic 
reference 

title  text Yes NULL title of the bibliographic reference 

date  varchar(20) Yes NULL publication date 

journal  varchar(100) Yes NULL journal of publication 

volume  varchar(30) Yes NULL journal volume containing the reference 

SegInPep 

Field Type Null Default Comment 

seginpepIDpep int(10)  No  
ID of the peptide containing the segment 
- refers to Peptide table 

seginpepIDseg  int(10)  No  
ID of the segment composing the peptide 
- refers to Segment table 

Molseginpep  int(10)  No  
ID of the biomolecule owning both 
segment and peptide - refers to 
BioMolecule table 

Segment 
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Field Type Null Default Comment 

segmentID  int(10)  No  solvent accessible segment unique ID 

segname  varchar(20) Yes NULL segment name 

molseg  int(10)  Yes NULL 
ID of the biomolecule from which were 
selected the segment - refers to 
BioMolecule table 

cluseg  int(10)  Yes NULL 
ID of the cluster to which the segment 
belongs - refers to Cluster table 

Segsequence  text Yes NULL segment amino acid sequence 

seglength  int(10) Yes NULL segment sequence length 

segfirstaa  int(10) Yes NULL 
position of the first amino acid of the 
segment 

seglastaa  int(10) Yes NULL 
position of the last amino acid of the 
segment 

segclassLEN  int(10) Yes NULL segment ranking as for length criteria 

segclassACC  int(10) Yes NULL 
segment ranking as for accessibility 
criteria 

segclassHYD  int(10) Yes NULL 
segment ranking as for hydrophobicity 
criteria 

segclassTURN  int(10) Yes NULL segment ranking as for beta-turn criteria 

segclassWRYP  int(10) Yes NULL 
segmeny ranking as for amino acid W, R, 
Y, P criteria 

segscoreLEN  int(10) Yes NULL segment score as for length criteria 

segscoreACC  int(10) Yes NULL segment score as for accessibility criteria 

segscoreHYD  int(10) Yes NULL 
segment score as for hydrophobicity 
criteria 
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segscoreTURN int(10) Yes NULL segment score as for beta-turn criteria 

segscoreWRYP int(10) Yes NULL 
segment score as for amino acid W, R, Y, 
P criteria 

Species 

Field Type Null Default Comment 

speID  int(10)  No  biomolecule species unique ID 

ncbitaxid  int(10) Yes NULL NCBI access number of the species 

spelatname  varchar(100) Yes NULL species latin name 

specomname  varchar(100) Yes NULL species common name 

speothername varchar(100) Yes NULL species other name 

taxo  text Yes NULL complete taxonomy of the species 

class  varchar(50) Yes NULL species class 

StrucMotInFold 

Field Type Null Default Comment 

smfolIDfold int(10)  No  
ID of the fold which contains the structural 
motif - refers to Fold table 

smfolIDmot int(10)  No  
ID of the structural motif composing the 
fold - refers to StrucMotif table 

StrucMotif 

Field Type Null Default Comment 

strmotID int(10)  No  structural motif unique ID 
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SympByMolecule 

Field Type Null Default Comment 

symolIDmol  int(10)  No  
ID of the biomolecule responsible for the 
symptom - refers to BioMolecule table 

symolIDsymp int(10)  No  
ID of the symptom caused by the 
biomolecule - refers to Symptom table 

SympByNatEff 

Field Type Null Default Comment 

syneIDsymp Int(10)  No  
ID of the symptom present in the natural 
effect - refers to Symptom table 

syneIDeff  Int(10)  No  
ID of the natural effect containing the 
symptom - refers to NaturalEffect table 

Symptom 

Field Type Null Default Comment 

sympID  int(10)  No  symptom unique ID 

sympname varchar(30) Yes NULL symptom name 

TempGroup 

Field Type Null Default Comment 

tempgpID  int(10)  No  template group unique ID 

tempgpname varchar(50) No  template group name 

level  smallint(10) No  template group level of classification 
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mainfunc  text Yes NULL 
main function of the template group 
members 

ToxInTempGroup 

Field Type Null Default Comment 

toxingpIDtox int(10)  No  
ID of the toxin classified into the 
template group - refers to 
BioMolecule table 

toxingpIDgp  int(10)  No  
ID of the template group in which 
the toxin is classified - refers to 
TempGroup table 

structype  

enum('model', 
'template', 
'target', 
'valid') 

No  
type of toxin structure whether it is a 
template for modeling or a target to 
be modeled 
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APÊNDICE 2: Scripts adaptados do Modeller 

 

salign.py 

from modeller import * 
 
log.verbose() 
env = environ() 
 
env.io.atom_files_directory = ['/home/cfleury/publi c_html/silimod/tmp/PDB/'] 
 
aln = alignment(env) 
for (code, chain) in (('1QDP', 'A'), ('1VTX', 'A')) :      
     
  mdl = model(env, file=code, model_segment=('FIRST :'+chain, 'LAST:'+chain))  
  aln.append_model(mdl, atom_files=code, align_code s=code+chain) 
 
for (weights, write_fit, whole) in (((1., 0., 0., 0 ., 1., 0.), False, True),  
       ((1., 0.5, 1., 1., 1., 0.), False, True),  
       ((1., 1., 1., 1., 1., 0.), True, False)):  
  aln.salign(rms_cutoff=3.5, normalize_pp_scores=Fa lse,  
    rr_file='$(LIB)/as1.sim.mat', overhang=30,  
    gap_penalties_1d=(-450, -50),  
    gap_penalties_3d=(0, 3), gap_gap_score=0, gap_r esidue_score=0,  
   
 dendrogram_file='/home/cfleury/public_html/silimod /tmp/TXR1_MACRV_salign.tree',  
    
    alignment_type='tree',  
    feature_weights=weights,  
    improve_alignment=True, fit=True, write_fit=wri te_fit,  
    write_whole_pdb=whole, output='ALIGNMENT QUALIT Y') 
 
aln.write(file='/home/cfleury/public_html/silimod/t mp/TXR1_MACRV_salign.pap', 
alignment_format='PAP') 
aln.write(file='/home/cfleury/public_html/silimod/t mp/TXR1_MACRV_salign.ali', 
alignment_format='PIR') 
 
aln.salign(rms_cutoff=1.0, normalize_pp_scores=Fals e, 
           rr_file='$(LIB)/as1.sim.mat', overhang=3 0, 
           gap_penalties_1d=(-450, -50), gap_penalt ies_3d=(0, 3), 
           gap_gap_score=0, gap_residue_score=0, de ndrogram_file='1is3A.tree', 
           alignment_type='progressive', feature_we ights=[0]*6, 
           improve_alignment=False, fit=False, writ e_fit=True, 
           write_whole_pdb=False, output='QUALITY')  

 

multalign2d.py 

from modeller import * 
 
log.verbose() 
env = environ() 
 
env.libs.topology.read(file='$(LIB)/top_heav.lib') 
 
aln = alignment(env) 
aln.append(file='/home/cfleury/public_html/silimod/ tmp/TXR1_MACRV_salign.ali', 
align_codes='all') 
aln_block = len(aln) 
 
aln.append(file='/home/cfleury/public_html/silimod/ tmp/TXR1_MACRV.ali', 
align_codes='TXR1_MACRV') 
 
aln.salign(output='', max_gap_length=20, 
gap_function=True, 
alignment_type='PAIRWISE', align_block=aln_block, 
feature_weights=(1., 0., 0., 0., 0., 0.), overhang= 0, 
gap_penalties_1d=(-450, 0), 
gap_penalties_2d=(0.35, 1.2, 0.9, 1.2, 0.6, 8.6, 1. 2, 0., 0.), 
similarity_flag=True) 
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aln.write(file='/home/cfleury/public_html/silimod/t mp/TXR1_MACRV_multalign2d.ali', 
alignment_format='PIR') 
aln.write(file='/home/cfleury/public_html/silimod/t mp/TXR1_MACRV_multalign2d.pap', 
alignment_format='PAP') 

 

singalign2d.py 

from modeller import * 
 
log.verbose() 
env = environ() 
aln = alignment(env) 
mdl = model(env, file='/home/cfleury/public_html/si limod/tmp/PDB/1QDP', 
model_segment=('FIRST:A','LAST:A')) 
aln.append_model(mdl, align_codes='1QDPA', 
atom_files='/home/cfleury/public_html/silimod/tmp/P DB/1QDP.pdb') 
aln.append(file='/home/cfleury/public_html/silimod/ tmp/TXDT1_HADVE.ali', 
align_codes='TXDT1_HADVE') 
aln.align2d() 
aln.write(file='/home/cfleury/public_html/silimod/t mp/TXDT1_HADVE_singalign2d.ali', 
alignment_format='PIR') 
aln.write(file='/home/cfleury/public_html/silimod/t mp/TXDT1_HADVE_singalign2d.pap', 
alignment_format='PAP') 

 

model.py 

from modeller import * 
from modeller.automodel import * 
 
class MyModel(automodel): 
 def special_patches(self, aln): 
  self.patch(residue_type='DISU', residues=(self.re sidues['1'], 
    self.residues['16'])) 
  self.patch(residue_type='DISU', residues=(self.re sidues['8'], 
    self.residues['21'])) 
  self.patch(residue_type='DISU', residues=(self.re sidues['15'], 
    self.residues['36'])) 
  self.patch(residue_type='DISU', residues=(self.re sidues['17'], 
    self.residues['43'])) 
log.verbose() 
env = environ() 
 
env.io.atom_files_directory = ['/home/cfleury/publi c_html/silimod/tmp/PDB/'] 
 
a = MyModel(env, 
         alnfile  = 
'/home/cfleury/public_html/silimod/tmp/TXR1_MACRV_m ultalign2d.ali',      
      knowns   = ('1QDPA', '1VTXA'),      
        sequence = 'TXR1_MACRV') 
a.starting_model= 1 
a.ending_model= 50 
 
a.make() 
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APÊNDICE 3: Grupos estruturais para SiliMod – alinhamentos 

KNOTTINS: 
 
8C_ICK2.10.2 
 
SCX5_BUTEU|1SIS|sco|cl      MCMPCFTTDPNMAKKCRDCCGGNGK-- CFGPQCLCNR-- 35 
SCX4_BUTEU|sco|cl           MCMPCFTTDHNMAKKCRDCCGGNGK-- CFGPQCLCNR-- 35 
SCXS_BUTEU|sco|cl           MCMPCFTTDPNMANKCRDCCGGGKK-- CFGPQCLCNR-- 35 
SCCT_MESMA|sco|cl           - CGPCFTTDANMARKCRECCGGI GK-- CFGPQCLCNRI - 35 
SCCX_MESMA|sco|cl           - CGPCFTTDANMARKCRECCGGNGK-- CFGPQCLCNRE- 35 
SCXL_BUTSI|sco              - CGPCFTKDPETEKKCATCCGGI GR-- CFGPQCLCNRGY 36 
SCXP_ANDMA|sco|cl           - CGPCFTTDPYTESKCATCCGGRGK-- CVGPQCLCNRI - 35 
SCX1_LEIQH|sco|cl           - CGPCFTTDHQMEQKCAECCGGI GK-- CYGPQCLCNR-- 34 
SCX1_BUTSI|sco|cl           RCKPCFTTDPQMSKKCADCCGGKGKGKCYGPQCLC---- 35 
SCX8_LEIQH|sco              RCSPCFTTDQQMTKKCYDCCGGKGKGKCYGPQCI CAPY- 38 
SCXL_LEIQU|1CHL|sco|cl      MCMPCFTTDHQMARKCDDCCGGKGRGKCYGPQCLCR--- 36 
SCX3_BUTEU|sco|cl           MCMPCFTTDHQTARRCRDCCGGRGR- KCFG- QCLCGYD- 36 
SCX1_BUTEU|sco|cl           MCMPCFTTRPDMAQQCRACCKGRGK-- CFGPQCLCGYD- 36 
SCIT_MESTA|sco|cl           RCGPCFTTDPQTQAKCSECCGRKGG- VCKGPQCI CGI Q- 37 
SCX3_MESTA|sco              RCPPCFTTNPNMEADCRKCCGGRGY-- CASYQCI CPG-- 35 
                             *  ****.        *   **        *  .  ** : *      
 
 
8C_ICK5.3.10 
 
SIX1_MESMA|1WWN|sco|na      ---- KKNGYAVDSSGKVSECLLNNYCNNI CTKVYYATSGYCCLLSCYCFGLDDDKAVLKI KDATKSYCDVQII - 69 
SIXP_MESMA|1T0Z|sco|na      -- LGKKNGYAVDSSGKVAECLFNNYCNNECTKVYYADKGYCCLLKCYCFGLADDKPVLDIWDSTKNYCDVQII D 72 
SIX2_ANDAU|sco|na           GVLGKKNGYAVDSSGKAPECLLSNYCYNECTKVHYADKGYCCLLSCYCFGLNDDKKVLEI SDTRKSYCDT---- 70 
SIX1_LEIQU|sco|na           ---- KKNGYAVDSSGKAPECLLSNYCYNECTKVHYADKGYCCLLSCYCVGLSDDKKVLEI SDARKKYCDFVTI N 70 
SIX1_ISOVI|sco|na           ---- KKNGYAVDSSGKAPECLLSNYCNNECTKVHYADKGYCCLLSCYCFGLSDDKKVLEI SDTRKKYCDYTII N 70 
SIX2_ISOVI|sco|na           ---- KKNGYAVDSSGKAPECLLSNYCNNECTKVHYADKGYCCLLSCYCFGLSDDKKVLDI SDTRKKYCDYTII N 70 
SIX1A_LEIQH|sco|na          ---- KKNGYAVDSKGKAPECFLSNYCNNECTKVHYADKGYCCLLSCYCFGLNDDKKVLEI SGTTKKYCDFTII N 70 
SIX1B_LEIQH|sco|na          ---- KKNGYAVDSKGKAPECFLSNYCNNECTKVHYADKGYCCLLSCYCFGLNDDKKVLEI SDTTKKYCDFTII N 70 
SIX1C_LEIQH|sco|na          ---- KKNGYAVDSKGKAPECFFSNYCNNECTKVHYAEKGYCCLLSCYCVGLNDDKKVMEI SDTRKKI CDTTII N 70 
SIX1D_LEIQH|sco|na          ---- KKNGFAVDSNGKAPECFFDHYCNSECTKVYYAEKGYCCTLSCYCVGLDDDKKVLDI SDTRKKLCDFTLFN 70 
                                **** : ****.**..** :: . : **  .  **** : **  .****  *.***.**  ***  * : .*  . : *.  **    



 

 175 

Kozclass1102 
 
JZT11_CHIJI|2A2V|spi|na|k      ----- ECRKMFGGCS---- VDSDCCA-- HLGCKPTL---- KY---- CAWDGTF---------- 34 
TXG2_PLEGU|spi|k               ----- ECRKMFGGCS---- VDSDCCA-- HLGCKPTL---- KY---- CAWDGT----------- 33 
TX1_STRCF|spi|k                ----- DCTRMFGACR---- RDSDCCP-- HLGCKPTS---- KY---- CAWDGTI ---------- 34 
TX1_SCOGR|1LA4|spi|k           ----- TCRYLFGGCK---- TTADCCK-- HLACRSDG---- KY---- CAWDGTF---------- 34 
TX1_HETMC|spi|k                ----- ECRYLFGGCS---- STSDCCK-- HLSCRSDW---- KY---- CAWDGTFS--------- 35 
TXHN1_GRARO|1D1H|spi|k|ca      ----- ECRYLFGGCK---- TTSDCCK-- HLGCKFRD---- KY---- CAWDFTFS--------- 35 
TXHN2_GRARO|spi|k              ----- ECRYLFGGCK---- TTADCCK-- HLGCKFRD---- KY---- CAWDFTFS--------- 35 
TX1_PSACA|spi|k                ---- SECRWFMGGCD---- STLDCCK-- HLSCKMGL---- YY---- CAWDGTF---------- 35 
TX2_PSACA|spi|k                ---- GACRWFLGGCK---- STSDCCE-- HLSCKMGL---- DY---- CAWDGTF---------- 35 
TX3_CERCR|spi|na               GVDKEGCRKLLGGCT---- I DDDCCP-- HLGCNKKY---- WH---- CGWDGTF---------- 39 
TX482_HYSGI|spi|ca             GVDKAGCRYMFGGCS---- VNDDCCP-- RLGCHSLF---- SY---- CAWDLTFSD-------- 41 
TX3_PSACA|spi                  ----- ECRWYLGGCK---- EDSECCE-- HLQCHSYW---- EW---- CLWDGSF---------- 34 
TXH5_ORNHU|spi                 ----- ECRWYLGGCS---- QDGDCCK-- HLQCHSNY---- EW---- CVWDGT----------- 33 
TXPR1_THRPR|spi|na|k|ca        ----- ECRYWLGGCS---- AGQTCCK-- HLVCSRRH---- GW---- CVWDGTFS--------- 35 
WGRTX_GRARO|1KOZ|spi|k|ca      ----- DCVRFWGKCS---- QTSDCCP-- HLACKSKW---- PR-- NI CVWDGSV---------- 36 
TX2_HETMC|spi|k                ----- ECRYFWGECN---- DEMVCCE-- HLVCKEKW---- PI TYKI CVWDRTF---------- 38 
TXG1D_PLEGU|spi|k              --- DGECGGFWWKCGS--- GKPACC-- PKYVCSPKW---- GL---- CNFPMP----------- 36 
TXG1E_PLEGU|spi|k              --- EGECGGFWWKCGS--- GKPACC-- PKYVCSPKW---- GL---- CNFPMP----------- 36 
JZTX3_CHIJI|2I1T|spi|na|k      --- DGECGGFWWKCGR--- GKPPCC-- KGYACSKTW---- GW---- CAVEAP----------- 36 
JZTX1_CHIJI|spi|na             ----- ACGQFWWKCGE--- GKPPCC-- ANFACKI GL---- YL---- C- IWSP----------- 33 
MTX4_GRARO|1TYK|spi            ----- GCLEFWWKCNP--- NDDKCCR- PKLKCSKLF---- KL---- CNFSF------------ 34 
TXHA1_SELHA|1NIX|spi|na        ----- ECKGFGKSCVP--- GKNECCS-- GYACNSRD---- KW---- CKVLL------------ 33 
TXHA3_SELHA|2JTB|spi|na        ----- GCKGFGDSCTP--- GKNECCP-- NYACSSKH---- KW---- CKVYL------------ 33 
TXH1_ORNHU|1QK6|spi|ca         ----- ACKGVFDACTP--- GKNECCP-- NRVCSDKH---- KW---- CKWKL------------ 33 
TXHA4_SELHA|1NIY|spi|na        ----- ECLGFGKGCNP--- SNDQCCKSSNLVCSRKH---- RW---- CKYEI ------------ 35 
TXHA5_SELHA|spi|na             ----- ECLGFGKGCNP--- SNDQCCKSANLVCSRKH---- RW---- CKYEI ------------ 35 
TXH4_ORNHU|1MB6|spi|na         ----- ECLEIF KACNP--- SNDQCCKSSKLVCSRKT---- RW---- CKYQI ------------ 35 
TX3_PARSR|spi|na               ----- DCLGFLWKCNP--- SNDKCCR- PNLVCSRKD---- KW---- CKYQI ------------ 34 
TX1_CERCR|spi|na               ----- DCLGWFKSCDP--- KNDKCCK-- NYTCSRRD---- RW---- CKYDL------------ 33 
TX2_CERCR|spi|na               ----- DCLGWFKSCDP--- KNDKCCK-- NYTCSRRD---- RW---- CKYYL------------ 33 
VSTX3_GRARO|spi|k              ----- DCLGWFKGCDP--- DNDKCCE-- GYKCNRRD---- KW---- CKYKLW----------- 34 
TX2_THEBL|spi|k                ---- DDCLGMFSSCDP--- KNDKCCP-- NRVCRSRD---- QW---- CKYKLW----------- 35 
TX3_THEBL|spi|k                ---- DDCLGMFSSCDP--- NNDKCCP-- NRVCRVRD---- QW---- CKYKLW----------- 35 
TX1_THEBL|spi|k                ---- AACLGMFESCDP--- NNDKCCP-- NRECNRKH---- KW---- CKYKLW----------- 35 
JZTX7_CHIJI|1ZJQ|spi|na        ----- GCGGLMAGCDG--- KSTFCCS-- GYNCSPTW---- KW---- CVYARP----------- 34 
TXH3_ORNHU|spi                 ----- DCAGYMREC----- KEKLCCS-- GYVCSSRW---- KW---- CVLPAP----------- 32 
VSTX1_GRARO|1S6X|spi|k         ----- ECGKFMWKCK---- NSNDCCK-- DLVCSSRW---- KW---- CVLASPF---------- 34 
TXP5_BRASM|spi                 ----- SCVDFQTKCK---- KDSDCCG-- KLECSSRW---- KW---- CVYPSPF---------- 34 
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MTX2_GRARO|1LUP|spi            ----- YCQKWMWTCDE--- E- RKCCE-- GLVCR----------- LWCKRII NM---------- 31 
TXP2_PARSR|spi|k               ----- YCQKWMWTCDE--- E- RKCCE-- GLVCR----------- LWCKRII NM---------- 31 
TXP1_PARSR|1V7F|spi|k          ----- YCQKWMWTCDS--- A- RKCCE-- GLVCR----------- LWCKKII ------------ 29 
AF2_GRARO|spi                  ----- YCQKWMWTCDE--- E- RKCCE-- GLVCR----------- LWCKKKI EW---------- 31 
VSTX2_GRARO|spi|k              ----- YCQKWMWTCDE--- E- RKCCE-- GLVCR----------- LWCKKKI EEG--------- 32 
AF1_GRARO|spi                  ----- YCQKWLWTCDS--- E- RKCCE-- DMVCR----------- LWCKKRL------------ 29 
TX1_GRARO|spi|na               ----- YCQKWMWTCDS--- K- RKCCE-- DMVCQ----------- LWCKKRL------------ 29 
TXPR2_THRPR|spi|na|ca          ----- YCQKWMWTCDS--- E- RKCCE-- GMVCR----------- LWCKKKLW----------- 30 
JZT12_CHIJI|spi|k              ----- YCQKWMWTCDS--- E- RKCCE-- GYVCE----------- LWCKYNL------------ 29 
JZTX5_CHIJI|spi|na|k           ----- YCQKWMWTCDS--- K- RACCE-- GLRCK----------- LWCRKII ------------ 29 
TXHP2_HETVE|1EMX|spi|k|ca      ---- DDCGKLFSGCDT--- N- ADCCE-- GYVCR----------- LWCKLDW------------ 30 
TXU2_HETVE|spi|ca              ---- DDCGGLFSGCDS--- N- ADCCE-- GYVCR----------- LWCKYKL------------ 30 
TXJ1_HETVE|spi|ca              ---- DDCGTLFSGCDT--- S- KDCCE-- GYVCH----------- LWCKYK------------- 29 
TXHP3_HETVE|spi|k|ca           ----- ECGTLFSGCST--- H- ADCCE-- GFI CK----------- LWCRYERTW---------- 31 
TX5B_HETVE|spi|ca              ---- ADCGWLFHSCES--- N- ADCCE-- NWACATTG---- RF- RYLCKYQI ------------ 36 
TXHP1_HETVE|spi|k|ca           ----- DCGTIWHYCGT--- DQSECCE-- GWKCS---------- RQLCKYVI DW---------- 33 
TX5A_HETVE|spi|ca              --- DDDCGWIMDDCTS--- D- SDCCP-- NWVCSKTG---- FV- KNI CKYEM------------ 37 
TXFK1_PSACA|1X5V|spi           ----- ACGIL HDNCVYVPAQNP- CCRG- L- QCRYGK---------- CLVQV------------ 33 
TXP7_APTSC|1WQB|spi            --- WLGCARVKEACG-- PWEWP- CCSG- L- KCDGSE---------- CHPQ------------- 32 
TOT1A_HADVE|1AXH|spi|ca        --- SPTCIP SGQPC--- PYNEN- CCSQ--- SCTFKE- NENGNTVKRCD--------------- 37 
TOT1C_HADVE|spi|ca             --- SSTCIP SGQPC--- PYNEN- CCSQ--- SCTFKE- NENGNTVKRCD--------------- 37 
TOT1B_HADVE|spi|ca             --- SSTCIP SGQPC--- PYNEN- CCSQ--- SCTYKE- NENGNTVKRCD--------------- 37 
TOT1E_HADVE|spi|ca             --- SPTCIP SGQPC--- PYNEN- CCSQ--- SCTYKE- NENGNTVKRCD--------------- 37 
TOT1B_HADFO|spi|ca             --- SPTCI RSGQPC--- PYNEN- CCSQ--- SCTFKT- NENGNTVKRCD--------------- 37 
TOT1D_HADVE|spi|ca             --- SPTCIP SGQPC--- PYNEN- CCSK--- SCTYKE- NENGNTVQRCD--------------- 37 
TOT1B_HADIN|spi|ca             --- SPTCIP TGQPC--- PYNEN- CCSQ--- SCTYKA- NENGNQVKRCD--------------- 37 
TOT1A_HADIN|spi|ca             ---- STCTPTDQPC--- PYHES- CCSG--- SCTYKA- NENGNQVKRCD--------------- 36 
TOT1C_HADIN|spi|ca             --- SSTCI RTDQPC--- PYNES- CCSG--- SCTYKA- NENGNQVKRCD--------------- 37 
TOT1F_HADVE|spi|ca             --- SAVCIP SGQPC--- PYSKY- CCSG--- SCTYKT- NENGNSVQRCD--------------- 37 
TOT1A_ATRRO|spi|ca             --- SSVCIP SGQPC--- PYNEH- CCSG--- SCTYKE- NENGNTVQRCD--------------- 37 
TXH10_ORNHU|1Y29|spi|ca        ----- KCLPPGKPCYGATQKIP - CCG---- VCSHNK---------- CT--------------- 28 
TXFK2_PSACA|spi                ----- RCLPAGKTCVRGPMRVP- CCG---- SCSQNK---------- CT--------------- 28 
TXH9_ORNHU|spi                 ---- II CAPEGGPC--- VAGI G- CCAG- L- RCSGAKLGLAG---- SCQ--------------- 34 
TXMG7_MACGS|spi                ---- II CAPEGGPC--- VVGI G- CCKG- Y- SCAPGLLGLVG---- HCQ--------------- 34 
TOT2A_HADIN|spi|ca             -- GVLDCVVNTLGCS-- SDKD-- CCGM- TPSCTL------ G---- I CAPS---- VGGIV GGLL 42 
TOT2B_HADIN|spi|ca             -- GVVDCVLNTLGCS-- SDKD-- CCGM- TPSCTL------ G---- I CAPS---- VGGLVGGLL 42 
TOT2A_HADVE|1G9P|spi|ca        --- LLACLFGNGRCS-- SNRD-- CCEL- TPVCKR------ G---- SCVSSGPGLVGGIL GGIL  45 
TXMG5_MACGS|2GX1|spi|na        ----- GCKLTFWKCK-- NKKE-- CCGW- N- ACAL------ G---- I CMPR------------- 29 
TXR3_MACRV|spi                 ----- GCKLTFWKCK-- NKKE-- CCGW- N- ACAL------ G---- I CMPR------------- 29 
TXM11_MACGS|spi|na             ----- SCKLTFWRCK-- KDKE-- CCGW- N- I CT------- G---- LCIPP ------------- 28 
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TXMG8_MACGS|spi                ----- DCKGLFRQCK-- KSSE-- CCKG- S- SCESDL--- TG---- LCIF NLP----------- 34 
TXAG_AGEOP|2E2S|spi|ca         ---- GGCLPHNRFCN-- ALSGPRCCSG- L- KCKELS--- IW-- DSRCL--------------- 35 
TXAG_AGEOR|spi|ca              ---- GGCLPHNRFCN-- ALSGPRCCSG- L- KCKELS--- IW-- DSRCL--------------- 35 
SCX1_OPICA|sco                 ---- GDCLPHLKRCK-- ENND-- CCS-- K- KCKRRG--- TNP- EKRCR--------------- 33 
SCX2_OPICA|sco                 ---- GDCLPHLKRCK-- ENND-- CCS-- K- KCKRRG--- ANP- EKRCR--------------- 33 
SCXC_SCOMA|1C6W|sco            ---- GDCLPHLKLCK-- ENKD-- CCS-- K- KCKRRG--- TNI - EKRCR--------------- 33 
IPTXA_PANIM|1IE6|sco|ca        ---- GDCLPHLKRCK-- ADND-- CCG-- K- KCKRRG--- TNA- EKRCR--------------- 33 
TX27_PHORI|spi                 ---- IA CAPRGLLCF-- RDKE-- CCKG- L- TCKGRF--- VNTWPTFCLV-------------- 36 
TX32_PHOKE|spi                 ---- IA CAPRGQLCF-- SDKL-- CCI G- L- RCKSRV--- ANMWPTFCLV-------------- 36 
TX27_PHONI|spi                 ---- IA CAPRFSLCN-- SDKE-- CCKG- L- RCKSRI --- ANMWPTFCSQ-------------- 36 
TX13_PHONI|spi                 ---- VFCRSNGQQCT-- SDGQ-- CCY-- G- KCMTAF--- MG--- KI CMR-------------- 32 
TX24_PHONI|spi                 ---- VFCRFNGQQCT-- SDGQ-- CCY-- G- KCRTAF--- MG--- KI CM--------------- 31 
T244_PHONI|spi                 ---- VFCRFNGQQCT-- SDGQ-- CCY-- G- KCRTAF--- LR--- MICMGG------------- 33 
TX17_PHORI|spi                 ---- AFCRFNGQQCT-- SDGQ-- CCN-- G- RCI NAF--- QG--- RI CI G-------------- 32 
TX21_PHOKE|spi                 ---- AFCKYNGEQCT-- SDGQ-- CCN-- G- RCRTAF--- MG--- KI CMG-------------- 32 
F256_OLIOR|spi                 ---- APCTYPGQQCK-- SDDE-- CCH-- G- TCKTAF--- I G--- RI CMR-------------- 32 
TXMG1_MACGS|spi                ------ CMGYDI HCTD--- RLP- CCFG-- LECVKTSGY- WWYKKTYCR- RKS----------- 38 
TXMG2_MACGS|spi                ------ CMGYDI ECNE--- NLP- CCKHRKLECVETSGY- WWYKRKYCRPI KG----------- 41 
TXLT4_LASPA|spi                ------ CGGVDAPCDK--- DRPDCCSY-- AECLRPSGYGWWHGTYYCYRKRER---------- 42 
TXVL2_CORVA|spi                ----- ACSRAGENCY---- KSGRCCD-- GLYCKAYV-------- VTCYKP------------- 31 
SCXC1_MESMA|sco                ----- GCNRLNKKCN---- SDGDCCRY- GERCI STG--- VNY--- YCRPDFGP---------- 37 
TXP1_PSACA|1LMM|spi|na         ---- EDCIP KWKGCVN--- RHGDCCE-- GLECWKRR--- RSF-- EVCVPKTPKT--------- 40 
TX22_PHONI|spi                 ---- MPCPKIL KQCK---- SDEDCCR-- GWKCFGFS----- I KDKMCI SR------------- 35 
TXM10_MACGS|spi                ----- ACLAEYQKCEG--- STVPCCP-- GLSCSAGR---- FRKTKLCTK-------------- 35 
                                     *       *          **       *               *    
 
 
Kozclass1202 
 
TOT2A_ATRIL|spi|ca       RLLDCVLSRVCSPDANCCGLTPI CKMG---- LCVPKVGGLLGGLLGGIL  45 
TOT2B_ATRIL|spi|ca       RLLDCVLSRVCSSDANCCGLTPTCKMG---- LCVPKVGGLLGGLLGGIL  45 
TX29_PHONI|spi|na        SF-- CIPF KPCKSDENCCKKFK- CKTTGIV KLCRW-------------- 32 
TXL1_ORNHU|1QK7|spi      --- GCLGDK- CDYNNGCCSGYV- CSR-- TWKWCVLAGPW---------- 32 
                             * :  : *.  : .**      *.        *               
 
 
 
Kozclass1403 
 
TXDT1_ATRRO|1QDP|spi|na      CAKKRNWCGKNED- CCCPMKCI YAWYNQQ---- GSCQTTI TGLFK- KC-- 42 
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TXDT1_HADSP|spi|na           CAKKRNWCGKNED- CCCPMKCI YAWYNQQ---- GSCQSTI TGLFK- KC-- 42 
TXDT1_HADVE|1VTX|spi|na      CAKKRNWCGKTED- CCCPMKCVYAWYNEQ---- GSCQSTI SALWK- KC-- 42 
TDM1A_MISBR|spi|na           CAKKREWCAKTED- CCCPMKCI YAWYNEQ---- SSCQTTFSGMFK- KC-- 42 
TDT1B_HADVE|spi|na           CSRSDGWCGKTED- CCCPMKCI KAWYKQN---- GNCQNTI SAIWK- NC-- 42 
TXM14_MACGS|spi|na           CARKRAWCEKTEN- CCCPMKCI YAWYNGQ---- SSCDHTI STIWT- SCPK 44 
TXMG4_MACGS|spi|na           CGSKRAWCKEKKD- CCCGYNCVYAWYNQQ---- SSCERKWKYLFTGEC-- 43 
TXR1_MACRV|spi               CGTNRAWCRNAKDHCCCGYSCVKPIWASKPEDDGYCWKKFG----- GC-- 43 
                             *.  .   **  : :: ***   .* : .  :  :    : *    :  ::   *    
 
 
Kozclass1502 
 
TJT1A_HADVE|spi|k           - TI CTGADRPCAACCPCCPGTSCQGPESNGVVYCRNF-- 36 
TJT1B_HADVE|spi|k           - TI CTGADRPCAACCPCCPGTSCQGPEPNGVSYCRND-- 36 
TJT1A_HADFO|spi|k           SPTCTGADRPCAACCPCCPGTSCKGPEPNGVSYCRND-- 37 
TJT1C_HADVE|1DL0|spi|k      - AI CTGADRPCAACCPCCPGTSCK- AESNGVSYCRKDEP 37 
                             .  ******************** : .*.***  *** :    
 
 
Kozclass2110 
 
 
TXC2_HOLCU|spi               --------- ADCVGDGQRCADWAGPY--- CCS--------- GYYCSCRSM----------- PYCRCRSDS---------------- 38 
TXMG3_AGEAP|spi              --------- ADCVGDGQRCADWAGPY--- CCS--------- GYYCSCRSM----------- PYCRCRSDS---------------- 38 
TXC3_HOLCU|spi               --------- ADCVGDGQKCADWFGPY--- CCS--------- GYYCSCRSM----------- PYCRCRSDS---------------- 38 
TXDP2_PARLU|1V91|spi|na      ---------- ACVGDGQRCASWSGPY--- CCD--------- GYYCSCRSM----------- PYCRCRNNS---------------- 37 
TXDP1_PARLU|1V90|spi|na      ---------- GCLGEGEKCADWSGPS--- CCD--------- GFYCSCRSM----------- PYCRCRNNS---------------- 37 
TXDP4_PARLU|spi|na           ---------- ACATKNQRCASWAGPY--- CCD--------- GFYCSCRSY----------- PGCMCRPNS---------------- 37 
TXMG2_AGEAP|spi              ---------- ECATKNKRCADWAGPW--- CCD--------- GLYCSCRSY----------- PGCMCRPSS---------------- 37 
TXMG1_AGEAP|1EIT|spi         ---------- ECVPENGHCRDWY- DE--- CCE--------- GFYCSCRQP----------- PKCI CRNNN---------------- 36 
TXC1_HOLCU|spi               ---------- SCVGEYGRCRSAY- ED--- CCD--------- GYYCNCSQP----------- PYCLCRNNN---------------- 36 
TXMG4_AGEAP|spi              ---------- ACVGENQQCADWAGPH--- CCD--------- GYYCTCRYF----------- PKCI CRNNN---------------- 37 
TXMG5_AGEAP|spi              ---------- ACVGENKQCADWAGPH--- CCD--------- GYYCTCRYF----------- PKCI CRNNN---------------- 37 
TXMG6_AGEAP|spi              ---------- DCVGESQQCADWAGPH--- CCD--------- GYYCTCRYF----------- PKCI CVNNN---------------- 37 
TXMO_HADIN|1KQH|spi|na       ---------- KCLAEAADCSPWSGDS--- CCK--------- PYLCSCIFF ----------- YPCSCRPKGW--------------- 38 
TXDP3_PARLU|spi              --------- ADCLNEGDWCADWSGPS--- CCG--------- EMWCSCPGF----------- GKCRCKK------------------ 36 
SFI3_SEGFL|spi               --------- KECMVDGTVCYI HNHND--- CCG----------- SCLCLNGPIA RPWEM- MVGNCKCGPKA---------------- 46 
SFI4_SEGFL|spi               --------- KECMVDGTVCYI HNHND--- CCG----------- SCLCLNGPIA RPWKM- MVGNCKCGPKA---------------- 46 
SFI6_SEGFL|spi               --------- KECMTDETVCYI HNHND--- CCG----------- SCLCLNGPIA RPWEM- MVGNCKCGPKA---------------- 46 
SFI1_SEGFL|spi               --------- KECMTDGTVCYI HNHND--- CCG----------- SCLCSNGPIA RPWEM- MVGNCMCGPKA---------------- 46 
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SFI5_SEGFL|spi               --------- KECMVDGTVCYI HNHND--- CCG----------- SCLCPNGPLARPWEM- LVGNCKCGPKA---------------- 46 
SFI8_SEGFL|spi               --------- KECMADGTVCYI HNHND--- CCG----------- SCLCPNGPLARPWEM- LVGNCKCGPKA---------------- 46 
SFI7_SEGFL|spi               --------- KECMADGTVCYI HNHND--- CCG----------- SCLCPNGPLARPWEV- LVGNCKCGPKA---------------- 46 
SFI2_SEGFL|spi               --------- KECMADETVCYI HNHNN--- CCG----------- SCLCLNGPYARPWEM- LVGNCKCGPKE---------------- 46 
TXC1_CUPSA|spi|ca            ---------- SCIP KHEEC- TNDKHN--- CCRK----- GLFKLKCQCSTFDDESGQP--- TERCACGRPMGHQAI ETGLNIF ---- 60 
TXC9_CUPSA|spi|ca            ------ KDDKNCIP KHHEC- TNDKKN--- CCKK----- GLTKMKCKCFTVADAKGAT--- SERCACDSSLLQKFGFTGLHII KGLF 68 
TX35_PHONI|spi|ca            ---------- GCI GRNESC- KFDRHG--- CC--------- WPWSCSCWNKEGQPES---- DVWCECSLKI GK-------------- 45 
TX1A_GEOA2|spi|ca            -------- EKSCI TWRNSC- MHNDKG--- CC--------- FPWSCVCWSQTVSRNSSR- KEKKCQCRLW----------------- 47 
TX19_PHOKE|spi               --------- GKCADAWKSCDN--- LP--- CCV- V---- NGYSRTCMCS------------ ANRCNCEETKKLREHFGR-------- 46 
TX33A_PHONI|spi|ca           --------- G- CADAYKSCNHP-- RT--- CCDGY---- NGYKRACI CS------------ GSNCKCK------------------- 36 
TX3A_PHONI|spi|ca            ---------- ACADVYKECWYPE- KP--- CCK--------- DRACQCTL----------- GMTCKCKA------------------ 34 
TX32_PHONI|spi|ca            ---------- ACAGLYKKCGKGA- SP--- CCE--------- DRPCKCDLA---------- MGNCI CK------------------- 34 
TX37_PHORI|spi|ca            ---------- ACAGLYKKCGKGV- NT--- CCE--------- NRPCKCDLA---------- MGNCI CKK-- KFVEFFGG-------- 43 
TX31_PHONI|spi|ca            --------- AECAAVYERCGKGY- KR--- CCE--------- ERPCKCNIV ---------- MDNCTCKK-- FI SE------------ 40 
TX325_SEGFL|spi|ca           --------- GSCI ESGKSCTHSRSMKNGLCCP--------- KSRCNCRQI QHRHDYLGKRKYSCRCS------------------- 49 
TXI92_DIGCA|spi|na           AKDGDVEGPAGCKKYDVECDSGE------ CCQKQYLWYKWRPLDCRCLKSG------- FFSSKCVCRDV----------------- 56 
                                        *       *           **              *  *                 *  *                      
 
 
Kozclass2310 
 
TOG4A_AGEAP|1IVA|spi|ca      -------- KKKCIA KDYGRCKWGGTPCC--------- RGRGCI CSIMGTN--- CECKPRLIMEGLGLA---- 48 
TOG4B_AGEAP|1AGG|spi|ca      -------- EDNCIA EDYGKCTWGGTKCC--------- RGRPCRCSMIGTN--- CECTPRLIMEGLSFA---- 48 
TXI11_DIGCA|spi|na           AKDGDVKGPAGCMKYKSGDCR-- GKTCCDQQYLWYKWRNLACRCFTVEVFKKDCWCNDI S------------ 58 
                                        * :  .  *  *    *.  **          *.   * *  .        * *    
 
 
 
NOT KNOTTINS : 
 
6C_N3.x.x.5.4 
 
TX2_EURCA|spi             IF ECVFSCDI EKEGK- PCKPKGEKKCSGGWKCKI KLCLKI  39 
TXP1_BRASM|spi            IF ECVFSCDI EKEGK- PCKPKGEKKCSGGWKCKI KLCLKI  39 
TXP1_BARRH|spi            IL ECVFSCDI KKEGK- PCKPKGEKKCTGGWRCKI KLCLKI  39 
TXP2_BARRH|spi            IF ECVFSCDI KKEGK- PCKPKGEKKCTGGWRCKI KLCLKI  39 
TX1_EURCA|spi             IF ECVFSCDI EKEGK- PCKPKGEKKCTGGWKCKI KLCLKI  39 
TXH21_ORNHU|1I25|spi      LFECSFSCEI EKEGDKPCKKK--- KCKGGWKCKFNMCVKV 37 
TXH22_ORNHU|spi           LFECSFSCEQEKEGDKPCKKK--- KCKGGWKCKFNMCVKV 37 
TXH7_ORNHU|spi            - FECSFSCEI EKEGDKPCKKK--- KCKGGWKCKFNMCVKV 36 
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TXH23_ORNHU|spi           - FECSI SCEI EKKGE- SCKPK--- KCKGGWKCKFNMCVKV 35 
TXH8_ORNHU|spi            - FECSI SCEI EKKGE- SCKPK--- KCKGGWKCKFNMCVKV 35 
                           : **  : ** : : * : *.  .**  *    **.*** : ** ::: * : * : 
 
 
6C_N2.3.5.4.1 
 
KA131_TITCA|1JLZ|sco|k      ACGSCRKKCKGSGKCI NGRCKCY 23 
KA133_TITPA|sco|k           ACGSCRKKCKGPGKCI NGRCKCY 23 
                            ***********.***********  
 
 
6C_N2.3.8.4.1_A 
 
KAX83_LEIQH|sco             VSCEDCPDHCSTQKARAKCDNDKCVCEPI  29 
KAX84_LEIQH|sco             VSCEDCPDHCSTQKARAKCDNDKCVCEPK 29 
KAX81_ANDMA|1ACW|sco|k      VSCEDCPEHCSTQKAQAKCDNDKCVCEPI  29 
KAX82_MESMA|1WM7|sco|k      ATCEDCPEHCATQNARAKCDNDKCVCEPK 29 
                            . : ***** : ** : ** : * : ************   
 
 
6C_N2.3.8.4.1_B 
 
SCBT1_BUTJU|sco|ca          VGCEECPAHCKGKNAKPTCDDGVCNCNV---- 28 
SCBT2_BUTJU|sco|ca          VGCEECPAHCKGKNAIP TCDDGVCNCNV---- 28 
KAX92_MESMA|1WM8|sco|k      VGCEECPMHCKGKNANPTCDDGVCNCNV---- 28 
KAX95_BUTOC|sco|k           VGCEECPMHCKGKHAVPTCDDGVCNCNV---- 28 
KAX91_MESMA|1DU9|sco|k      VGCEECPMHCKGKNAKPTCDDGVCNCNV---- 28 
KAX93_LEIQH|sco             VGCEECPMHCKGKNAKPTCDNGVCNCNV---- 28 
KAX94_MESTA|sco|k           VGCAECPMHCKGKMAKPTCENEVCKCNI GKKD 32 
                            ***  ***  *****  *  *** :: ** : ** :     
 
 
6C_N5.3.5.4.1_A 
 
KA142_MESMA|1PVZ|sco|k      TPFAI KCATDADCSRKCPGNPPCRNGFCACT 31 
KA141_MESMA|sco|k           TPFAI KCATDADCSRKCPGNPSCRNGFCACT 31 
KA144_MESMA|sco|k           TPFAI KCATNADCSRKCPGNPPCRNGFCACT 31 
KA143_MESMA|sco|k           TPFEVRCATDADCSRKCPGNPPCRNGFCACT 31 
                            ***  :: *** : ***********.*********  
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6C_Nx.3.x.4.1 
 
KA101_CENNO|1PJV|sco|k      ------- AVC- VYRTCDKDCKRR- GYRSG- KCI NNACKCYPY 32 
KA102_CENNO|sco|k           ------- VAC- VYRTCDKDCTSR- KYRSG- KCI NNACKCYPY 32 
KAX51_LEIQH|1SCY|sco|k      ------- AFC- NLRMCQLSCRSL- GLL- G- KCI GDKCECVKH 31 
KAX53_MESMA|sco|k           ------- AVC- NLKRCQLSCRSL- GLL- G- KCI GDKCECVKH 31 
KAX52_ANDMA|1PNH|sco|k      ------- TVC- NLRRCQLSCRSL- GLL- G- KCI GVKCECVKH 31 
KAX54_MESTA|sco|k           ------- AFC- NLRRCELSCRSL- GLL- G- KCI GEECKCVPY 31 
KAX55_MESTA|sco|k           ------- AFC- NLRRCELSCRSL- GLL- G- KCI GEECKCVPH 31 
KA191_MESMA|1Q2K|sco|k      ------- AAC- YSSDCRVKCVAM- GFSSG- KCI NSKCKCYK- 31 
KAX28_CENEL|sco|k           --- TVI NVKCTSPKQCLKPCKDLYGPHAGAKCMNGKCKCYNN 39 
KAX29_CENEL|sco|k           --- TII NVKCTSPKQCLKPCKDLYGPHAGAKCMNGKCKCYNN 39 
KAX21_CENNO|1SXM|sco|k      --- TII NVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN 39 
KAX2B_CENEL|sco|k           --- TII NVKCTSPKQCLLPCKEI YGI HAGAKCMNGKCKCYKI  39 
KAX2C_CENEL|sco|k           --- TII NVKCTSPKQCLPPCKEI YGRHAGAKCMNGKCHCSKI  39 
KAX22_CENMA|1MTX|sco|k      --- TII NVKCTSPKQCLPPCKAQFGQSAGAKCMNGKCKCYPH 39 
KAX25_CENLM|1HLY|sco|k      --- TVI DVKCTSPKQCLPPCKAQFGI RAGAKCMNGKCKCYPH 39 
KAX23_CENLL|sco|k           --- I TI NVKCTSPQQCLRPCKDRFGQHAGGKCI NGKCKCYP- 38 
KAX2A_CENEL|sco|k           --- IFI NVKCSLPQQCLRPCKDRFGQHAGGKCI NGKCKCYP- 38 
KAX41_TITSE|1HP2|sco|k      --- VFI NAKCRGSPECLPKCKEAI GKAAG- KCMNGKCKCYP- 37 
KAX45_TITCO|sco|k           --- VFI NVKCRGSPECLPKCKEAI GKSAG- KCMNGKCKCYP- 37 
KAX43_TITDI|sco|k           --- VFI NVKCTGSKQCLPACKAAVGKAAG- KCMNGKCKCYT- 37 
KAX44_TITCA|sco|k           --- VFI NVKCRGSKECLPACKAAVGKAAG- KCMNGKCKCYP- 37 
KAX24_CENNO|sco|k           --- TII NEKCFATSQCWTPCKKAI GSLQS- KCMNGKCKCYNG 38 
KAX32_LEIQH|1AGT|sco|k      -- GVPI NVSCTGSPQCI KPCKDA- GMRFG- KCMNRKCHCTPK 38 
KAX33_LEIQH|sco|k           -- GVPI NVPCTGSPQCI KPCKDA- GMRFG- KCMNRKCHCTPK 38 
KAX31_ANDMA|2KTX|sco|k      -- GVEI NVKCSGSPQCLKPCKDA- GMRFG- KCMNRKCHCTPK 38 
KAX34_LEIQH|sco|k           -- GVPI NVKCTGSPQCLKPCKDA- GMRFG- KCI NGKCHCTPK 38 
KAX38_BUTSI|sco|k           -- GVPI NVKCRGSPQCI QPCRDA- GMRFG- KCMNGKCHCTPQ 38 
KAX37_ORTSC|1SCO|sco|k      -- GVII NVKCKI SRQCLEPCKKA- GMRFG- KCMNGKCHCTPK 38 
KAX36_MESMA|1BKT|sco|k      --- VGI NVKCKHSGQCLKPCKDA- GMRFG- KCI NGKCDCTPK 37 
KAX39_BUTOC|sco|k           - GNVGIPV SCKHSGQCI KPCKDA- GMRFG- KCMNRKCDCT-- 37 
KA162_MESMA|1M2S|sco|k      --- GLI DVKCFASSECWTACKKVTGSGQG- KCQNNQCRCY-- 36 
KA163_MESMA|sco|k           -- FGLI DVKCFASSECWIACKKVTGSVQG- KCQNNQCRCY-- 37 
KAX17_LEIQH|sco|k           --- GLI DVRCYDSRQCWIACKKVTGSTQG- KCQNKQCRCY-- 36 
KA161_MESTA|sco|k           --- DLI DVKCI SSQECWIACKKVTGRFEG- KCQNRQCRCY-- 36 
KAX11_LEIQH|2CRD|sco|k      --- QFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRG- KCMNKKCRCYS- 37 
KAX1C_LEIQH|sco|k           --- QFTDVSCTTSKECWSVCQRLHNTSI G- KCMNKKCRCYS- 37 
KAX1D_LEIQH|sco|k           --- QFTNVSCTTSKECWSVCEKLYNTSRG- KCMNKKCRCYS- 37 
KAX12_LEIQH|1LIR|sco|k      --- QFTQESCTASNQCWSI CKRLHNTNRG- KCMNKKCRCYS- 37 
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KAX16_MESMA|2BMT|sco|k      --- QFTNVSCSASSQCWPVCKKLFGTYRG- KCMNSKCRCYS- 37 
KAX14_CENLM|sco|k           --- VFI DVSCSVSKECWAPCKAAVGTDRG- KCMGKKCRCYX- 37 
KAX1B_CENNO|sco|k           --- TFI DVDCTVSKECWAPCKAAFGVDRG- KCMGKKCKCYV- 37 
KAX13_MESTA|sco|k           --- QFTDVDCSVSKECWSVCKDLFGVDRG- KCMGKKCRCYQ- 37 
KAX15_MESMA|1BIG|sco|k      --- QFTDVKCTGSKQCWPVCKQMFGKPNG- KCMNGKCRCYS- 37 
KGX21_BUTEU|1J5J|sco|k      --- RPTDI KCSESYQCFPVCKSRFGKTNG- RCVNGFCDCF-- 36 
KGX22_MESMA|sco|k           --- RPTDI KCSASYQCFPVCKSRFGKTNG- RCVNGLCDCF-- 36 
KAX71_PANIM|2PTA|sco|k      ---- DKTI SCTNPKQCYPHCKKETGYPNA- KCMNRKCKCF-- 35 
KAX72_PANIM|1C49|sco|k      ------ TI SCTNEKQCYPHCKKETGYPNA- KCMNRKCKCFGR 35 
KAX1A_PARTR|sco|k           ---- EVDMRCKSSKECLVKCKQATGRPNG- KCMNRKCKCYPR 37 
KAX42_TITSE|1TSK|sco|k      --- VVI GQRCYRSPDCYSACKKLVGKATG- KCTNGRCDC--- 35 
KA151_ANDAU|sco|k           -- QNETNKKCQGGS- CASVCRRVI GVAAG- KCI NGRCVCYP- 37 
KA155_ANDAU|sco|k           -- QVETNKKCQGGS- CASVCRRVI GVAAG- KCI NGRCVCYP- 37 
KA153_ANDMA|sco|k           -- QI ETNKKCQGGS- CASVCRKVI GVAAG- KCI NGRCVCYP- 37 
KA152_MESMA|sco|k           -- QVETNVKCQGGS- CASVCRKAI GVAAG- KCI NGRCVCYP- 37 
KA157_ANDAM|sco|k           NGQVQTNKKCKGGS- CASVCAKEI GVAAG- KCI NGRCVC--- 37 
KA158_MESMA|sco|k           -- QVQTNVKCQGGS- CASVCRREI GVAAG- KCI NGKCVCYRN 38 
KA156_TITDI|2AXK|sco|k      -- QI DTNVKCSGSSKCVKI CI DRYNTRGA- KCI NGRCTCYP- 38 
KA181_TITCA|2JP6|sco|k      --- TGPQTTC- QAAMCEAGCKGL- GKSME- SCQGDTCKCKA- 35 
KA182_TITDI|sco|k           --- TGPQTTC- QASTCEAGCKQI - GKSMK- SCQGDTCECA-- 34 
KA183_TITDI|sco             -- GEGPKSDC- KPDLCEAACKDL- GKPMD- FCKDGTCKCKD- 36 
                                     *      *    *            *  .   *  *     
 
 
8C_N2.4.5 
 
KA121_TITSE|1C56|sco|k      WCSTCLDLACGASRECYDPCFKAFGRAHGKCMNNKCRCYT 40 
KA122_TITTR|sco|k           WCSTCLDLACGASRECYDPCFKAFGRAHGKCMNNKCRCYT 40 
KA123_TITCO|sco|k           WCSTCLDLECGASRECYDPCFKAFGRAHGKCMNNKCRCYT 40 
                            ********  *******************************  
 
 
8C_N3.5.3 
 
SCXA_BUTOM|sco|na           -- VRDAYIA QNYNCVYDCARDAYCNDLCTKNGAKS---- GYCEWFGPHGDACWCI DLPNNVPI K-- VEG- KCHRK 66 
SCXB_BUTOM|sco|na           -- VRDAYIA QNYNCVYDCARDAYCNELCTKNGAKS---- GHCEWFGPHGDACWCI DLPNNVPI K-- VEG- KCHRK 66 
SCXD_BUTOM|sco|na           -- VRDAYIA QNYNCVYHCGRDAYCNELCSKNGAKSRTRGGYCHWFGPHGDACWCI DLPNNVPI K-- VEG- KCHRK 70 
SC12_MESMA|1OMY|sco|na      -- VRDAYIA QNYNCVYHCARDAYCNELCTKNGAKS---- GSCPYLGEHKFACYCKDLPDNVPI R-- VPG- KCH-- 64 
SCX3_LEIQU|1LQQ|sco|na      -- VRDAYIA KNYNCVYECFRDSYCNDLCTKNGASS---- GYCQWAGKYGNACWCYALPDNVPI R-- VPG- KCH-- 64 
SCXA_LEIQH|2ASC|sco|na      -- VRDAYIA KNYNCVYECFRDAYCNELCTKNGASS---- GYCQWAGKYGNACWCYALPDNVPI R-- VPG- KCHRK 66 
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SCXC_BUTOM|sco|na           -- VRDAYIA QNYNCVYTCFKDAHCNDLCTKNGASS---- GYCQWAGKYGNACWCYALPDNVPI R-- IP G- KCHRK 66 
SIX1_BUTOC|sco|na           -- VRDAYIA QNYNCVYFCMKDDYCNDLCTKNGASS---- GYCQWAGKYGNACWCYALPDNVPI R-- IP G- KCHS- 65 
SCXB_ANDAU|sco|na           DSARDAYIA KNDNCVYECFQDSYCNDLCTKNGAKS---- GTCDWIGTYGDACLCYALPDNVPI K-- LSG- EC--- 65 
SCX1_MESMA|1DJT|sco|na      -- VRDAYIA KPHNCVYECARNEYCNDLCTKNGAKS---- GYCQWVGKYGNGCWCI ELPDNVPI R-- VPG- KCH-- 64 
SC16_MESMA|sco|na           -- VRDAYIA KPHNCVYECARNEYCNDLCTKNGAKS---- GYCQWVGKYGNGCWCKELPDNVPI R-- VPG- KCH-- 64 
SCX2_MESMA|sco|na           -- VRDAYIA KPHNCVYECARNEYCNDLCTKDGAKS---- GYCQWVGKYGNGCWCI ELPDNVPI R-- IP G- NCH-- 64 
SCM2_MESMA|1CHZ|sco|na      -- VRDAYIA KPHNCVYECARNEYCNNLCTKNGAKS---- GYCQWSGKYGNGCWCI ELPDNVPI R-- VPG- KCH-- 64 
SCX7_MESMA|1KV0|sco|na      -- VRDGYIALP HNCAYGCLNNEYCNNLCTKDGAKI ---- GYCNIV GKYGNACWCI QLPDNVPI R-- VPG- RCHPA 66 
SC10_MESMA|sco|na           -- VRDGYIALP HNCAYGCLLNEFCNDLCTKNGAKI ---- GYCNI QGKYGNACWCI ELPDNVPI R-- VPG- RCHPS 66 
SCX4_MESMA|1SN4|sco|na      -- VRDAYIA KPENCVYHCAGNEGCNKLCTDNGAES---- GYCQWGGRYGNACWCI KLPDDVPI R-- VPG- KCH-- 64 
SC13_MESMA|sco|na           -- VRDAYIA KPENCVYHCAGNEGCNKLCTDNGAES---- GYCQWGGRYGNACWCI KLPDDVPI R-- VPG- KCH-- 64 
SCX9_MESMA|sco|na           -- VRDAYIA KPENCVYHCATNEGCNKLCTDNGAES---- GYCQWGGRYGNACWCI KLPDRVPI R-- VPG- KCH-- 64 
SCXB_MESMA|sco|na           -- VRDAYIA KPENCVYHCATNEGCNKLCTDNGAES---- GYCQWGGKYGNACWCI KLPDDVPI R-- VPG- KCH-- 64 
SCX3_MESMA|sco|na           -- VRDAYIA KPENCVYECATNEYCNKLCTDNGAES---- GYCQWVGRYGNACXCI KLPDRVPI R-- VWG- KCHG- 65 
SCXA_MESMA|sco|na|k         -- VRDAYIA KPENCVYECGI TQDCNKLCTENGAES---- GYCQWGGKYGNACWCI KLPDSVPI R-- VPG- KCQ-- 64 
SCX8_MESMA|1SNB|sco|na      -- GRDAYIA DSENCTYFCGSNPYCNDVCTENGAKS---- GYCQWAGRYGNACYCI DLPASERI K-- EPG- KCG-- 64 
MKTX2_MESMA|sco             -- GRDAYIA DSENCTYFCGSNPYCNDLCTENGAKS---- GYCQWAGRYGNACWCI DLPDKVPI R-- IP G- PCR-- 64 
MKTX1_MESMA|sco             -- GRDAYIA DSENCTYTCALNPYCNDLCTKNGAKS---- GYCQWAGRYGNACWCI DLPDKVPI R-- I SG- SCR-- 64 
MKTX3_MESMA|sco             -- GRDAYIA KKENCTYFCALNPYCNDLCTKNGAKS---- GYCQWAGRYGNACWCI DLPDKVPI R-- IP G- PCI -- 64 
SCX1_BUTOC|sco|na           -- GRDAYIA QPENCVYECAQNSYCNDLCTKNGATS---- GYCQWLGKYGNACWCKDLPDNVPI R-- IP G- KCHF- 65 
SCX4_BUTOM|sco|na           -- GRDAYIA QPENCVYECAKNSYCNDLCTKNGAKS---- GYCQWLGKYGNACWCEDLPDNVPI R-- IP G- KCHF- 65 
SCX2_BUTOC|sco|na           -- GRDAYIA QPENCVYECAKNSYCNDLCTKNGAKS---- GYCQWLGRWGNACYCI DLPDKVPI R-- I EG- KCHF- 65 
SCXI_BUTOM|sco|na           -- GRDAYIA QPENCVYECAKSSYCNDLCTKNGAKS---- GYCQWLGRWGNACYCI DLPDKVPI R-- I EG- KCHFA 66 
SCX1_MESTA|2A7T|sco|na      -- GEDGYIA DGDNCTYI CTFNNYCHALCTDKKGDS---- GACDWWVPYGVVCWCEDLPTPVPIR-- GSG- KCR-- 64 
SCX1_ORTSC|sco|na           -- ERDGYIV QLHNCVYHCGLNPYCNGLCTKNGATS--- GSYCQWMTKWGNACYCYALPDKVPI KW- LDP- KCY-- 66 
SCXE_BUTEU|sco|na           -- ARDAYIA DDRNCVYTCALNPYCDSECKKNGAD---- GSYCQWLGRFGNACWCKNLPDDVPI RK- IP GEECR-- 66 
SCX2_LEIQH|sco|na           -- I KDGYIV DDVNCTYFCGRNAYCNEECTKLKGES---- GYCQWASPYGNACYCYKLPDHVRTK-- GPG- RCR-- 64 
SCX8_ANDMA|sco|na           -- LKDGYIV NDI NCTYFCGRNAYCNELCI KLKGES---- GYCQWASPYGNSCYCYKLPDHVRTK-- GPG- RCND- 65 
SCXB_BUTOC|sco|na           -- LKDGYIV DDRNCTYFCGTNAYCNEECVKLKGES---- GYCQWVGRYGNACWCYKLPDHVRTV-- QAG- RCRS- 65 
SCX5_ANDMA|sco|na           -- LKDGYII DDLNCTFFCGRNAYCDDECKKKGGES---- GYCQWASPYGNACWCYKLPDRVSI K-- EKG- RCN-- 64 
SCX5_LEIQU|sco|na           -- LKDGYIV DDKNCTFFCGRNAYCNDECKKKGGES---- GYCQWASPYGNACWCYKLPDRVSI K-- EKG- RCN-- 64 
SC11_MESMA|sco|na           -- VKDGYIA DDRNCPYFCGRNAYCDGECKKNRAES---- GYCQWASKYGNACWCYKLPDDARIM-- KPG- RCNGG 66 
SC15_MESMA|sco|na           -- VRDGYIA DDKNCAYFCGRNAYCDDECKKNGAES---- GYCQWAGVYGNACWCYKLPDKVPI R-- VPG- KCNGG 66 
SCAA_MESMA|sco|na           -- VRDGYIA DDKNCAYFCGRNAYCDDECKKNGAES---- GYCQWAGVYGNACWCYKLPDKVPI R-- VPG- KCNGG 66 
SCA3_MESMA|sco|na           -- VRDGYIA DDKNCAYFCGRNAYCDDECKKKGAES---- GYCQWAGVYGNACWCYKLPDKVPI R-- VPG- KCNGG 66 
SCA4_MESMA|sco|na           -- VRDGYIA DDKNCAYFCGRNAYCDDECKKKGAES---- GYCQWAGVYGNACWCYKLPDKVPI R-- VPG- RCNGG 66 
SCA1_MESMA|sco|na           -- VRDGYIA DDKNCPYFCGRNAYCDDECKKNGAES---- GYCQWAGVYGNACWCYKLPDKVPI R-- VPG- KCNGG 66 
SCBK_MESMA|sco|na           -- VRDGYIA DDKNCAYFCGRNAYCDEECII NGAES---- GYCQQAGVYGNACWCYKLPDKVPI R-- VSG- ECQQ- 65 
SCXA_BUTEU|sco|na           -- VRDGYIA DDKDCAYFCGRNAYCDEECKK- GAES---- GKCWYAGQYGNACWCYKLPDWVPIKQKVSG- KCN-- 65 
SCX2_ANDAM|sco|na           -- VRDGYIA DAGNCGYTCVANDYCNTECTKNGAES---- GYCQWFGRYGNACWCI KLPDKVPI K-- VPG- KCN-- 64 
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SCX8R_ANDMA|sco|na          - GVRDAYIA DNKNCIF TCYRDSYCKTECI KNGAET---- GYCIWI GEYGNACWCI KLPNKVPI K-- VPG- KCN-- 65 
SCX4_LEIQH|sco|na           - GVRDAYIA DDKNCVYTCGANSYCNTECTKNGAES---- GYCQWFGKYGNACWCI KLPDKVPI R-- IP G- KCR-- 65 
SCX4_LEIQU|sco|na           - GVRDAYIA DDKNCVYTCGSNSYCNTECTKNGAES---- GYCQWLGKYGNACWCI KLPDKVPI R-- IP G- KCR-- 65 
SCX28_BUTSI|sco|na          - GVRDAYIA DDKNCVYTCGSNSYCNTECTKNGAES---- GYCQWFGRWGNGCWCI KLPDKVPI R-- IP G- KCR-- 65 
SCX1_ODODO|sco|na           - GVRDAYIA DDKNCVYTCASNGYCNTECTKNGAES---- GYCQWIGRYGNACWCI KLPDEVPI R-- IP G- KCR-- 65 
SCIT_BUTJU|sco|na           - G- RDAYIA DNLNCAYTCGSNSYCNTECTKNGAVS---- GYCQWLGKYGNACWCI NLPDKVPI R-- IP G- ACR-- 64 
                               .*.**     : *  : *      *.   *     .       .  *          *  *   **              *  
 
 
8C_N3.5.3.x.6.1 
 
SCXV_CENSC|1NRA|sco|na      KKDGYPVDSGNCKYECLKDDYCNDLCLERKADKGYCYWGKVSCYCYGLPDNSP-- TKTSGKCNPA 63 
SCBT_MESMA|sco|na           KKSGYPTDHEGCKNWCVLNHSCGIL C- EGYGGSGYCYFWKLACWCDDI HNWVPTWSRATNKCRA- 63 
                            **.***.*   .**   * : : .  *.  **  *   ...**** : * :: * : *  . : :  *   :::: .**..  
 
 
8C_N3.6.3 
 
SIX3_MESMA|sco|na              --- DGYI RGS- NGCKVSCLWGNEGCNKECRAYGASYG- YCWTWGLA--- CWCEGLPDDK- TWKSE- SNTC---- 60 
SIXA1_MESMA|sco|na             --- DGYI RGS- NGCKVSCLWGNEGCNKECGAYGASYG- YCWTWGLA--- CWCEGLPDDK- TWKSE- SNTCG--- 61 
AEP1_MESMA|sco                 --- DGYI RGS- NGCKVSCLLGNEGCNKECRAYGASYG- YCWTWKLA--- CWCQGLPDDK- TWKSE- SNTCG--- 61 
SIXA_MESMA|sco|na              --- DGYI RGS- NGCKVSCLWGNEGCNKECRAYGASYG- YCWTWGLA--- CWCQGLPDDK- TWKSE- SNTCG--- 61 
SCN3_MESMA|sco|na              --- DGYI RGS- NGCKI SCLWGNEGCNKECKGFGAYYG- YCWTWGLA--- CWCEGLPDDK- TWKSE- SNTCGGKK 64 
SIX4_MESMA|sco|na              --- DGYI RGS- NGCKI SCLWGNEGCNKECKGFGAYYG- YCWTWGLA--- CWCEGLPDDK- TWKSE- SNTC---- 60 
SIXI_MESMA|sco                 --- DGYI RGS- NGCKI SCLWGNEGCNKECKGFGAYYG- YCWTWGLA--- CWCEGLPDDK- TWKSE- SNTCG--- 61 
AEP2_MESMA|sco|na              --- DGYI RGS- NGCKVSCLWGNEGCNKECKAFGAYYG- YCWTWGLA--- CWCEGLPDDK- TWKSE- SNTCG--- 61 
SIXB_MESMA|sco|na              --- DGYI RGS- NGCKVSCLWGNEGCNKECKAFGAYYG- YCWTWGLA--- CWCQGLPDDK- TWKSE- SNTCG--- 61 
SCN2_MESMA|sco|na              --- DGYI RGS- NGCKVSCLWGNDGCNKECRAYGASYG- YCWTWGLA--- CWCEGLPDDK- TWKSE- SNTCGGKK 64 
SIX2_MESMA|sco|na              --- DGYI KGK- SGCRVACLI GNQGCLKDCRAYGASYG- YCWTWGLA--- CWCEGLPDNK- TWKSE- SNTCG--- 61 
SIX2_LEIQH|2I61|sco|na         --- DGYI KRR- DGCKVACLI GNEGCDKECKAYGGSYG- YCWTWGLA--- CWCEGLPDDK- TWKSE- TNTCG--- 61 
SX25_LEIQH|sco|na              --- DGYI KRR- DGCKVACLVGNEGCDKECKAYGGSYG- YCWTWGLA--- CWCEGLPDDK- TWKSE- TNTCG--- 61 
SIX2_BUTAR|sco|na              --- DGYI RRR- DGCKVSCLFGNEGCDKECKAYGGSYG- YCWTWGLA--- CWCEGLPDDK- TWKSE- TNTCG--- 61 
SIX4_BUTOC|sco|na              --- DGYI RRR- DGCKVSCLFGNEGCDKECKAYGGSYG- YCWTWGLA--- CWCEGLPDDK- TWKSE- TNTCG--- 61 
SIX5_BUTOC|sco|na              --- DGYI RKR- DGCKVSCLFGNEGCDKECKAYGGSYG- YCWTWGLA--- CWCEGLPDDK- TWKSE- TNTCG--- 61 
SIX2_LEIQU|sco|na              --- DGYI RKR- DGCKLSCLFGNEGCNKECKSYGGSYG- YCWTWGLA--- CWCEGLPDDK- TWKSE- TNTCG--- 61 
SIX2_BUTJU|sco|na              --- DGYI RKK- DGCKVSCII GNEGCRKECVAHGGSFG- YCWTWGLA--- CWCENLPDAV- TWKSS- TNTCG--- 61 
SIXC_MESMA|sco|na              --- DGYI RGS- DGCKVSCLWGNDFCDKVCKKSGGSYG- YCWTWGLA--- CWCEGLPDNE- KWKYE- SNTCGS-- 62 
SIX1_BUTSI|sco|na              --- DGYILMR- NGCKIP CLFGNDGCNKECKAYGGSYG- YCWTYGLA--- CACEGQPEDKKHLNYH- KKTC---- 61 
SIX2_BUTOC|sco|na              --- DGYI KGY- KGCKI TCVI NDDYCDTECKAEGGTYG- YCWKWGLA--- CWCEDLPDEK- RWKSE- TNTC---- 60 
SX21_LEIQH|sco|na              --- DVYI RRH- DGCKI SCTVNDKYCDNECKSEGGSYG- YCYAFG----- CWCEGLPNDK- AWKSE- TNTCG--- 59 
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SIX3G_LEIQH|sco|na             --- DGYI RGG- DGCKVSCVI NHVFCDNECKAAGGSYG- YCWGWGLA--- CWCEGLPAER- EWDYE- TDTCG--- 61 
SIX3H_LEIQH|sco|na             --- DGYI RGG- DGCKVSCVI NHVFCDNECKAAGGSYG- YCWAWGLA--- CWCEGLPAER- EWDYE- TDTCG--- 61 
SIX3E_LEIQH|sco|na             --- DGYI RGG- DGCKVSCVI NHVFCDNECKAAGGSYG- YCWAWGLA--- CWCEGLPADR- EWDYE- TDTCG--- 61 
SIX3F_LEIQH|sco|na             --- DGYI RGG- DGCKVSCVI NHVFCDNECKAAGGSYG- YCWGWGLA--- CWCEGLPADR- EWDYE- TDTCG--- 61 
SIX3B_LEIQH|sco|na             --- DGYI RGG- DGCKVSCVI NHVFCDNECKAAGGSYG- YCWGWGLA--- CWCEGLPADR- EWDYE- TNTCG--- 61 
SIX3C_LEIQH|sco|na             --- DGYI RGG- DGCKVSCVI NHVFCDNECKAAGGSYG- YCWAWGLA--- CWCEGLPAER- EWDYE- TNTCG--- 61 
SIX3D_LEIQH|sco|na             --- DGYI RGG- DGCKVSCVI NHVFCDNECKAAGGSYG- YCWGWGLA--- CWCEGLPAER- EWDYE- TNTCG--- 61 
SIX3A_LEIQH|sco|na             --- DGYI RGG- DGCKVSCVI NHVFCDNECKAAGGSYG- YCWAWGLA--- CWCEGLPADR- EWDYE- TNTCG--- 61 
SIX5_LEIQH|sco|na              --- DGYI RGG- DGCKVSCVI DHVFCDNECKAAGGSYG- YCWGWGLA--- CWCEGLPADR- EWKYE- TNTCG--- 61 
SCAT_MESMA|sco|k               -- DNGYLLNKYTGCKIWCVI NNESCNSECKLRRGNYG- YCYFWKLA--- CYCEGAPK- SELWAYE- TNKCNGKM 66 
SCB1_LEIQH|sco|na              -- DNGYLLNKATGCKVWCVI NNASCNSECKLRRGNYG- YCYFWKLA--- CYCEGAPK- SELWAYA- TNKCNGKL 66 
SCAS_MESMA|sco|na              -- DNGYLLDKYTGCKVWCVI NNESCNSECKI RGGYYG- YCYFWKLA--- CFCQGARK- SELWNYN- TNKCNGKL 66 
SCXB_CENNO|sco|na              - ARDGYPVDE- KGCKLSCLI NDKWCNSACHSRGGKYG- YCYTGGLA--- CYCEAVPDNVKVWTYE- TNTC---- 63 
SIX6_BUTOC|sco|na              --- DGYPKQK- NGCKYDCII NNKWCNGI CKMHGGYYG- YCWGWGLA--- CWCEGLPE- DKKWWYE- TNKCGR-- 62 
SIXI_ORTSC|sco|na              --- DGYPKQK- DGCKYSCTI NHKFCNSVCKSNGGDYG- YCWFWGLA--- CWCEGLPD- NKMWKYE- TNTCG--- 61 
SIX2_BUTSI|sco|na              --- DGYI KKS- KGCKVSCVI NNVYCNSMCKSLGGSYG- YCWTYGLA--- CWCEGLPN- AKRWKYE- TKTCK--- 61 
SIX3_BUTSI|sco|na              --- DGYIL NS- KGCKVSCVVSIV YCNSMCKSSGGSYG- YCWTWGLA--- CWCEGLPN- SKRWTSS- KNKCN--- 61 
SIX4_BUTSI|sco|na              --- DGYI KGN- KGCKVSCVI NNVFCNSMCKSSGGSYG- YCWSWGLA--- CWCEGLPA- AKKWLYAATNTCG--- 62 
SCX2_BUTEU|sco|na              -- ADGYVKGK- SGCKI SCFLDNDLCNADCKYYGGKLNSWCIP DKSGY-- CWCPNKGWNS-- I KSE- TNTC---- 62 
SCL3_LEIQH|1FH3|sco|na         - VRDGYIA QP- ENCVYHCFPGSSGCDTLCKEKGGTSGH- CGFKVGHGLACWCNALPDNVGIIV EG-- EKCHS-- 67 
SCL7_LEIQH|sco|na              - VRDGYIA KP- ENCAHHCFPGSSGCDTLCKENGGTGGH- CGFKVGHGTACWCNALPDKVGIIV DG-- VKCH--- 66 
SCXE_BUTOC|sco|na              - VRDGYIA QP- HNCAYHCLKI SSGCDTLCKENGATSGH- CGHKSGHGSACWCKDLPDKVGIIV HG-- EKCHR-- 67 
SCX3_BUTOM|sco|na              - GRDGYIA QP- ENCVYHCFPGSSGCDTLCKEKGATSGH- CGFLPGSGVACWCDNLPNKVPIVVGG-- EKCH--- 66 
SCX3_ORTSC|sco|na              GVRDGYIA QP- HNCVYHCFPGSGGCDTLCKENGATQGSSCFIL GRGTA- CWCKDLPDRVGVIV DG-- EKCH--- 67 
SCX3_ANDAM|sco|na              - ARDGYIA QP- NNCVYHCIPL SPGCDKLCRENGATSGK- CSFLAGSGLACWCVALPDNVPI KII G-- QKCT--- 66 
KURT_PARTR|1T1T|sco|na|ca      - KI DGYPVDY- WNCKRI CWYNNKYCNDLCKGLKADSG- YCWGWTLS--- CYCQGLPDNARI KRSG--- RCRA-- 63 
KURT2_PARGR|sco|na|ca          - KI DGYPVDY- WNCKRI CWYNNKYCNDLCKGLKADSG- YCWGWTLS--- CYCQGLPDNARI KRSG--- RCRA-- 63 
KURT1_PARGR|sco|na|ca          - KI DGYPVDN- WNCKRI CWYNNKYCYDLCKGLKADSG- YCWGWTLS--- CYCEGLPDNARI KRGG--- RCN--- 62 
                                  : *       .*    *       *    *     .   .   *          *  *                  *      
 
 
8C_N3.7.3 
 
SCX1_TITBA|sco|na           KKDGYPVEADNCAFVCFGYDNAYCDKLCGDK- KADSGYC- YWVHI -- LCYCYGLPD--- NEPTKTNGKC----- 62 
SCX5_TITBA|sco|na           KKDGYPVEGDNCAFVCFGYDNAYCDKLCKDK- KADSGYC- YWVHI -- LCYCYGLPD--- KEPTKTNGRCKP--- 64 
SCXV_TITSE|sco|na           KKDGYPVEGDNCAFACFGYDNAYCDKLCKDK- KADDGYC- VWS- P-- DCYCYGLPEHIL KEPTKTSGRC----- 64 
SC49A_TITCA|sco|na          - KDGYLVGNDGCKYNCLTRPGHYCANECSRV- KGKDGYCYAWM---- ACYCYSMPDW- VKTWSRSTNRCGR--- 64 
SCX1_TITZU|sco|na           - KDGYLVGNDGCKYSCFTRPGTYCANECSRV- KGKDGYCYAWM---- ACYCYSMPNW- VKTWDRATNRCGR--- 64 
SC49B_TITCA|sco|na          KKEGYLVGNDGCKYGCI TRPHQYCVHECELK- KGTDGYCAYWL---- ACYCYNMPDW- VKTWSSATNKCK---- 64 
SCX2_TITPA|sco|na           KKEGYLVGNDGCKYSCFTRPAQYCVHECELR- KGTDGYCYAWL---- ACYCYNMPDH- VRTWSRATNRCGS--- 65 
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SC48A_TITCA|sco|na          NKDGYLMEGDGCKMGCLTRKASYCVDQCKEV- GGKDGYCYAWL---- SCYCYNMPDS- VEIWDSKNNKCGK--- 65 
SCX7_TITSE|1NPI|sco|na      - KEGYLMDHEGCKLSCFI RPSGYCGRECGI K- KGSSGYC- AWP---- ACYCYGLPNW- VKVWDRATNKC----- 61 
SCX7_TITBA|sco|na           - KEGYLMDHEGCKLSCFI RPSGYCGSECKI K- KGSSGYC- AWP---- ACYCYGLPNW- VKVWDRATNKC----- 61 
SCX7_TITST|sco|na           GKEGYLMDHEGCKLSCFI RPSGYCGRECTLK- KGSSGYC- AWP---- ACYCYGLPNW- VKVWDRATNKC----- 62 
SCX7_TITCO|sco|na           - KEGYAMDHEGCKLSCFI RPSGYCGRECGYK- KGSSGYC- AWP---- ACYCYGLPNW- VKVWERATNRC----- 61 
SCX2_TITBA|sco|na           - KEGYAMDHEGCKFSCFPRPAGFCDGYCKTHLKASSGYC- AWP---- ACYCYGVPSN- I KVWDYATNKC----- 62 
SCXJ_TITBA|sco|na           - KEGYAMDHEGCKFSCFI RPSGFCDGYCKTHLKASSGYC- AWP---- ACYCYGVPSN- I KVWDYATNKC----- 62 
SCX2_TITSE|sco|na           - KEGYAMDHEGCKFSCFI RPAGFCDGYCKTHLKASSGYC- AWP---- ACYCYGVPDH- I KVWDYATNKC----- 62 
SCX2_TITST|sco|na           - KEGYAMDHEGCKFSCFI RPAGFCDGYCKTHLKASSGYC- AWP---- ACYCYGVPDH- I KVWDYATNKC----- 62 
NTXP_TITSE|sco              GREGYPADSKGCKI TCFLTAAGYCNTECTLK- KGSSGYC- AWP---- ACYCYGLPDS- VKIWTSETNKC----- 62 
TTX6_TITSE|sco              GREGYPADSKGCKI TCFLTAAGYCNTECTLK- KGSSGYC- AWP---- ACYCYGLPES- VKIWTSETNKC----- 62 
SCX38_TITCO|sco             GKEGYPADSKGCKVTCFLTAAGYCNTECKLQ- KASSGYC- AWP---- ACYCYGLPDS- ASVWDSATNKC----- 62 
SCX4_TITFA|sco|na           GKEGYPADSKGCKVTCFFTGVGYCDTECKLK- KASSGYC- AWP---- ACYCYGLPDS- ASVWDSATNKC----- 62 
SCXI_TITBA|sco|na           GKEGYPVDSRGCKVTCFFTGAGYCDKECKLK- KASSGYC- AWP---- ACYCYGLPDS- VPVYDNASNKCB---- 63 
ARDI_TITDI|sco|na           - KNGYII EPKGCKYSCFWGSSTWCNRECKFK- KGSSGYC- AWP---- ACWCYGLPDN- VKIF DYYNNKC----- 61 
SCX9_BUTEU|sco|na           ARDAYIA KPHNCVYECYNPKGSYCNDLCTEN- GAESGYCQIL GKYGNACWCI QLPDN--- VPI RIP GKCH---- 66 
SCXKI_MESMA|sco|na          DSLSPWNEGDTCDYGCQRQTDEFCNKI CKLH- LASSGSCQQPAPFVKLCTCQGI DYDNSFFFGALEKQCPKLRE 73 
                               .        *    *       : *    *      .  .*  *          *  *   :             : *       
 
 
8C_N3.8.3 
 
SCX5C_CENLL|sco|na          KEGYLVNKSTGCKYGCFWLGKNENCDMECKAKNQGGSYGYCYSFACWCEGLPDSTPTYPLPNKSCS-- 66 
SCX5X_CENLL|sco|na          KEGYLVNKSTGCKYGCFWLGKNENCDMECKAKNQGGSYGYCYSFACWCEGLPDSTPTYPLPNKSCS-- 66 
SCX5B_CENLL|sco|na          KEGYLVNKSTGCKYGCFWLGKNENCDKECKAKNQGGSYGYCYSFACWCEGLPDSTPTYPLPNKSCS-- 66 
SCXR_CENLL|sco|na           KEGYLVNKSTGCKYGCFWLGKNENCDKECKAKNQGGSYGYCYSFACWCEGLPESTPTYPLPNKSCS-- 66 
SCX4_CENEX|sco|na           KEGYLVNKSTGCKYECFWLGKNEFCDKECKAKNQGGSYGYCYSFACWCEGLPESTSTYPLPNKSC--- 65 
SCX1_CENSC|1VNB|sco|na      KEGYLVKKSDGCKYDCFWLGKNEHCDTECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLPESTPTYPLPNKSC--- 65 
SCX2_CENSC|1JZA|sco|na      KEGYLVNKSTGCKYGCLKLGENEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLPESTPTYPLPNKSCS-- 66 
SCX3_CENSC|2SN3|sco|na      KEGYLVNKSTGCKYGCLKLGENEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLPESTPTYPLPNKSC--- 65 
SCX3_CENSU|sco|na           KEGYLVNKSTGCKYGCLLLGKNEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFGCWCEGLPESTPTYPLPNKSCS-- 66 
SCX5_CENNO|sco|na           KEGYLVNKSTGCKYGCLLLGKNEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFGCWCEGLPESTPTYPLPNKSCS-- 66 
SCXX_CENNO|sco|na           KEGYLVNKSTGCKYGCFWLGKNEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFGCWCEGLPESTPTYPLPNKTCSKK 68 
SCX1_CENEX|sco|na           KEGYLVSKSTGCKYECFWLGKNEGCDKECKAPNQGGGYGYCHAFACWCENLPESTPTYPIP GKSC--- 65 
SCX2_CENEX|sco|na           KEGYLVSKSTGCKYECFWLGKNEGCDKECKAPNQGGGYGYCHAFACWCENLPESTPTYPIP GKSC--- 65 
SCX4_CENSC|sco|na           KEGYMVNKSTGCSYSCPKTGESVYCDKECKAKNQGGSYGFCQYSNCWCEGLPESTPTWPLDDKPCD-- 66 
SCX8_CENSC|sco|na           EKGYLVHEDTGCRYKCTFSGENSYCDKECKS-- QGGDSGI CQSKACYCQGLPEDTKTWPLIGKLC--- 63 
SCX2_CENNO|1CN2|sco|na      KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFACWCTHLYEQAIVWPLPNKRCS-- 66 
SCX2_CENSU|sco|na           KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN-- 66 
SCX4_CENSU|sco|na           KEGYLVNSYTGCKFECFKLGDNDYCLRECRQQYGKGSGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN-- 66 
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SCX6_CENSU|sco|na           KEGYLVNSYTGCKFECFKLGDNDYCKRECKQQYGKSSGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN-- 66 
SCXM_CENSC|sco|na           KEGYLVNSYTGCKYECLKLGDNDYCLRECRQQYGK- SGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN-- 65 
SCX4_CENNO|sco|na           KEGYLVNSYTGCKYECFKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLKNKTCN-- 66 
SC2B_CENLL|sco|na|ca        KEGYLVNHSTGCKYECYKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPKKTCN-- 66 
SCX1_CENII|sco|na           KEGYLVNHSTGCKYECYKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPKKTCN-- 66 
SCX2_CENLL|sco|na           KEGYLVNHSTGCKYECFKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCNHLYEQAVVWPLPKKTCN-- 66 
SCX1_CENLL|sco|na           KEGYIV NLSTGCKYECYKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPKKTCT-- 66 
SCX1_CENLI|sco|na           KEGYLVNHSTGCKYECFKLGDNDYCLRECRQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPNKTCS-- 66 
SCX3_CENNO|sco|na           KEGYLVELGTGCKYECFKLGDNDYCLRECKARYGKGAGGYCYAFGCWCTQLYEQAVVWPLKNKTCR-- 66 
SCE3_CENSC|sco|na           KEGYIV NYHTGCKYECFKLGDNDYCLRECKLRHGKGSGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPKKKCN-- 66 
SCX4_CENLL|sco|na           KEGYIV NYHDGCKYECYKLGDNDYCLRECKLRYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPKKRCN-- 66 
SCX3_CENLL|sco|na           KEGYIV NYYDGCKYACLKLGENDYCLRECKARYYKSAGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCY-- 66 
SCX11_CENEX|sco|na          KEGYPVNI YTGCKYSCWLLGENEYCIA ECK- EI GAGYG- YCHGFGCWCEQFPENKPSYPYPEKSC--- 63 
SCX7_CENLL|sco|na           KEGYLVNTYTGCKYI CWKLGENKYCI DECK- EI GAGYG- YCYGFGCYCEGFPENKPTWPLPNKTC--- 63 
SCX6_CENLL|sco|na           KEGYLVNMKTGCKYGCYELGDNGYCDRKCKAESGN- YG- YCYTVGCWCEGLPNSKPTWPLPGKSCS-- 64 
SCX10_CENEX|sco|na          KDGYLVEV- TGCKKSCYKLGENKFCNRECKMKHRGGSYGYCYFFGCYCEGLAESTPTWPLPNKSC--- 64 
SCX9_CENEX|sco|na           KDGYPVEV- TGCKKSCYKLGENKFCNRECKMKHRGGSYGYCYFFGCYCEGLAESTPTWPLPNKSC--- 64 
SCX1_CENNO|sco|na           KDGYLVDA- KGCKKNCYKLGKNDYCNRECRMKHRGGSYGYCYGFGCYCEGLSDSTPTWPLPNKTCS-- 65 
SCXY_CENNO|sco|na           KDGYLVDV- KGCKKNCYKLGENDYCNRECKMKHRGGSYGYCYGFGCYCEGLSDSTPTWPLPNKRCG-- 65 
SCXI_CENSC|2B3C|sco|na      KDGYLVEK- TGCKKTCYKLGENDFCNRECKWKHI GGSYGYCYGFGCYCEGLPDSTQTWPLPNKTC--- 64 
SCXX_CENSC|sco|na           KEGYLVDV- KGCKKNCWKLGDNDYCNRECKWKHI GGSYGYCYGFGCYCEGLPDSTQTWPLPNKTC--- 64 
SCX2_CENGR|sco|na           KDGYLVNKSTGCKYSCI ENI NDSHCNEECI SSI RKGSYGYCYKFYCYCI GMPDSTQVYPIP GKTCSTE 68 
SCX12_CENEX|sco|na          NDGYLFDKRKRCTLECI DKTGDKNCDRNCKKE-- GGSFGKCSYSACWCKGLPGI TPI SRTPGKTC--- 63 
SCX9_CENSC|sco|na           EDGYLFDKRKRCTLECI DKTGDKNCDRNCKNE-- GGSFGKCSYFACWCKGLPGI TPI SRTPGKTCKI - 65 
SCX9_CENLL|sco|na           EDGYLFDKRKRCTLACI DKTGDKNCDRNCKKE-- GGSFGHCSYSACWCKGLPGSTPI SRTPGKTC--- 63 
                            : .**  .      *    *      .   *   : *            *     * : *   :           *  *     



 

 

APÊNDICE 4: Grupos estruturais para SiliMod 

Figura i. Árvore de Neighbor
do grupo de motivo cisteína 6C_Nx.3.x.4.1 (calculado por ClustalW), e resultado do 
sub-clustering do grupo estrutural. 
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APÊNDICE 4: Grupos estruturais para SiliMod – 

eighbor-Joining das sequências de toxinas aracnídicas membros 
do grupo de motivo cisteína 6C_Nx.3.x.4.1 (calculado por ClustalW), e resultado do 

do grupo estrutural.  
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Figure ii. Árvore de Neighbor
membros do grupo de motivo cisteína Kozclass1.1.0.2.
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Árvore de Neighbor-Joining das sequências de toxinas aracníd
membros do grupo de motivo cisteína Kozclass1.1.0.2. 

 

s de toxinas aracnídicas 



 

 

 
Figure iii. Árvore de Neighbor
membros do grupo de motivo cisteína 8C_N3.5.3.
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Árvore de Neighbor-Joining das sequências de toxinas aracnídicas 
membros do grupo de motivo cisteína 8C_N3.5.3. 
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Abstract
Background: Most methods available to predict protein epitopes are sequence based. There is a
need for methods using 3D information for prediction of discontinuous epitopes and derived
immunogenic peptides.

Results: PEPOP uses the 3D coordinates of a protein both to predict clusters of surface accessible
segments that might correspond to epitopes and to design peptides to be used to raise antibodies
that target the cognate antigen at specific sites. To verify the ability of PEPOP to identify epitopes,
13 crystallographically defined epitopes were compared with PEPOP clusters: specificity ranged
from 0.75 to 1.00, sensitivity from 0.33 to 1.00, and the positive predictive value from 0.19 to 0.89.
Comparison of these results with those obtained with two other prediction algorithms showed
comparable specificity and slightly better sensitivity and PPV. To prove the capacity of PEPOP to
predict immunogenic peptides that induce protein cross-reactive antibodies, several peptides were
designed from the 3D structure of model antigens (IA-2, TPO, and IL8) and chemically synthesized.
The reactivity of the resulting anti-peptides antibodies with the cognate antigens was measured. In
80% of the cases (four out of five peptides), the flanking protein sequence process (sequence-
based) of PEPOP successfully proposed peptides that elicited antibodies cross-reacting with the
parent proteins. Polyclonal antibodies raised against peptides designed from amino acids which are
spatially close in the protein, but separated in the sequence, could also be obtained, although they
were much less reactive. The capacity of PEPOP to design immunogenic peptides that induce
antibodies suitable for a sandwich capture assay was also demonstrated.

Conclusion: PEPOP has the potential to guide experimentalists that want to localize an epitope
or design immunogenic peptides for raising antibodies which target proteins at specific sites. More
successful predictions of immunogenic peptides were obtained when a peptide was continuous as
compared with peptides corresponding to discontinuous epitopes. PEPOP is available for use at
http://diagtools.sysdiag.cnrs.fr/PEPOP/.
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Background
In antibody-antigen (Ab-Ag) interactions, the paratope of
the Ab binds to the epitope of the Ag. The identification of
epitopes is an important step for understanding molecu-
lar recognition rules and is also helpful for diagnosis of
diseases and for drug and vaccine design. The ultimate
method to precisely define an epitope is to solve the 3D
structure of the Ab-Ag complex either by X-ray crystallog-
raphy or NMR [1]. These techniques are, however,
demanding and generally time-consuming. Faster epitope
identification methods have been described such as site-
directed mutagenesis of the Ag [2,3]. Another popular
approach to map an epitope is parallel peptide synthesis
[4,5], based on the synthesis of overlapping peptides cov-
ering the entire Ag sequence. In this case, mainly continu-
ous (sequential or linear) epitopes can be identified.
Screening chemical or biological combinatorial libraries
[6] for Ab binders allows selection of peptides also called
mimotopes [7], mimicking more or less faithfully the
epitope. Bioinformatics tools have been developed to
help experimentalists in localizing the epitope by the
sequence analysis of the selected mimotopes [8,9].

Synthetic peptides are commonly used as immunogens to
raise anti-peptide Abs that may cross-react with proteins
[10], thus allowing their detection and quantification.
These peptides are generally designed by using methods
that attempt to predict antigenic determinants of a pro-
tein. Numerous algorithms have been developed over the
past 25 years. They are based on different theoretical phys-
icochemical characteristics of the target protein such as
hydrophilicity, flexibility, accessibility, and secondary
structure, especially turns [11]. Other methods are combi-
nations of the latter approaches [12], the most recent [13]
being an extension and combination of the methods of
Parker et al. [14] and Jameson and Wolf [15]. Likewise,
Welling et al. [16] developed an antigenicity scale, with
the aim of predicting antigenic regions and synthesizing
the corresponding antigenic peptides to elicit Abs reactive
with the intact protein. All these algorithms have led to
the development of several softwares or web interfaces
that make the use of such methods very easy. It is, how-
ever, difficult to assess the efficacy of all predictive meth-
ods. A comparative study published some years ago
[11,17] indicated that the most accurate predictive
method at that time is based on the prediction of turns.
This method was implemented in BEPITOPE [18]. A more
recent and more exhaustive comparative study [19] con-
cluded that the methods based on sequence analysis do
not predict epitopes better than chance.

All these methods predict antigenic determinants from
the protein sequence alone, neglecting 3D structure infor-
mation. This is surprising because the 3D structure of an
increasing number of proteins has been solved by X-ray

crystallography or NMR, and predictive modeling meth-
ods are available that show increasing accuracy [20].
Recently, however, a few recent studies [21-24] propose
bioinformatics tools based on 3D information to predict
epitopes.

In this article, we describe PEPOP, an algorithm that
makes use of the 3D information of a protein to predict
peptides which could serve as immunogens to raise site-
specific anti-protein Abs. Clusters of surface accessible
segments of the protein are first identified by PEPOP, and
this information is further used to design the peptides. We
analyzed how PEPOP clusters corresponded to structur-
ally defined epitopes (dataset of 13 epitopes on 8 anti-
gens) and how Abs raised against peptides designed by
PEPOP reacted with the parent protein.

Results
Clustering of exposed segments of the Ag
A- PEPOP features and outputs for clustering
We developed the PEPOP algorithm as a new method
intended to identify peptide sequences that, when
injected into animals, induce the production of Abs that
should recognize specific areas of a protein. From the 3D
structure of a protein, PEPOP first identifies segments
composed of accessible and sequence contiguous amino
acids. Then, these segments are clustered according to
their spatial distances (Figure 1A). Clusters and their seg-
ments are then further used to design immunogenic pep-
tides. The PEPOP interface was designed so as to provide
both detailed information (atomic coordinates, distance
matrix, etc.) and modifiable views of the cluster(s) in the
3D context of the protein (Figure 1B).

B- Experimental evaluation of PEPOP capacity to predict antigenic 
epitopes
Since there is a documented relationship between surface
accessibility and antigenicity [25,26], we first evaluated
the correspondence between the surface clusters identified
by the PEPOP algorithm on given proteins and their
known epitopes. To this end, 13 Ab-Ag complexes for
which the amino acids composing the discontinuous
epitope have been identified precisely were studied
(selected from the literature and from the PDB [27]). A
detailed analysis was first carried out on hen egg lysozyme
(HEL) because several structurally, well-defined epitopes
have been identified (Table 1) by X-ray crystallography
(resolutions from 1.5 to 3.22 Å). The PEPOP algorithm
was run on the 3D structure of HEL [PDB: 1SFG]. PEPOP
identified 23 segments of accessible residues which were
automatically grouped into four clusters on the surface of
HEL (Table 1). Cluster 1 contains antigenic residues
belonging to three epitopes (D11.15, HyHEL-10, and
HyHEL-63). Cluster 2 exactly matches the D1.3 epitope
and 9 of 10 residues of the D11.15 epitope; it also predicts
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PEPOPFigure 1
PEPOP. (A) Description of PEPOP. Step 1: The solvent accessible surface area is calculated from the 3D structure of a pro-
tein. Step 2: Segments of accessible and contiguous amino acids are listed, and the shortest Euclidian distance matrix between 
segments is calculated. Step 3: The segments are clustered according to the matrix (clusters can be displayed on the 3D struc-
ture of the Ag). Step 4: Peptides are designed according to the clustering analyses. (B) The PEPOP interface. Segments and 
clusters can interactively be displayed on a 3D view of the Ag.
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some of the antigenic residues of the HyHEL-10 and
HyHEL-63 epitopes. Cluster 3 perfectly matches the
D44.1 epitope and almost perfectly the HyHEL-5 epitope
(13 of 14 residues); it also predicts part of the HyHEL-10
and HyHEL-63 epitopes. Cluster 4 does not correspond to
any X-ray described epitope of the lysozyme.

Next, seven additional Ab-Ag complexes were analyzed to
extend these observations to a database of 13 crystallo-
graphic epitopes (Table 2). PEPOP analyses were per-
formed on the 3D structures of the Ag alone, i.e., not
complexed with the mAb specific for the epitope studied
because this is the most frequently encountered case. The
distribution of the amino acids in the epitope among the
clusters identified by PEPOP was analyzed, and the
number of the amino acids in the epitope in the major
cluster (cluster containing the greatest number of amino
acids of the epitope) was calculated. The results show that
the experimentally identified amino acids in the epitope

belong to a single cluster for the D1.3, D44.1, and HyHEL-
5 epitopes in HEL and the 5G9 epitope in tissue factor, to
two clusters for the D11.15 epitope in HEL and the Jel42
epitope in the histidine-containing phosphocarrier pro-
tein HPr or to three clusters for the complexes BH151 –
hemagglutinin, Bo2C11 – C2 domain of FVIII, NC41 –
neuraminidase, F9.13.7 – guinea fowl lysozyme (GEL),
HyHEL-10 – HEL, HyHEL-63 – HEL, and N10 – staphylo-
coccal nuclease (SN). For example, all the amino acids of
the epitope on HEL recognized by mAb D44.1 are
included in a single cluster identified by PEPOP (Figure
2A), and 13 amino acids out of 16 of the epitope on HPr
recognized by mAb Jel42 are included in the major cluster
(Figure 2B). Table 2 shows that the specificity of the
method ranged from 0.75 to 1.00 (median value 0.87)
and the sensitivity varied within a broader range (0.33 to
1.00; median value: 0.63). The positive predictive value
(PPV) varied from 0.19 to 0.89 (mean value 0.43; median
value 0.33). The same database of 13 crystallographically

Table 1: Distribution of the residues of the HEL epitopes in the clusters identified by PEPOP

PEPOP 
cluster

PEPOP 
segment

Position 
([PDB: 1SFG] 

chain A)

mAb1

D1.3 D11.15 D44.1 HyHEL-5 HyHEL-10 HyHEL-63

Cluster1 Segment17 93–94 1/10 (103) 7/16 (93, 96, 
97, 100, 101, 

102, 103)

7/23 (93, 96, 
97, 100, 101, 

102, 103)
Segment18 96–97
Segment19 100–103

Cluster2 Segment2 10–16 10/10 (13, 14, 19, 
21, 22, 24, 117, 
119, 121, 125)

9/10 (21, 23, 106, 
112, 113, 116, 
117, 118, 119)

5/16 (15, 16, 
19, 20, 21)

8/23 (13, 14, 
15, 16, 18, 19, 

20, 21)
Segment20 106–109
Segment21 111–114
Segment22 116–119
Segment23 121–129
Segment3 18–24
Segment4 27–28

Cluster3 Segment10 56–57 11/11 (41, 45, 
46, 47, 49, 53, 67, 

68, 70, 81, 84)

13/14 (41, 43, 
44, 45, 46, 47, 
(63, 73, 75, 48, 
49, 89) 53, 67, 

68, 70, 84)

4/16(63, 73, 
75, 89)

6/23 (62, 63, 
73, 75, 77, 89)

Segment11 59
Segment12 61–63
Segment13 65–68
Segment14 70–79
Segment15 81–82
Segment16 84–90
Segment8 41–49
Segment9 53

Cluster4 Segment1 1–8
Segment5 33–35
Segment6 37
Segment7 39

amino acids not accessible 1/14 (69) 2/23 (98, 99)

1 Ratio of the number of amino acids in the epitope included in the cluster to the total number of amino acids in the epitope. The epitopes were defined 
as in the original publication (D1.3 [54], D11.15 [55], D44.1 [56], HyHEL-5 [57], HyHEL-10 [58], HyHEL-63 [59]). Positions of the amino acids in the 
epitope included in the cluster are indicated in parentheses. The ratios are in bold for the major clusters.
Page 4 of 15
(page number not for citation purposes)

http://www.rcsb.org/pdb/cgi/explore.cgi?pdbId=1SFG


BMC Bioinformatics 2008, 9:71 http://www.biomedcentral.com/1471-2105/9/71
defined epitopes was used with two freely available web
tools that also make use of the 3D information of the pro-
tein to predict epitopes (DiscoTope [23,28] and CEP
[24,29]). The results in Table 2 show that both methods
have similar specificity (median value for DiscoTope:
0.83; median value for CEP: 0.90). Their sensitivities,
however, are slightly lower than that of PEPOP (median
value for DiscoTope: 0.39; median value for CEP: 0.47)
and the PPV are again lower than that found for PEPOP
predictions (median value for DiscoTope: 0.17; median
value for CEP: 0.28) (Table 2). Thus, performances of
PEPOP compare well with similar, but not identical, algo-
rithms.

Design of peptides from clusters
A- PEPOP features and outputs for the design of immunogenic 
peptides
Based on PEPOP prediction of clusters of surface accessi-
ble segments, the design of peptides suitable for raising
Abs potentially cross-reactive with the target protein can
be achieved by different methods. To build in silico a can-
didate peptide, a segment, called a "reference segment", is
first chosen, and its sequence is extended with a "method

of extension" in a specified "area of extension" on the pro-
tein to yield the designed peptide. Each of the reference
segments, the method, and the area of extension can be
selected among several possibilities. Figure 3 illustrates
the method of adding the nearest neighbor (NN) seg-
ments to the reference segment to obtain a suitable pep-
tide. Peptides #5 and #6 in Table 3 were constructed from
the longest segment to which the nearest neighbor seg-
ments were added, according to two different methods
(respectively, NN and NNd, for segments synthesized
using D-amino acids). The software was developed in
such a way that, at each of the three steps of the design of
a given peptide, the user can choose the parameter (for
example, inclusion or not of a part of the protein in the
peptide) or let the algorithm automatically do it. By
default, the reference segment is the longest segment, the
method of extension is the addition of the protein
sequence and in this case it is not necessary to select an
area of extension. The peptide is therefore extended until
the default minimal length of 20 amino acids is reached.

Table 2: Evaluation and comparison of the performances of PEPOP

Ab – Ag complex1 PDB Epitope 
(number of 
amino acids)

PEPOP CEP DiscoTope

Number of clusters 
containing epitopic 

residues/total 
number of clusters

Number of 
predicted residues 

of the epitope

Sp Se PPV Sp Se PPV Sp Se PPV

D1.3 – hen egg lysozyme 
[54]

1SFG_A 10 1/4 10 0.77 1.00 0.27 0.76 1.00 0.26 0.80 0.40 0.14

D44.1 – hen egg 
lysozyme [56]

1T6V_M 11 1/5 11 0.81 1.00 0.33 0.78 0.91 0.28 0.86 0.55 0.27

HyHEL-5 – hen egg 
lysozyme [57]

1VDP_B 14 1/5 13 0.83 0.93 0.41 0.88 0.00 0.00 0.78 0.00 0.00

Jel42 – HPr [60] 1POH 16 2/8 13 0.93 0.81 0.72 0.90 0.75 0.63 0.97 0.06 0.33
D11.15 – hen egg 

lysozyme [55]
1HEL 10 2/5 8 0.95 0.80 0.57 0.90 0.10 0.08 0.82 0.30 0.13

5G9 – tissue factor [61] 1WV7_T 18 1/3 14 0.75 0.78 0.25 0.84 0.28 0.15 0.84 0.17 0.10
BH151 – hemagglutinin 

[62]
5HMG_C 19 3/7 12 0.83 0.63 0.19 0.97 0.32 0.40 0.75 0.11 0.03

Bo2C11 – FVIII C2 
domain [63]

1D7P_M 15 3/5 8 0.92 0.53 0.42 0.94 0.47 0.44 0.83 0.53 0.25

NC41 – neuraminidase 
[64]

1NMC_N 22 3/4 11 0.90 0.50 0.23 0.99 0.59 0.81 0.85 0.64 0.20

F9.13.7 – guinea fowl 
lysozyme [65]

1HHL 10 3/5 5 0.98 0.50 0.71 0.92 0.50 0.33 0.83 0.40 0.17

HyHEL-10 – hen egg 
lysozyme [58]

1UC0_A 16 3/5 8 0.99 0.50 0.89 0.96 0.56 0.64 0.87 0.44 0.32

HyHEL-63 – hen egg 
lysozyme [59]

1VFB_C 23 3/4 9 0.82 0.39 0.32 0.73 0.30 0.19 0.87 0.39 0.39

N10 – staphylococcal 
nuclease [66]

1EYO_A 18 3/6 6 0.87 0.33 0.29 0.88 0.06 0.07 0.66 0.33 0.13

Average 0.87 0.67 0.43 0.88 0.45 0.33 0.83 0.33 0.19
Median 0.87 0.63 0.33 0.90 0.47 0.28 0.83 0.39 0.17

1 The corresponding reference is given in parentheses
nd: not determined (no results returned from the server)
Sp: specificity; Se: sensibility; PPV: positive predictive value (see Materials and methods)
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B- Experimental evaluation of the immunogenicity of designed 
peptides
To prove the capacity of PEPOP to successfully predict
peptides that are able to induce Abs able to recognize the
cognate protein, several peptides were designed from the
3D structure of three model Ags and chemically synthe-
sized, then rabbits were immunized with these peptides
(conjugated to a carrier protein), and the reactivity of the
resulting Abs with the cognate Ags was measured. From
the 3D structures of the PTP domain of IA-2, the MPO-like
domain of TPO, and IL8, PEPOP was run to predict clus-
ters of surface accessible residues and to design peptides
from them. Several of the possible methods to construct
peptides in silico were used although not all could be
tested on the three Ags, thus precluding a strict compari-
son of methods. Nevertheless, five peptides (peptides

#4–8) were designed from the IA-2 model, four from the
TPO model (peptides #13–16), and two from the 3D
structure of IL8 (peptides #17 and #18). All but three of
the peptides predicted by PEPOP have the longest identi-
fied segment as reference segment. The other three pep-
tides started from the top-ranked segment either of the
top-ranked cluster (peptide #15) or of a user-selected clus-
ter (peptide #8 and #18). To predict the peptides, the sim-
plest method [the flanking protein sequence (FPS)
process] was first tested (peptides #4, #8, #13, #17, and
#18 in Table 3). Then, the ability of the software to predict
immunogenic peptides corresponding to a discontinuous
epitope of the protein was experimented with the use of
the NN method to design peptides #5, #6, #14 and #15.
The design process is illustrated in Figure 3. Some other
peptides were designed "manually", i.e., by using user-
defined information (peptides #7 and #16 in Table 3). To
evaluate the method, seven peptides (peptides #1, #2, #3,
#9, #10, #11, and #12) were predicted from the amino
acid sequence of TPO and IA-2 by using the standard algo-
rithm BEPITOPE [11]. This method predicts peptides
from the protein sequence, the corresponding epitopes
thus being continuous.

Synthetic peptides were prepared according to the
designed sequences, then coupled to KLH and used to
immunize rabbits. To satisfy the predictive goal, anti-pep-
tide polyclonal Abs must recognize the predicted peptide
and cross-react with the cognate protein. Table 3 presents
the reactivity with the cognate Ag of the Abs obtained by
immunization with the different peptides (all Abs reacted
strongly with the cognate peptide; results not shown). The
best results (highest ELISA reactivity with the Ag) were
obtained with peptides designed by the FPS method since
four out of five such peptides led to the production of Abs
that reacted strongly with the protein Ag (peptides #4 and
#8 with IA-2, peptide #13 with TPO, and peptide #18 with
IL8). Only peptide #17 failed to recognize the IL8 Ag. Pep-
tides designed by the FPS method of PEPOP led more fre-
quently to strongly reactive sera than peptides selected
according to the predictions of BEPITOPE: two control
peptides (#1 and #9) induced an Ab response of the same
quality (as measured by ELISA), whereas the five other
control peptides (peptide #2; #3, #10, and #12) gave rise
to medium-range reactivities (Table 3), and peptide #11
did not lead to any significant Ab response. The two pep-
tides (#7 and #16) that were "manually designed" as well
as the retro-inverso peptide (#6) did not lead to any sig-
nificant Ab response. Two peptides out of the four
designed by using the NN method of PEPOP gave inter-
mediate cross-reactivity with the cognate Ag reactivity
(peptides #14 and #15 on TPO). In summary, the simple
FPS method (which provides continuous sequences)
proved to be very efficient to yield peptides which, when
conveniently coupled to a suitable carrier, induced a

Comparison of known epitopes with the predicted major clusterFigure 2
Comparison of known epitopes with the predicted 
major cluster. Amino acids in the epitope and in the major 
cluster are in green; those outside of the major cluster are in 
red; those non-accessible are in yellow; amino acids in the 
major cluster but not in the epitope are in blue. (A) Epitope 
on HEL recognized by mAb D44.1 (B) Epitope on HPr rec-
ognized by mAb Jel42.
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Example of peptides designed from the 3D structure of IA-2Figure 3
Example of peptides designed from the 3D structure of IA-2. The two peptides, #5 (A) and #6 (B) of Table 3, were 
constructed from the longest segment (segment 1: reference segment) to which were added the nearest neighbor segments 
(segment 2 to respectively segment 4 and segment 5), according to two different methods (respectively method NN and 
NNd). Segments indicated in the IA-2 sequence are in the same color as in the 3D structure.

310       320       330       340       350       360
RSCPIIVHCSDGAGRTGTYILIDMVLNRMAKGVKEIDIAATLEHVRDQRPGLVRSKDQFE

370         
FALTAVAEEVNAILKALPQ

310       320       330       340       350       360
RSCPIIVHCSDGAGRTGTYILIDMVLNRMAKGVKEIDIAATLEHVRDQRPGLVRSKDQFE

370         
FALTAVAEEVNAILKALPQ
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strong Ab response against the corresponding protein Ag.
Except in a few cases, more sophisticated design methods
(NN, NNd, and MD) that tried to reconstitute discontinu-
ous epitopes failed to propose peptides which had useful
immunogenic properties. As compared with peptides
designed from the standard method (BEPITOPE), PEPOP
performed equally well or even better.

C- Use of the PEPOP algorithm for sandwich immunoassay design
Since PEPOP is able to predict immunogenic peptides
localized on the surface of the 3D structure of a target pro-
tein, it could conceivably be used to select two candidate
peptides that are structurally appropriately separated in
the 3D model such that they would a priori generate Abs
able to react with the protein in a sandwich assay (i.e., an
assay in which the protein Ag, in solution, is captured by
two different Abs). As an example of such an application
of PEPOP, Figure 4A shows the localization of peptide #1
and peptide #4 on the 3D structure of IA-2. Peptide #1
corresponds to an α-helical part of the PTP domain of IA-
2, whereas peptide #4 maps to a hairpin in the juxta-mem-
brane domain. These peptides clearly belong to spatially
opposite regions on the protein. The resulting anti-pep-
tide Abs were used in a sandwich ELISA to validate their

capacity to simultaneously bind the cognate Ag. The
results (Figure 4B) demonstrate the possibility to use
PEPOP to target specific regions of the protein so as to
obtain a pair of Abs able to capture and quantify the pro-
tein of interest in solution.

Discussion
This work was conducted in the context of an abundance
of epitope predictive methods based on protein sequence
information and a relative scarcity of methods using 3D
information. Since the majority of Abs against protein Ags
binds to discontinuous sites, predictive methods should
take into account structural information and try to guess
the identity of discontinuous epitopes. This idea has
recently been taken into account by a few groups of inves-
tigators [21-24].

PEPOP is a two-purpose algorithm. On the one hand, it
allows the identification of clusters of accessible surface
residues and segments that might correspond to antigenic
epitopes, and on the other hand, it is able to design pep-
tides that can be used to prepare Abs that target the cog-
nate Ag at specific sites on its molecular surface. From the
3D structure of a protein, PEPOP identifies segments com-

Table 3: Reactivity with the cognate Ag of the Abs obtained by immunization with the peptides

Method2 

Ag Peptide # Peptide sequence1 Reference 
segment3

Method of 
extension4

Area of extension5 A450 nm for serum diluted 
1:10 0006

IA-2 1 VSSQFSDAAQASPS B 1.75
2 SPSSHSSTPSWCEEP B 0.30
3 RYWPDEGASLYHVYEV B 0.36
4 ALTAVAEEVNAILKALPQ L FPS - 3.62
5 NAILKALPQVKEIDLTAE L NN CC 0.14
6 qplaklianeatledksr L NNd CC 0.02
7 diekvgkaGPGNAILKALPQ L MD CC 0.02
8 ARIKLKVESSPSRSDYIN T FPS SC 1.83

TPO 9 VVTDDDRYSDLLMAWGQ B 3.76
10 ARLRDSGRAYLPFVPP B 0.46
11 PYEGYDSTANPTVSNVF B 0.06
12 EDFESCDSIPGMNLEA B 0.39
13 RRLDASFQEHPDLPGLWLH L FPS - 3.75
14 ASFQEHPDLPGRLWQFVLS L NN CC 0.33
15 APEPGIPGERPCPPRAPAA T NN TC 0.47
16 ASFQEHPDLPGRAPEPGIPGE L MD CC 0.14

IL8 17 PKFIKELRVIESGPHCANT L FPS - 0.16
18 ENWVQRVVEKFLKRAENS T FPS SC 2.25

1 Amino acids in lower case are D-amino acids. 2 Algorithm used to predict the sequence of the immunogenic peptide: B for BEPITOPE otherwise 
PEPOP. 3 The reference segment chosen is the longest (L: longest) or the segment at the top (T) of the list of all the segments ranked according to 
the five characteristics indicated in the text. 4 The method of extension chosen is either elongation with the flanking protein sequence (FPS); 
addition of the nearest neighbor (NN) segment(s) regardless of the sense of the segment added: if the segment is in the unnatural sense, i.e., from 
the C-terminus to the N-terminus, it is synthesized using D-amino acids (NNd); or manual design (MD). 5 The area of extension is the cluster top of 
the list (TC: top cluster) of the clusters ranked according to the five characteristics (see the text), or the cluster containing the selected reference 
segment (CC: containing cluster), or a user selected cluster (SC: selected cluster), or none when the reference segment is the longest and the 
method is the FPS. 6 Positive reactivities in the indirect ELISA are values over 0.2, and strong reactivities are values over 1.0. Control experiments 
done by using the preimmune serum gave values ranging from 0.0020 to 0.0028. The given values correspond to specific absorbances (A450 nm 
immune serum – A450 nm preimmune serum).
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posed of one to n continuous surface accessible residues.
These segments are clustered according to their spatial
vicinity: thus, the clusters are proposed to be putative dis-
continuous epitopes. Segments and clusters are further
used to design putatively immunogenic peptides. Anti-
genicity is the ability of a protein to bind specifically to the
paratope of an Ab. Immunogenicity is the ability of an Ag
to induce an immune response in a suitable host. Thus,
antigenicity is just a molecular recognition phenomenon,
whereas immunogenicity depends on multiple factors
extrinsic to the sole Ag [30]. In developing and using
PEPOP, we have clearly distinguished these two proper-
ties and we show that the outputs of PEPOP could be used
in both settings. As concerns antigenicity, one has to keep
in mind that epitopes are in essence unpredictable since

epitopes are not intrinsic features of proteins but exist
only in the context of the Ab that binds to it [31]. Thus,
what one generally predicts is at best a putative epitope to
which an (undefined) Ab might bind. Our method, as all
others in the same vein, is a tool that helps experimental-
ists to focus on a defined part of a protein for experimen-
tally assessing its real antigenic character by measuring
antibody binding to this particular part.

A key step in proposing a new predictive tool is the dem-
onstration of its efficacy [32]. To evaluate the performance
of an algorithm to predict antigenicity seems rather easy
since it consists of comparing the predictions with known
epitopes. The gold standard for comparison is an epitope,
as defined by X-ray crystallography of an Ab-Ag complex

Sandwich immunoassay design for IA-2Figure 4
Sandwich immunoassay design for IA-2. (A) 3D view. Peptide #1 (in red) and peptide #4 (in blue) are represented on 
the 3D structure of IA-2. (B) Graphic representation. The graph indicates the reactivity of the polyclonal (Abs) with IA-2, in a 
sandwich-type ELISA format. The Ag, captured by the immobilized Ab, is detected by a biotinylated Ab, followed by addition of 
streptavidin-peroxidase. Reactivity of×, anti-peptide #4 with IA-2, detected by anti-peptide #1;  , anti-peptide #4 with TPO, 
detected by anti-peptide #1;  , anti-peptide #15 with IA-2, detected by anti-peptide #1; �, anti-peptide #15 with TPO, 
detected by anti-peptide #1.
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since this method provides a comprehensive topological
view of the epitope. However, it certainly counts as
epitope residues, some residues which are not energeti-
cally involved in the interaction with antigen (Novotny,
1989), and this may bias the comparison between pre-
dicted and epitopes defined by X-ray crystallography. The
authors of the three reported predictive algorithms that
make use of 3D information used different methods for
evaluation of the algorithm performances. Batori et al.
[22] reported results on a single Ab-Ag model, but they
rigorously compared the performances of their software
with that of sequence-based algorithms. As expected, their
EMT algorithm performed better than conventional meth-
ods [22,33]. To assess the performance of their DiscoTope
tool, Haste Andersen et al. [23] compared its predictions
with those obtained by the method of Parker et al. [14]
and by a surface accessibility calculation. They also
reported epitope prediction for a single antigen. The eval-
uation strategy developed by Kulkarni-Kale et al. [24] was
similar to the one we undertook. Their rationale for pre-
diction was also very similar to ours. It seems, however,
that their CEP algorithm tends to predict much larger anti-
genic determinants than PEPOP. Authors of the fourth
tool, the MEPS server [21], did not present any validation
data. The ability of PEPOP to identify putative antigenic
regions on proteins was evaluated by comparing 13 struc-
turally defined epitopes on a total of 8 different protein
Ags with the clusters calculated by the algorithm. The
identified clusters were shown to correspond to a large
(but not complete) extent to structurally defined epitopes.
In 11 out of the 13 Ab-Ag complexes analyzed, at least
50% of the structural epitope residues were found to be
included in a single PEPOP cluster. In the last two Ab-Ag
complexes [PDB: 1VFB, 1EY0], the predicted residues
almost equally distribute into three clusters, thus yielding
the lowest sensitivity numbers. It should be noted that our
method being based on detection of exposed residues, res-
idues buried in the structure that may participate to
epitopes are missed. CEP, EMT and DiscoTope also make
use of the accessibility parameter in their calculations. The
comparative assessment of sensitivity, specificity and pos-
itive predictive value of PEPOP, CEP, and DiscoTope
showed that PEPOP achieves similar or slightly better per-
formances than the other two algorithms.

As regards to immunogenicity, assessing the performance
of a tool to predict immunogenic peptides is more diffi-
cult because it implies time consuming experiments, nota-
bly immunizing animals. As others [34,35], we have made
this effort. To demonstrate the ability of PEPOP to suc-
cessfully predict immunogenic peptides, several peptides
were designed from the 3D structure of three model Ags
using different methods; they were then chemically syn-
thesized and used to elicit Abs in rabbits. Since all pep-
tides induced a strong anti-peptide antibody response

(data not shown) and not all antibodies recognized the
cognate protein, it was assumed that antibodies did not
cross-react with a denatured antigen. The capacity of the
Abs to cross-react with the target Ag was taken as proof of
a successful prediction. The FPS method of peptide design
was found to be efficient to yield peptides able to induce
a strong Ab response against the cognate protein Ag since
an 80% success rate was achieved. The FPS method pro-
vides a peptide with a sequence made from contiguous
residues of the protein, thus the 3D information is lost.
However, as compared with peptides designed by using
BEPITOPE [18], the FPS method of PEPOP performed bet-
ter. Both PEPOP and BEPITOPE use the β-turn criteria to
predict epitope (assignment in PEPOP, propensity of the
antigen sequence in BEPITOPE). PEPOP, however, uses
four additional parameters, the length of the segment, its
hydrophobicity, its accessibility as well as the occurrence
of R, W, Y, and P, that have been found to be overrepre-
sented in protein-protein interfaces [36]. It is possible that
this aggregated information might add some value to the
prediction simply based on β-turn propensity. Note, how-
ever, that the performances of BEPITOPE have recently
been surpassed by machine learning approaches [37]. A
disappointing observation was that our attempts to design
peptides mimicking discontinuous regions of the Ags
were not fully successful, in that the corresponding Abs
were poorly or not at all cross-reactive with the cognate
protein. Cross-reactive antibodies were obtained with sev-
eral peptides (designed notably using the NN method),
but their reactivity was low as compared with FPS-based
antibodies. Chemically mimicking discontinuous protein
surfaces have been a long-standing scientific challenge
[38]. We are nevertheless confident that this could be
amenable since many mimotopes have been identified
that are considered as low molecular weight functional
replicas of discontinuous epitopes [39]. As the PEPOP
software has only recently been developed, many param-
eters can probably be improved to better predict discon-
tinuous peptides. For example, the scoring and ranking of
the segments can be adjusted and the combination of one
to five of the characteristics deserves to be thoroughly
tested. Although PEPOP has proved its capacity to predict
relevant clusters and immunogenic peptides, it still con-
tains a great potential for improvement, particularly if a
prediction → experimental validation → optimization
loop is implemented. PEPOP is flexible and can be a use-
ful tool for different purposes. For example, in an anti-
genic use, PEPOP can help to map an epitope by building
up a small virtual peptide library that can then be tested
for binding to the Ab; should the Ab recognize a peptide,
the epitope is localized. PEPOP has also the potential to
predict mimotopes, i.e. peptides without sequence simi-
larity with the Ag sequence which are recognized by the
mAb. Mimotopes can have many applications and lead to
pharmacological target identification (interesting for drug
Page 10 of 15
(page number not for citation purposes)

http://www.rcsb.org/pdb/cgi/explore.cgi?pdbId=1VFB
http://www.rcsb.org/pdb/cgi/explore.cgi?pdbId=1EY0


BMC Bioinformatics 2008, 9:71 http://www.biomedcentral.com/1471-2105/9/71
design or guided docking), to protein engineering, vaccine
design, identification of protein function, etc. As concerns
immunogenicity, PEPOP can be used to target a specific
region of a protein or to obtain Abs that capture the Ag.
The need for mAbs to characterize proteins identified by
large-scale proteomic studies is ever increasing. Since the
protein itself is not always available, the interest in devel-
oping a method using peptides as surrogate Ags may have
great potential. An interesting feature of the PEPOP algo-
rithm is its possibility to propose putative immunogenic
peptides that could yield Abs suitable for a sandwich cap-
ture assay of any protein Ag that can be modeled. With the
advent of large-scale proteomic studies and Ab arrays,
there is an increasing need for such immunoassays
[40,41]. An ideal pipeline to fit these requirements would
rely on novel high-throughput modeling capacities [42]
and bioinformatics tools like PEPOP to select peptides so
as to obtain in a straightforward way pairs of surface-tar-
geted Abs for developing sandwich assays for diagnostic
or discovery purposes.

Conclusion
PEPOP can identify epitopes at the surface of proteins
with accuracy comparable to similar tools available
through web interface. Moreover, PEPOP can also be used
to design immunogenic peptides from the 3D coordinates
of the protein.

Methods
PEPOP algorithm
Clustering of the accessible surface segments
From the 3D structure of a protein, the solvent accessible
surface area is calculated (Figure 1A, step 1). The surface
accessibility of amino acids is determined by using DSSP
[43] with the default parameters. Segments composed of
accessible and contiguous amino acids are then listed (a
segment can be constituted by a single amino acid) (Fig-
ure 1A, step 2). Each segment is then approximated to a
geometric segment represented by three points: the first
two points are the Cα of the N-terminal and C-terminal
residues of the segment, the third point is calculated as the
mid-point between the other two. Hence, a segment is
represented by the 3D coordinates (X, Y, Z) of the three
characteristic points. A distance matrix is then calculated
in which the comparison between two segments produces
nine values since a segment is represented by three points.
A matrix of the shortest distances is then derived in which
the distance between two segments is represented by the
lowest value among the nine previously calculated. This
matrix is used to cluster the segments (Figure 1A, step 3).
The clustering of the segments is performed by Kitsch
(from PHYLIP package v3.6) [44]. At this stage, a set of
accessible surface segments is identified and segments
clustered based on the shortest distance matrix.

Scoring the segments
A score is attributed to the segments of a given list (either
the segments of a cluster or all the segments identified) for
each selected property (segment length, segment accessi-
bility, segment hydrophobicity, occurrence of particular
amino acids, and occurrence of residues in β-turns). The
length score is the number of amino acids in a segment.
The accessibility score is the average accessibility of the
amino acids composing the segment (values from DSSP).
The hydrophobicity score is the number of hydrophobic
amino acids (Y, W, F, L, V, I, C, P, M) in the segment. The
particular amino acid score is the number of W, R, Y and
P in the segment. The β-turn score is the number of amino
acids involved in a β-turn (DSSP assignment).

Scoring the clusters
Each cluster is scored for the five properties according to
the score of the composing segments. The length score of
a cluster is the length of the longest segment of this cluster.
The accessibility score is the number of segments of the
cluster being part of the first quartile of the most accessi-
ble segments. The hydrophobicity score is the sum of the
hydrophobic amino acids of the segments contained in
the cluster. The particular amino acid score is the sum of
W, R, Y, and P of the segments contained in the cluster.
The β-turn score is the sum of amino acids implied in a β-
turn of the segments contained in the cluster.

Ranking the segments or the clusters
The segments or the clusters are ranked for each of the five
properties according to the assigned score. The five ranks
of a segment or a cluster are summed, and the segments or
clusters are finally ranked according to these sums.

Methods to design immunogenic peptides
To design a peptide, a "reference segment" is chosen from
the set of identified segments and its sequence extended
with residues selected by a "method of extension" in a
specified "area of extension". The reference segment can
be manually selected among all the segments if a particu-
lar region of the protein is desired to be targeted and so
present in the final peptide. Otherwise, the PEPOP algo-
rithm is devised to automatically select the first ranked
segment according to criteria selected among the five
physicochemical or structural properties of the amino
acids. These parameters were chosen in agreement with
different analyses of Ab-Ag and/or protein-protein inter-
actions (among them [45,46]) that have shown that they
play a role in or they favorably influence the antigenicity
and even the immunogenicity of a protein, or they are
favorably associated with the binding between proteins.
In the PEPOP software, these five characteristics can be
chosen one by one or combined. The segments are ranked
according to the chosen characteristics within each seg-
ment: the top scored segment is automatically selected as
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the reference segment. In a second step, the reference seg-
ment is elongated to yield a peptide of a suitable molecu-
lar size. Three methods of extension have been
implemented. The simplest is the extension of both sides
of the sequence of the reference segment with the flanking
sequence of the cognate protein (called FPS for Flanking
Protein Sequence). In the second method (called NN for
nearest neighbours), the segments having the shortest dis-
tance from the reference segment are searched for by the
algorithm. The sequence of the segment nearest to the C-
terminus of the reference segment is added C-terminally
(Figure 3). If necessary, a further extension is conducted in
the same way, from the last segment added until a defined
total minimal length of the peptide sequence is reached.
The third method is the search for an optimized path
between the segments composing a peptide (called ONN
for optimized nearest neighbor path). From a set of seg-
ments that composes a peptide, all the possible combina-
tions are explored to select the one for which the global
distance between all the segments is the shortest. The last
element for the design of the peptide is the choice of the
area of extension. The elongation of the peptide can take
into account either the whole set of accessible segments
from the protein or only a previously determined cluster
of accessible segments. This cluster can be chosen among
all clusters by the user, or it is automatically selected by
the algorithm in the same way as the reference segment
was automatically selected. Thus, the clusters are ranked
according to the same previously described five character-
istics that can be combined: accessibility, length, hydro-
phobicity, number of R, W, Y, P, and number of β-turns.
The cluster having the best rank according to the selected
parameters is selected as the area of extension.

Implementation details
PEPOP has been implemented on a Linux server (Dell
PE2250 virtualized server with the Mandriva 2007 OS dis-
tribution) running the Apache web server version 2.0. The
algorithm has been implemented in object oriented PHP
(version 5), which allows the simultaneous development
of the web interface. The segments and clusters identified
by PEPOP can be directly visualized on the 3D structure of
the Ag thanks to the plug-in Chime [47]. Further develop-
ment will allow the prediction and display of several pep-
tides at the same time.

Comparison of the PEPOP performances with that of 
other available epitope prediction tools
The performances of PEPOP were compared with the two
other available epitope tools, i. e. DiscoTope and CEP by
calculating specificity, sensibility, and positive predictive
value derived from a two-by-two contingency table
[48,49]:

where Sp is the specificity, Se the sensibility, PPV the Pos-
itive Predictive Value, and TN the number of amino acids
not predicted and actually not part of the epitope, TP the
number of predicted amino acids that are actually part of
the epitope, FP the number of predicted amino acids not
part of the epitope, and FN the number of amino acids not
predicted but part of the epitope. Therefore, the specificity
evaluates the capacity of the tool to exclude those amino
acids that are not part of the epitope, and the sensibility
measures the capacity of the tool to identify the amino
acids of the epitope. The positive predictive value is the
proportion of predicted amino acids that are truly part of
the epitope.

Note that the outputs of the three epitope prediction tools
are different. DiscoTope yields a single prediction, identi-
fying along the protein sequence the amino acids that
might belong to an epitope. Instead, PEPOP and CEP sug-
gest several potential epitopes. By grouping the segments,
PEPOP identifies a few exclusive clusters, i.e., the poten-
tial epitopes are not overlapping. CEP proposed several
CE (conformational epitope) that may or may not be par-
tially overlapping. For each of the 13 epitope predictions,
the Sp, Se, and PPV were calculated on the single proposi-
tion of DiscoTope, and on the cluster (for PEPOP) and the
CE (for CEP) giving the best values.

3D structures of IA-2, TPO, and IL8
The intracytoplasmic part of insulinoma associated anti-
gen 2 (IA-2) ([Swiss-Prot: Q16849] residues 601–979) is
composed of two domains: the juxta-membrane domain
(residues 601–690) and the PTP domain (residues
691–979). A theoretical model of the PTP domain of IA-2
was previously published by Dromey et al. [50] but was
not made available in the PDB [51]. Consequently, a new
theoretical model was calculated (Moreau, Valera et al., in
preparation) to determine the 3D coordinates of the struc-
ture. The human thyroïd peroxidase (TPO) [Swiss-Prot:
P07202] contains a large extracytoplasmic domain (resi-
dues 15–846) composed of four domains: a structurally
undefined domain (residues 15–140), a MPO-like
domain (141–740), a CCP-like domain (residues
741–795), and an EGF-like domain (residues 796–839).
A theoretical model of the MPO-like domain has been
reported [52] and was made available to us. The inter-
leukin-8 (IL8) [Swiss-Prot: P10145] is composed of a sin-
gle domain of about 70 amino acids, depending on the
variant. Its 3D structure is available in PDB [PDB: 3IL8].
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Peptide predictions
The PEPOP predictions were made with the 3D structures
of the PTP domain of IA-2, the MPO-like domain of TPO
and the entire IL8. BEPITOPE was used with the default
parameters on the Pellequer's TURN33 addition method.
The predicted epitopes proposed were ranked according
to the average value. The overlapping regions are consid-
ered as a unique predicted epitope. The sequences used
were the intracytoplasmic part of IA-2, the extracytoplas-
mic part of TPO, and the entire sequence of IL8.

Peptide synthesis and purification
Peptides were prepared by Fmoc solid-phase synthesis
using an AMS 422 robot or a MultiPep synthesizer
(INTAVIS AG, Germany). Peptides were tagged by adding
the tripeptide Cys-Tyr-Gly N- or C- terminally to the target
sequence to facilitate monitoring at 280 nm during puri-
fication and to provide a thiol handle for coupling to a
protein carrier. The standard synthesis protocol [53] was
used throughout. Mass spectrometry (MALDI-Tof Voyager
DE, Applied Biosystems) was used to confirm the identity
of the synthetic peptide with the target sequence. Peptides
were coupled to keyhole limpet hemocyanin (KLH) by
using the heterobifunctional coupling reagent sulfo-
SMCC, according to the manufacturer's instructions.

Immunizations
New Zealand white rabbits (Centre Lago, France) were
immunized three times via the intradermic route at 14-
day intervals using 50 μg of Ag (KLH-coupled peptides)
and Freund's complete or incomplete adjuvant. Rabbits
were bled 10 days after the third immunization and the
serum titer measured by ELISA. The rabbits were boosted
twice subcutaneously at 21-day intervals with 50 μg of Ag
prior to terminal blood collection (by cardiac puncture).

Ab reactivity with the cognate protein
The entire IL8 (recombinant protein produced in E. coli)
was purchased from Peprotech.

Extracytoplasmic TPO was purchased from HyTest Ltd.
The intracytoplasmic part of IA-2 (residues 601–979) was
produced in the baculovirus-insect cell system in our lab-
oratory.

For indirect ELISA, maxisorp 96-well plates were coated
with 2 μg/ml of Ag in phosphate-buffered saline (PBS)
(overnight at 4°C). The plates were washed in PBS con-
taining 0.1% Tween-20 (PBS-T) and blocked with 2%
nonfat milk in PBS-T (1 h at 37°C). One hundred micro-
litres of serial dilutions of the final bleeds (1:5 000 to 1:1
000 000) in 2% nonfat milk PBS-T was added to each well
(2 h at 37°C). After three washes in PBS-T, the plates were
incubated with a peroxidase-conjugated anti-rabbit Ab
(Sigma), diluted 1:3 000 in PBS-T 2% nonfat milk (1 h at

37°C). Plates were washed four times in PBS-T and incu-
bated with OPD. After 20 min at room temperature, the
absorbance at 450 nm was measured.

For sandwich ELISA, maxisorp 96-well plates were coated
with 2 μg/ml of Protein A purified Ab (overnight at 4°C).
After blocking with 3% bovine serum albumin (BSA) in
PBS-T (1 h at 37°C), 100 μl of serial dilutions of the Ag
(0.01 μg/ml to 5 μg/ml in 3% BSA-PBS-T) was added (2 h
at 37°C) to each well. After three washes in PBS-T, the
plates were incubated with 2 μg/ml of a biotinylated-con-
jugated purified polyclonal Ab in 3% BSA-PBS-T (2 h at
37°C). After three washes in PBS-T, the plates were incu-
bated with peroxidase-conjugated streptavidin (Amer-
sham), diluted 1:3 000 in 3% BSA-PBS-T (1 h at 37°C).
Plates were washed four times in PBS-T and incubated
with OPD substrate for 20 min at room temperature. The
reaction was stopped by adding 50 μl of 4 N H2SO4 and
the absorbance at 490 nm was measured. In control exper-
iments, rabbit preimmune sera were tested in the above
conditions. The absorbance value noticed for each dilu-
tion was subtracted from the absorbance value given by
the corresponding dilution of the rabbit immune serum.

Availability and requirements
PEPOP is a server web based application and is usable as
a Sysdiag Service at http://diagtools.sysdiag.cnrs.fr/
PEPOP/. This service is plateform independent, fully
tested with Windows 2000™, Windows XP™. Program-
ming language: PHP; required the installation of the plug-
in Chime (not compatible with all the navigators) to vis-
ualize the results in the 3D structure of the protein.
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Structure and Activity Analysis of Two Spider Toxins That Alter Sodium Channel
Inactivation Kinetics†
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ABSTRACT: In this work, Phoneutria nigriVenter toxins PnTx2-5 and PnTx2-6 were shown to markedly
delay the fast inactivation kinetics of neuronal-type sodium channels. Furthermore, our data show that
they have significant differences in their interaction with the channel. PnTx2-6 has an affinity 6 times
higher than that of PnTx2-5, and its effects are not reversible within 10-15 min of washing. PnTx2-6
partially (59%) competes with the scorpion R-toxin AaHII, but not with the scorpion �-toxin CssIV, thus
suggesting a mode of action similar to that of site 3 toxins. However, PnTx2-6 is not removed by strong
depolarizing pulses, as in the known site 3 toxins. We have also established the correct PnTx2-5 amino
acid sequence and confirmed the sequence of PnTx2-6, in both cases establishing that the cysteines are
in their oxidized form. A structural model of each toxin is proposed. They show structures with poor
R-helix content. The model is supported by experimental and theoretical tests. A likely binding region on
PnTx2-5 and PnTx2-6 is proposed on the basis of their different affinities and sequence differences.

Peptide toxins were selected over millions of years to act
on vital processes to kill or paralyze prey or predators. This
natural selection provided an assortment of molecules capable
of acting at low concentrations on ion channels, either
inhibiting their conduction pathway or altering their kinetics
(1). The latter type of toxins is proving to be a useful tool
for investigating the molecular mechanisms of ion channel
gating and has provided valuable information about this
poorly understood process (see ref 2 as an example). At least
six toxin binding sites have been characterized in the
mammalian sodium channel, most of them affecting its
kinetics. Site 3 is known to be occupied by peptide toxins
that originated from scorpion venom (scorpion R-toxins) and
from sea anemone, whereas site 4 is occupied by scorpion
�-toxins (3). More recently, some spider toxins have also
been shown to alter the kinetics of sodium channels. In
contrast with the scorpion and anemone toxins, little is known
about their molecular mechanism and binding sites (4).

In this paper, we have studied two homologous toxins from
the Brazilian spider Phoneutria nigriVenter, whose effects
can account for the major symptoms of envenomation caused

by that spider, which comprise hyperexcitation, salivation,
lachrymation, and priapism. At the cellular level, these toxins
have been shown to have complex effects on sodium channel
kinetics, inhibiting its inactivation and shifting the activation
voltage dependence toward negative potentials (4, 5), effects
that correspond to the action of scorpion R- and �-toxins,
respectively. Those two toxins, named P. nigriVenter toxins
Tx2-5 (PnTx2-5)1 and Tx2-6 (PnTx2-6), are similar in
primary sequence, and their in vivo activities also resemble
those produced by scorpion toxins, except for the conspicu-
ous priapism. However, more detailed studies at the cellular
level were still required to characterize their mechanisms of
action. In this work, we present a detailed and ample set of
results that indicates that these toxins act on neuronal sodium
channels by binding to the overlapping site with scorpion
R-toxins and by a similar mechanism.

MATERIALS AND METHODS

Electrophysiology. The GH3 (ATCC, Manassas, VA) cell
line was used for the electrophysiology assays. The cells were
kept in Dubelco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco)
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1 Abbreviations: AaHII, Androctonus autralis Hector toxin II; BSA,
bovine serum albumin; CD, circular dichroism; Css IV, Centruroides
suffusus suffusus toxin IV; EGTA, [ethylene bis(oxyethylenenitrilo)]tet-
raacetic acid; FPLC, fast protein liquid chromatography; HEPES, 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid); HPLC, high-perfor-
mance liquid chromatography; ICK motif, inhibitory cystine knot motif;
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supplemented with 10% fetal bovine serum (Cultilab), 10
units/mL penicillin, and 10 µg/mL streptomycin. The cells
were plated 2-5 days before the experiment, and 24-48 h
before the experiment, the concentrations of KCl and CaCl2

in the culture medium were increased to 10 and 9.3 mM,
respectively, to increase the level of sodium channel expres-
sion (6). Macroscopic Na+ currents were recorded at room
temperature (22-25 °C) in the whole-cell patch clamp
configuration (7) using an EPC-9 amplifier (Heka Instru-
ments). Currents were low-pass filtered (Bessel) at a cutoff
frequency of 10 KHz, acquired at 20-25 KHz, and digitally
stored in a Power-Mac computer. The P/4 protocol was used
for linear leak and capacitance subtraction. Patch pipettes
were made with soft glass capillaries using a vertical pipet
puller (Narishige) and had resistances between 2 and 4 MΩ.
The pipettes were filled with internal solution 1 [10 mM
NaCl, 20 mM TEA-Cl, 10 mM EGTA, 90 mM CsF, 20 mM
CsOH, and 10 mM HEPES (pH 7.2) with CsOH] for
experiments on PnTx2-5 or internal solution 2 [10 mM
NaCl, 35 mM TEA-Cl, 5 mM EGTA, 100 mM CsF, and 10
mM HEPES (pH 7.2) with CsOH] for experiments with
PnTx2-6. TEA-Cl and cesium were used to suppress K+

currents. The external solution contained 140 mM NaCl, 5
mM CsCl, 2 mM MgCl2, 0.1 mM CdCl2, 1 mM CaCl2, 5
mM glucose, and 10 mM HEPES (pH 7.4) with NaOH.
Cadmium was used to block Ca2+ channels. Throughout the

experiment, the cell under investigation was externally
perfused via a 0.1 mm diameter pipet that was placed visually
next to it. The perfusion was performed with the external
solution containing 0.1% bovine serum albumin (BSA), to
avoid adsorption of the toxin. BSA had no effect on the Na+

current. When appropriate, the perfusing solution was
switched to an equal solution containing the toxin at the
desired concentration. The effectiveness of the perfusion was
checked beforehand by using a Na-free external solution.
Under that condition, the inward current completely disap-
peared within 2 s. All reagents were of analytical grade.

Data Analysis. For the kinetic analysis of Na+ current
inactivation, the decay of the current at a membrane potential
of 0 mV was fitted with an exponential function with one or
two time constants:

where T is the time from the peak of the current and a and
b are the proportions of the current that decays with time
constants τf and τs, respectively.

Toxin Purification and Quantification. The PnTx2 fraction
was purified by gel filtration chromatography in gel and
reversed-phase chromatography in FPLC (8) from a soluble

FIGURE 1: Effect of PnTx2-5 and PnTx2-6. (A) Superimposed records (gray lines) obtained from the same cell at 0 mV in the absence
or presence of 400 nM PnTx2-5 and 5 min after washing. The latter record is almost identical with the control. The black line shows the
curve obtained by fitting the inactivation kinetics, as described in Materials and Methods. (B) Same as panel A, with and without 100 nM
PnTx2-6. (C) The records in the presence of PnTx2-5 and PnTx2-6 are superimposed to stress the difference in their effects. (D) Normalized
I-V curves in the absence (O) or presence of 400 nM PnTx2-5 (b) and 5 min after washout (0). (E) Normalized I-V curves in the
absence (O) and presence of 100 nM PnTx2-6 (b). The pulse protocol of the I-V curves is shown above panel D. The I-V curve was
fitted with the equation INa ) gNa(Max) × (VM - VR)/{1 + exp[(Vg - VM)/Kg]}, where INa is the current at each point, gNa(Max) is the fitted
maximal conductance, VM is the membrane potential, VR is the reversal potential, Vg is the voltage which activates half of the maximal
conductance, and Kg is the slope factor.

f (x) ) a exp(-T/τf) + c (1)

f (x) ) a exp(-T/τf) + b exp(-T/τs) + c (2)
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fraction of the total venom of the P. nigriVenter spider.
Isoforms PnTx2-5 and PnTx2-6 were separated by reversed-
phase chromatography via HPLC (9). The purity of the toxins
was verified by mass spectrometry (Q-Tof, Micromass,
Manchester, U.K.). To quantify the toxin concentration, we
calculated the molar extinction coefficient at 280 nm of each
toxin in its denatured form, on the basis of the respective
amino acid content. The ε was calculated with the equation
ε280 ) (number of W) × 5690 + (number of Y) × 1280 +
(number of C-C) × 120 (10). Since it has been shown in
native proteins that calculated extinction coefficients were
accurate within an average of 5% error (11), we used this
value throughout this work.

Tryptophan Fluorescence and Circular Dichroism (CD).
Fluorescence records of PnTx2-6 were obtained with an
ABL2 Spectronic fluorometer (Applied Biosystems, Foster
City, CA) in quartz cuvettes with a path length of 1 cm.
The sample was excited at 280 nm and the emission spectrum
collected at 300-450 nm at 20 °C. The CD spectrum of
PnTx2-6 was obtained with a spectropolarimeter (Jasco
J-810) in a quartz cuvette with a path length of 1 cm with
UV light from 190 to 260 nm at 23 °C. The toxin was diluted
in water. The data were obtained at 0.5 nm intervals at 50
nm/min. All CD spectra are averages of 20 scans. The
baseline under each condition was subtracted from the
spectrum with the toxin.

Binding Assay. To identify the PnTx2-6 binding site on
sodium channels, we performed competition assays using
typical scorpion toxins that bind to site 3 (AaHII from

Androctonus australis Hector) and site 4 (CssIV from
Centruroides suffusus suffusus). These toxins (5 nmol) were
radiolabeled by the lactoperoxidase method with 0.5 mCi
of 125I (Amersham Pharmacia Biotech) as described by
Rochat and collaborators (12). To perform the experiments,
we used either 5 µg of synaptosomes from rat brain (13) or
50 µg of total synaptosomal preparation (P2) (14). The
protein concentration was determined by the method of
Lowry (15). The tissue was incubated (30-40 min at 37 °C)
in a medium containing 10-10 M radiolabeled toxin ([125I]Aa-
HII or [125I]CssIV), alone or with a competing toxin. This
could be either the same toxin unlabeled at 10-7 M, to assess
the nonspecific binding, or PnTx2-6 at 10-10-10-6 M, to
evaluate if it can compete with the radiolabeled toxin for
the binding site. To remove the free 125I-labeled toxin, the
tissue was vacuum-filtered (synaptosomes) (12) or centri-
fuged at 11000g for 5 min (P2) (14). The radioactivity bound
to the tissue was measured in a γ radiation counter (1275
mini Gamma Counter, LKB, Wallac).

Molecular Modeling of PnTx2-5 and PnTx2-6 Struc-
tures. A search for sequence similarity using NCBI PSI-
BLAST (16) was performed, but no major similarity was
found with any protein that had its structure experimentally
determined.Foldrecognitionofbothtoxins,usingmGenThread-
er (17), did not return any significant hit. The cysteine
connectivity pattern of PnTx2-5 and PnTx2-6 was deduced
by sequence alignment with all short spider toxins that
contain at least eight cysteine residues and whose disulfide
bridges were experimentally identified (Figure 7A). Accord-

FIGURE 2: Effect on the voltage dependence of the peak conductance of 100 nM PnTx2-6 (A) and 400 nM PnTx2-5 (B). The conductance
at each point was calculated using the equation gNa ) INa/(VM - VR) and fitted with a Boltzmann equation: gNa/gNa(Max) ) {1 + exp[(Vg -
VM)/Kg]}-1. The right panel shows the voltage dependence of steady-state inactivation with 100 nM PnTx2-6 (C) and 400 nM PnTx2-5
(D). The pulse protocol used to measure the voltage dependence of steady-state inactivation is shown. The steady-state inactivation data
were fitted with the equation h∞ ) a{1 + exp[(V - Vh)/Kh]}-1 + b,where V is the prepulse membrane potential, Vh is the voltage that
inactivates half of the maximal current, and Kh is the inactivation slope factor. Parameters a and b reflect the proportion of inactivating and
noninactivating channels, respectively: control (O), in the presence of the toxin (b), and 5 min after washout (0).

3080 Biochemistry, Vol. 48, No. 14, 2009 Matavel et al.



ing to SCOP (18), CATH (19), and DBAli (20) databases,
they all present the same overall fold, including the so-called
inhibitory cystine knot (ICK) structural motif (21, 22), with
a relatively high degree of conservation of cysteine residue
distribution among the group, in spite of the global high
degree of sequence variability (23). Secondary structure
predictions were performed on both target protein sequences
using algorithms PHD and PROF (24), PSIPRED (17), Jpred
(25), and nnPredict (26). Among the group of spider toxins
of known structure, template structures were selected ac-
cording to the following criteria: (i) sequence similarity
(using BLAST local alignment algorithm), (ii) secondary
structure similarity [by alignment of predicted secondary
structures of all toxins, using the SOV algorithm (27)], (iii)
cysteine pattern similarity [according to spider neurotoxin
classification proposed by Kozlov and Grishin (28)], and (iv)
known target ligand similarity (sodium channel gating
modifier toxins). The selected template structures are those
from δ-atracotoxin-Hv1 (29), δ-palutoxin IT2 (30), toxin
AcTx-Hi:OB4219 (31), and µ-agatoxin-1 (32). Their atom
coordinates are deposited in the Brookhaven Protein Data
Bank (PDB) (33) as entries 1VTX, 1V91, 1EIT, and 1KQH,
respectively. Three-dimensional structures of PnTx2-5 and
PnTx2-6 were calculated by a homology-based molecular
modeling method using Modeler 9v3 (34). Using the Modeler

salign command, a structural alignment of the four template
structures was generated, and then target sequences of each
toxin were aligned together with the resulting structure-based
template sequence alignment, using the Modeler align2d
command. As predicted from target template sequence
alignment, the pairs of cysteine residues (Cys3-Cys17,
Cys10-Cys23, Cys14-Cys46, Cys16-Cys31, and Cys25-
Cys29) from both toxin sequences were virtually constrained
to form disulfide bridges. For each toxin, 100 models were
calculated and evaluated using Modeler Objective Function (34),
WHAT IF Check Report results (35), Procheck Ramachandran
plot analysis (36), Verify3D score (37), and ProSA z-score (38).

FIGURE 3: Concentration dependence of PnTx2-5 (A) and PnTx2-6
(B). In panel A, the effect was measured by the proportion of the
inactivation-modified current calculated by eq 2 (Materials and
Methods). The curve is the best fit of the data, with the equation
f(c) ) P × c/(K0.5 + c), where P is the maximal proportion of
modified channels and K0.5 is the concentration that modifies half
of the channels, having a P of 0.59 and a K0.5 of 190 nM. The
effect of PnTx2-6 was measured by the current that remained at
a time equal to 3-fold the fast time constant of inactivation (O).
For the sake of comparison, the same procedure was carried out
with the data of PnTx2-5 (b). The curves were obtained by fitting
the data with the same equation, with P values of 0.71 and 0.58
and K0.5 values of 23 and 140 nM for PnTx2-6 and PnTx2-5,
respectively.

FIGURE 4: Lack of displacement of PnTx2-6 upon washing (A)
and upon application of strong (180 mV) depolarizing pulses (B),
as shown in the inset, where t is the test pulse to 0 mV for 20 ms.
The effect was measured with the same procedure described for
Figure 3B.

FIGURE 5: Recovery from inactivation in the presence of PnTx2-6.
The pulse protocol is shown in the inset. The data were fitted with
the sum of two-exponential functions: f(T) ) 1 - [k1 exp(-T/τ1)
+ k2 exp(-T/τ2)], where T is the recovery time and k1 and k2 are
the proportions of the current that recover with time constants τ1

and τ2, respectively. The best fits were obtained with the following
values: k1 ) 0.84 ( 0.04 and 0.79 ( 0.02, k2 ) 0.16 ( 0.04 and
0.21 ( 0.02, τ1 ) 1.99 ( 0.24 and 0.91 ( 0.07 s, and τ2 ) 4.4 (
1.1 and 10.7 ( 0.8 s in the absence (O) and presence (b) of
PnTx2-6, respectively. τ1 is significantly smaller in the presence
of PnTx2-6.
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The model which best satisfied the multiple evaluation
criteria was selected for each toxin. Electrostatic potentials
were calculated using GRASP2 (39), and structure repre-
sentations were drawn using PyMol (40).

Statistics. Tests of significance were performed using an
unpaired Student’s t test. The level of significance is p <
0.05. Data are shown as averages ( SEM.

RESULTS

Primary Structures of PnTx2-5 and PnTx2-6. Prelimi-
nary assays were needed to decide the correct primary
structure of PnTx2-5, whose sequence was first determined
by chemical sequencing (9). Via examination of a cDNA
library constructed from stimulated venom glands, Kalapo-
thakis and collaborators (41) were unable to find a sequence
that fully matched the reported toxin. A similar sequence
was found, in which residue 40 was a tryptophan (instead
of an alanine) and cysteine 48 was not present. This sequence
was named PnTx2-5a (41), because it was uncertain whether
it was an isoform of PnTx2-5 or its true sequence. Mass
spectroscopy of both toxins used in this work confirmed the
expected mass calculated from the PnTx2-6 sequence
(5289.31 ( 0.03 Da, calcd 5288.25 Da) and from PnTx2-5a
(5112.31 ( 0.41 Da, calcd 5113.1 Da). Since chemical
sequencing is prone to errors due to hangover after many
cycles of reaction, especially when tiny amounts of material
are available, and considering that the purification of our

sample was carried out according to the protocol originally
used to purify PnTx2-5, we conclude that its correct
sequence is the one shown in Figure 7A, which is identical
to the one obtained from cDNA sequencing, while confirming
the sequence of PnTx2-6 reported by chemical and cDNA
sequencing (see Figure 7A). Furthermore, our data confirm
the assumption that all cysteines are oxidized, forming
disulfide bridges. Each of these toxins has 48 amino acids,
with a 90% level of sequence identity. Using the confirmed
sequences, extinction coefficients of 7570 and 14540 M-1

cm-1 were obtained for PnTx2-5 and PnTx2-6, respectively.
Comparison of PnTx2-5 and PnTx2-6 with Respect to

the Na+ Current of GH3 Cells. GH3 cells endogenously
express neuronal types of the sodium channel, Nav1.1,
Nav1.2, Nav1.3, and Nav1.6 (42), whose currents are
sensitive to 300 nM tetrodotoxin (not shown). PnTx2-5 and
PnTx2-6 modify the Na+ currents in a similar manner,
slowing the inactivation kinetics and generating a persistent
current at the end of 20 ms pulses (Figure 1A,B). The
decrease in the inactivation rate leads to a hyperexcitability
and can account for the symptoms of Phoneutria enveno-
mation. Preliminary experiments showed no effect on K+

currents. These effects are similar to those produced by
scorpion R-toxins, which bind to site 3 of sodium channels.
Interestingly, no reversion of the PnTx2-6 effect was
observed for up to 10 min after washing out (Figure 4A), in
contrast with PnTx2-5 (Figure 1A). Panels D and E of
Figure 1 show the normalized current-voltage (I-V)
relationships in the presence of PnTx2-5 and PnTx2-6,
respectively. Na+ currents were activated between -35 and
-40 mV, while a maximal value near -5 mV was attained
under control conditions. The negative shift of the voltage
dependence of activation observed in the presence of the
toxins is discussed below. In six paired experiments, we
observed that addition of PnTx2-5 produced a small (5.2%),
but significant, increase in the current amplitude at 0 mV.
In seven paired experiments, the effect of 100 nM PnTx2-6
on the current amplitude was not statistically significant.

Effect of P. nigriVenter Toxins on the Voltage Dependence
of the Na+ Current. To further investigate the negative shift
of the Na+ current activation, we calculated the conductance
in each potential, normalized for the maximal conductance
and plotted as function of the test potential (Figure 2A,B).
The points were fitted with a Boltzmann function, and the
best fit is shown as a solid line. The potential that activates
half of the maximal conductance (Vg) is significantly shifted
to negative values in the presence of both toxins. PnTx2-5
at 400 nM shifted Vg by -11.2 ( 0.9 mV (n ) 4) and
PnTx2-6 at 100 nM by -7.8 ( 0.8 mV (n ) 5).

In addition, we investigated the effect of both toxins on
the voltage dependence of steady-state inactivation (Figure
2C,D). Conditioning prepulses (-120 to -25 mV) with a
duration of 100 ms were applied and followed by a test pulse
to 0 mV, where the currents were measured. Each peak
current is normalized to the peak current after the -120 mV
conditioning prepulse, and the data were fitted with a
Boltzmann function. The best fit is shown as a solid line.
As shown in Figure 2C,D, the toxins shifted the Vh to
hyperpolarized potentials by -14.0 ( 2.4 mV (n ) 4) and
-20.3 ( 2.9 mV (n ) 5), in the presence of PnTx2-5 (400
nM) and PnTx2-6 (100 nM), respectively. The slope factor
(Kh) was significantly modified by the toxins, and a consider-

FIGURE 6: Competition binding assays of PnTx2-6. Panel A shows
that PnTx2-6 does not compete with scorpion �-toxin [125I]CssIV
and partially competes with scorpion R-toxin [125I]AaHII. In panel
B, one experiment carried out in triplicate shows the concentration
dependence of the competition for the specific binding. The maximal
displacement of specific binding of [125I]AaHII is 58%. The filled
square represents the data obtained in the seven independent
experiments shown in panel A, replotted as a percentage of
displacement of specific binding.
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able percentage of channels (15-18%) did not inactivate
even with potentials of -25 mV.

Although the effect of PnTx2-5 on the inactivation rate,
Kh, and noninactivated fraction were reversible, its effect on
Vg was not, while Vh reverted partially upon PnTx2-5
washout (Figure 2A,C).

Sodium Channel InactiVation Kinetics. To characterize the
effect of the toxins on the inactivation process, the inactiva-
tion rates of the Na+ currents were analyzed. During control
inactivation, Na+ currents decay as a single exponential with
a fast time constant (390 ( 23 µs). As shown in Figure 1,
both toxins inhibit fast inactivation. We fitted the decay of
individual currents at 0 mV with a single-exponential
function (eq 1) or the sum of two exponentials (eq 2), in the
presence of toxins PnTx2-5 and PnTx2-6. The Na+

currents in the presence of either toxin are best fitted with

two exponentials. PnTx2-5 modifies the Na+ currents by
adding a slower exponential component (τs) to the fast
component (τf) whose rate remained similar to the control.
In contrast, PnTx2-6 slows the fast component (τf) in
addition to generating a slow component (τs) (Figure 1). The
same pattern is observed in all potentials where the current
decay is dominated by inactivation. We used in our analysis
records at 0 mV, because at that potential the sodium
conductance has reached its maximum and remains maximal
regardless of the voltage shift. In five experiments, the fast
time constant of inactivation changed from 0.390 ( 0.023
ms in the absence of PnTx2-6 to 1.21 ( 0.15 ms after
addition of PnTx2-6.

Concentration-Response Relationship. Since PnTx2-5
adds a slower time constant (τs) to the exponential decay,
while preserving a fraction of the current with a fast time

FIGURE 7: PnTx2-5 and PnTx2-6 molecular modeling. (A) Sequence and cysteine connectivity pattern of cysteine-rich spider toxins.
PnTx2-5 and PnTx2-6 sequences are aligned with all cysteine-rich peptide toxins containing at least eight cysteine residues whose disulfide
bridges were experimentally identified, by three-dimensional structure resolution [κ-atracotoxin-Hv1c (55), δ-atracotoxin-Hv1a (versutoxin)
(29), δ-atracotoxin-Ar1a (robustoxin) (56), AcTx-Hi:OB4219 (32), δ-palutoxins IT2 and IT1 (30), µ-agatoxin-1 (31), ω-agatoxin-4A (57),
and ω-agatoxin-4B (58)] or by chemical assignment [µ-agatoxin-5 (59) and CSTX-9 (60)]. Cysteine residues that form disulfide bridges are
highlighted with the same color. (B) Cartoon representation of the three-dimensional theoretical models of PnTx2-5 (left) and PnTx2-6
(right). Disulfide bridges Cys3-Cys17, Cys10-Cys23, Cys14-Cys46, Cys16-Cys31, and Cys25-Cys29 are colored yellow, turquoise,
red, green, and dark blue, respectively. The amino and carboxy termini are located on the left and right of the molecule, respectively.

Table 1: Ramachandran Plot Statistics of the Template Structures and Modelsa

no. of amino acid residues (% of non-Gly non-Pro nonterminal residues)

1VTX 1V91 1EIT 1KQH PnTx2-5 PnTx2-6

most favored regions 24 (64.9) 15 (51.7) 18 (62.1) 24 (80.0) 30 (74.4) 32 (84.2)
additional allowed regions 9 (24.3) 13 (44.8) 10 (34.5) 6 (20.0) 7 (20.5) 4 (10.5)
generously allowed regions 3 (8.1) 0 (0.0) 1 (3.4) 0 (0.0) 2 (5.1) 2 (5.3)
disallowed regions 1 (2.7) 1 (3.4) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
all regions 37 (100.0) 29 (100.0) 29 (100.0) 30 (100.0) 39 (100.0) 38 (100.0)

a The table shows, for each structure, the number and percentage of amino acid residues in each dihedral region of the Ramachandran plot (excluding
glycine, proline, and the end terminal residues). Data were obtained using Procheck (36).
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constant (τf) whose value is unchanged, it is conceivable that
the slow component reflects the toxin-modified channels and
the fast component the unbound channels. This interpretation
is supported by the experiments shown in Figure 3A. The
inactivation kinetics at 0 mV at different concentrations of
PnTx2-5 was analyzed, and the relative contribution of the
slow component was calculated. The data were initially fitted
with a Hill equation [f(c) ) P × cn/(K0.5

n + cn)]. Since the
value of n was found to be close to 1, a single-site saturation
kinetics was considered and the value of n was fixed as 1.
The best fit to the equation is shown as a solid line in Figure
3. The maximal percentage of modified current was 59%,
and the concentration of PnTx2-5 that modifies half of the
maximal proportion (K0.5) was 190 nM. The same reasoning
could not be applied to the PnTx2-6 effect, because it
modifies the fast time constant (τf) besides generating the
slow component. To construct a dose-response curve for
PnTx2-6, we reanalyzed all curves and measured the
fraction of the maximal current that remained after it decayed
for a period equal to three time constants of the control. The
choice of this time is critical, because it will have a significant
effect on the apparent concentration dependence. Our choice
was based on the following reasoning. (i) After a time
equivalent to three time constants, the contribution of the
unmodified channels will be less than 5%. (ii) At that time,
the current generated by modified channels will still be high.
For the sake of comparison, the effect of PnTx2-5 was also
measured with this method and plotted with the results
obtained with PnTx2-6 (Figure 3B). The results obtained
with PnTx2-5 are similar to those depicted in Figure 3A,
supporting the adequacy of the procedure. The graph in
Figure 3B was plotted with the best fit obtained with the

same equation, having K0.5 equal to 140 and 23 nM, and
maximal effects of 58 and 71%, for PnTx2-5 and PnTx2-6,
respectively. This means that, in addition to showing
reversibility, PnTx2-5 has a K0.5 6 times larger than that of
PnTx2-6. The fact that the maximal effect of PnTx2-6 is
greater than that of PnTx2-5 may also be meaningful.

Dissociation of the Toxin from the Sodium Channel. We
have already shown that PnTx2-5 can be washed off the
sodium channel (Figure 1A). In contrast, the effect of
PnTx2-6 could not be removed upon washing (Figure 4A).
One important characteristic of scorpion R-toxins is that their
dissociation from the sodium channel is dependent on the
membrane potential and they can be displaced by strong
depolarizing pulses (43-46). Since the effects of the
Phoneutria toxins were similar to those of scorpion R-toxins,
we used a strong depolarizing pulse after each test pulse to
0 mV to try to dissociate PnTx2-6 from its active site (see
the inset of Figure 4B). This protocol was repeated 24 or 40
times (with a 2 s interval) in the absence of free toxin in the
external solution. Figure 4B shows that the inhibition of
inactivation produced by PnTx2-6 (1 µM) remained even
if 40 strong depolarizing pulses (180 mV for 20 ms) were
applied alternated with the test pulses, in a medium devoid
of the toxin. The rate of dissociation of PnTx2-5 was not
significantly altered by the same protocol (not shown).

Although PnTx2-5 and PnTx2-6 differ by only five
amino acid residues, they have significant differences in their
affinities and binding properties of the sodium channel. We
decided to further investigate PnTx2-6, the more potent of
these toxins.

RecoVery from InactiVation. To characterize the effect of
PnTx2-6 on the recovery of sodium channel inactivation,
we applied two depolarizing pulses to 0 mV (with a 20 ms
duration) separated by a variable interval (from 0.5 to 20 s,
with 0.5 s increments), when the membrane was hyperpo-
larized to -100 mV (see the pulse protocol in the legend of
Figure 5). Figure 5 shows the peak value of the Na+ current
during the second pulse normalized by the value of the peak
of the current generated by the first pulse and plotted as
function of the hyperpolarization time. The curves were fitted
with a double-exponential equation, and the best fit is shown
as a solid line. In the presence of 500 nM PnTx2-6 (Figure
5), the channels recovered faster from inactivation. Statistical
analysis shows that the proportion of each exponential
component, k1 and k2, was not different from the control,
but the time constants of recovery, τ1 and τ2, were different.

PnTx2-6 Competition Assay. The effects of PnTx2-6
resemble those of scorpion R-toxins and, less clearly, those
of scorpion �-toxins. To determine if PnTx2-6 acts by
binding to sites 3 and 4 of the sodium channel, we
investigated if it can compete for the binding site of 125I-
radiolabeled AaHII and CssIV, typical scorpion R- and
�-toxins, respectively. The results depicted in Figure 6A
show that PnTx2-6 at a concentration up to 1 µM did not
compete with radiolabeled �-toxin CssIV (100 pM) in
cortical brain synapsotomes. In a control, excess unlabeled
CssIV (100 nM) displaced 64% (n ) 2) of the radiolabeled
toxin, and this percentage is considered the specific binding.

In contrast, PnTx2-6 displaced up to 36% of 100 pM
radiolabeled AaHII (Figure 6B) on the fresh P2 fraction of
rat brain, whereas the excess of unlabeled AsHII displaced
54%. This means that PnTx2-6 competes partially (67 (

FIGURE 8: Experimental tests of the proposed model of PnTx2-6.
(A) Circular dichroism spectrum of PnTx2-6 (s) compared with
the spectrum of ω-atracotoxin Hv1a (48) ( · · · ). (B) Fluorescence
spectrum of PnTx2-6 in water with a maximal fluorescence at 346
nm, consistent with the tryptophan residues being exposed to the
hydrophilic medium.
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9%) with AaHII for its specific binding sites. Because the
scorpion R-toxin binding depends on the membrane potential,
the P2 preparation was found to be more appropriate than
synaptosomes, since it better preserves the resting potential
of the membrane. When using different concentrations of
PnTx2-6 (100 pM to 1 µM), we found that the concentration
that attained half of the maximal displacement was 2 nM. It
is important to notice that the competition is partial, and the
data suggest no tendency toward a complete competition.

Description of the Structures. Figure 7A shows the
sequence alignment of PnTx2-5 and PnTx2-6 with 11
cysteine-rich toxins whose cysteine connectivities were
experimentally determined. The alignment shows that we can
assign to the Phoneutria toxins a conserved ICK motif (21).
A fourth Cys bridge (dark blue) was deduced by similarity,
which leads to the fifth pairing (red). Alternative pairings
have no resemblance with any known Cys connectivity.
Figure 7B shows a cartoon representation of PnTx2-5 and
PnTx2-6 molecular models, produced as described in
Materials and Methods, with a highlight on the disulfide
bridges. The models predict that the three-dimensional
structures of PnTx2-5 and PnTx2-6 each contain a short
triple-stranded antiparallel �-sheet formed by the Gln8-Cys10,
Gly21-Cys25, and Cys29-Gln33 strands and a short R-helix
formed by residues 35 (Asn in Tx2-5 and Tyr in Tx2-6)
to 39 (Ala in both toxins).

Model EValuation. The theoretical structures of PnTx2-5
and PnTx2-6 were evaluated with ProSA. Energy plots of
PnTx2-5 and PnTx2-6 were found to be similar to those
of known structures (not shown). Verify3D evaluation scores
of PnTx2-5 and PnTx2-6 structures are rated “relatively
good” and similar to those obtained with the evaluation of
the experimental structures of the toxins used as a template
(not shown). Although some uncommon structural features
can be encountered in all template and model structures,
analysis by WHAT IF reports that the models show no error

and have properties of good structures (not shown). The
Procheck assessment of geometric quality of the structures
is shown in Table 1. The results of Ramachandran analysis
show that no amino acid residue was found in a disallowed
region, and most of the non-Gly and non-Pro nonterminal
residues (>74%) lie in the most favored region (Table 1).
We noted that the geometric quality of the model structures
is even better than that of most of the template structures,
except for PDB entry 1KQH. Secondary structure prediction
software produced results compatible with both models.
These results suggest that the proposed theoretical models
can be considered probable structures of toxins PnTx2-5
and PnTx2-6 in solution. In contrast with the scorpion
R-toxins, our model predicts a very low content of R-helix.
This prediction was verified experimentally by CD analysis
of PnTx2-6, as shown in Figure 8A. The observed spectrum
supports the proposed model. In fact, the estimated proportion
of R-helix using the ellipticity at 222 nm (47) is 7.7%
(corresponding to 3.7 amino acid residues), which fits well
with the proposed model. For the sake of comparison, we
also show the experimental CD spectrum of a toxin with a
similar experimentally determined structure (ω-atracotoxin
Hv1a, PDB entry 1AXH) (48). Furthermore, our model
predicts that the tryptophan residues are exposed to the toxin
surface. This is confirmed by the florescence experiment
shown in Figure 8B. Besides being consistent, these models
predict characteristics that can be verified experimentally,
as discussed.

DISCUSSION

Effects of PnTx2-5 and PnTx2-6 on Neuronal Sodium
Channels. Our data clearly demonstrate that toxins PnTx2-5
and PnTx2-6 markedly delay the fast inactivation kinetics
of neuronal-type sodium channels (Figure 1B). Similar results
with PnTx2-6 were reported on skeletal muscle Na+ currents

FIGURE 9: Bioactive surface comparison of site 3 mammalian sodium channel modifier neurotoxins AaHII (A), BmKM1 (B), PnTx2-5 (C),
and PnTx2-6 (D). Electrostatic potential is mapped to the molecular surface of each molecule structure (left side). The potential is shown
at -5.0 to +5.0 kT/e, with k standing for the Boltzmann constant, T the temperature, and e the electron charge. Red indicates regions of
negative electrostatic potential; white indicates neutral regions, and blue indicates positive regions. These maps were drawn using GRASP2
(39). The sphere representation generated using PyMOL (40) is shown for each molecule (right side). Amino acid residues presumed or
known to be involved in the interaction with the channel are colored and labeled. Blue denotes positively charged amino acid residues.
Hydrophobic residues are colored light green, and aromatic residues are colored dark green.

Gating Modifier Na+ Channel Spider Toxins Biochemistry, Vol. 48, No. 14, 2009 3085



using the loose patch clamp technique (4), but showing a
lower affinity. This effect can account for the prevailing
symptoms of P. nigriVenter envenomation, and despite
several similarities with the action of site 3 toxins, important
differences exist that may imply differences in their mech-
anisms of action. In addition, our data show that PnTx2-6
has an affinity 6 times higher than that of PnTx2-5, and its
effects are not reversible up to 10 min after washing.

As shown in Figure 2, there is a shift of the voltage
dependence of the Na+ current in the presence of the toxins,
which may suggest an effect similar to that of scorpion
�-toxins. However, a similar spontaneous shift was described
previously in GH3 cells, which tends to reach a maximum
of -20 to -25 mV in 30 min (49). We found shifts of -11.2
( 0.9 and -7.8 ( 0.8 mV for the voltage dependence of
activation in the presence of PnTx2-5 and PnTx2-6,
respectively. After PnTx2-5 had been washed, a shift of
-13.4 ( 1.0 mV (relative to the control) was observed, while
its effect on the inactivation rate was reverted. The spontane-
ous shifts measured in four cells maintained under control
conditions were -9.3 ( 1.1 and -12.4 ( 1.2 mV, 10 and
15 min after the initial recording, respectively. This is the
approximate time of a complete experiment after the whole
cell configuration is obtained. We conclude that the observed
shift on the activation can be explained by the spontaneous
shift and cannot be attributed to a �-like effect.

In contrast, the spontaneous shifts observed on the voltage
dependence of steady-state inactivation were -6.3 ( 1.2 and
-7.4 ( 1.0 mV, at 10 and 15 min, respectively, which are
significantly lower than those observed with each toxin. The
meaningful difference, along with its partial reversion when
PnTx2-5 was washed, leads to the conclusion that both
toxins shifted the voltage dependence of inactivation toward
more hyperpolarizing potentials.

Both toxins slowed the inactivation kinetics of the Na+

current. PnTx2-5 generates a slower component in addition
to the normal fast one. On the other hand, PnTx2-6 had a
more complex effect on neuronal sodium channels: besides
adding a slower component, it also increased the time
constant of the fast component (see below).

It is interesting to notice that the data shown in Figure 3
predict that, even at saturating concentrations, a significant
proportion of the Na+ current (41%) remains unaffected by
PnTx2-5. Although alternative explanations cannot be ruled
out, this result suggests that part of the population of the
sodium channels present in GH3 cells has its inactivation
kinetics preserved, implying that PnTx2-5 may not act
equally in all channel types expressed in these cells (Nav1.1,
Nav1.2, Nav1.3, and Nav1.6). This result differs from what
is observed with scorpion R-toxins (45) and may be the basis
for some differential effects of these toxins, notably the
priaptic effect of PnTx2-5. In this respect, the effect of
PnTx2-6 is less clear, because of its effect on the fast
component of inactivation that may overshadow the pos-
sibility that part of the population of sodium channels is
resistant to PnTx2-6. A small increase in the time constant
of inactivation of part of the population of sodium channels,
not sufficiently high to be distinguishable from the unaffected
channels, would produce this effect. The incomplete com-
petition observed in Figure 6 reinforces the interpretation
that there are neuronal types of sodium channels that bind
AaHII, but not PnTx2-6.

It is important to notice that PnTx2-6 reduced the time
for the sodium channel to recover from the inactivation state.
This effect is similar to that reported for scorpion R-toxins
(46) and may reflect its mechanism of action, as discussed
below.

Mode of Action. The effects described in this paper
resemble in many aspects those reported for scorpion
R-toxins, namely, the decrease in the inactivation rate, the
appearance of a noninactivating current, and the decrease in
the time for recovery from inactivation. Furthermore, the
experiments depicted in Figure 6 show that PnTx2-6 can
displace 67% of the specific binding of AaHII, a typical
scorpion R-toxin, while not competing with CssIV (a typical
scorpion �-toxin) for its binding site. It is interesting to notice
that the ability to displace AaHII is saturated at that level.
This means that PnTx2-6 does not bind exactly to the same
site (i.e., the same amino acid arrangement) as the scorpion
R-toxins, while there may be an overlap. The simplest
explanation is that PnTx2-6 cannot bind to all types of
sodium channels present in the GH3 cells, while sharing
overlapping sites where it can bind. This possibility requires
further investigation using heterologously expressed cloned
channels.

One striking difference between these toxins is shown in
Figure 4B. It is well-known that the site 3 toxins, including
sea anemone toxin ATX II, are removed by strong depolar-
izing pulses, and this property seems intrinsically related to
their mechanism of action (45, 50). We report for the first
time a toxin with effects similar to those of scorpion R-toxins,
and possibly overlapping binding sites, that is not removed
by strong depolarizing pulses. The affinity of PnTx2-6 is
lower than that of the scorpion toxins and cannot account
for this absence of displacement. This observation is currently
under investigation.

A kinetic model that explains the effect of site 3 toxins
was put forward by Campos and collaborators (45). This
model explains the removal of site 3 toxins and predicts its
voltage dependence. It also predicts the recovery from
inactivation to be faster in the presence of these toxins, which
was confirmed experimentally (46). In this work, we show
a significant decrease in the time constant of recovery from
inactivation in the presence of PnTx2-6 (Figure 5).

We propose that PnTx2-6 binds to a site that overlaps
site 3 of the sodium channel, thus producing similar effects
on the kinetic properties of the Na+ current.

Structural Comparison with Sodium Channel Scorpion
R-Toxins. We compared the primary structures of PnTx2-5
and PnTx2-6 toxins with those of scorpion R-toxins and
did not find any significant sequence similarity, even in the
regions supposed to be participating in the interaction with
the channel. However, the possible overlapping binding site
of PnTx2-6 and similar electrophysiological properties of
PnTx2-5 and PnTx2-6 with scorpion R-toxins prompted
us to verify the hypothesis that, despite the lack of sequence
similarity, they may have similar bioactive surfaces. It has
been shown that scorpion R-toxins have a conserved
hydrophobic (predominantly aromatic) core encompassed by
basic residues (51, 52). Figure 9 shows the comparison of
the predicted PnTx2-5 and PnTx2-6 surfaces with the
potent R-toxin AahII and with the well-studied scorpion
R-like toxin BmKM1, from Buthus martensii Karsch. Similar
surfaces can be identified, with a conserved hydrophobic
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patch surrounded by positive charges. This observation is
consistent with the hypothesis that the active surface of gating
modifier toxins is an arrangement of hydrophobic and basic
residues (51, 53). Moreover, of the residues that are
nonidentical between the two toxins, two of them are located
in the hydrophobic core and are exposed on the surface. One
tyrosine (at position 35) and one tryptophan (at position 37),
amino acids important for protein-protein interaction (54),
are absent from the hydrophobic core of PnTx2-5.

The fluorescence data of PnTx2-6 show that the tryp-
tophan residues are exposed to the solvent, as predicted in
the models. Aromatic residues Phe36, Trp40, and Tyr41 are
also exposed in both toxins. They also contain the same
charged amino acid residues, at the same locations. In
particular, positively charged residues Arg20, Arg32, Lys42,
Lys47, and Lys48 surround the hydrophobic patch in the
two structures (Figure 9C,D). This arrangement provides the
expected basic requirement for the interaction with site 3 of
the sodium channel and conforms to the “recognition patch”
found in protein-protein interacting surfaces (54). We
propose that this charge disposition together with the
surrounding aromatic patch (residues Phe36, Trp40, and
Tyr41) composes the bioactive surface of PnTx2-5 and
PnTx2-6. The additional presence of Tyr35 and Trp37 in
PnTx2-6 can account for its higher affinity for the channel.
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