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RESUMO 

O interesse na caracterização de novos inibidores de peptidases (PIs) tem 

aumentado nas últimas décadas devido a seu potencial uso na prevenção e tratamento de 

diversas doenças humanas. Muitos PIs já foram caracterizados de animais venenosos e 

peçonhentos, como anêmonas, serpentes, anuros e, mais recentemente, escorpiões e 

aranhas. Nesse estudo apresentamos uma nova classe de inibidor de serinopeptidase 

isolado da peçonha do escorpião Tityus obscurus (Buthidae), responsável por muitos casos 

de envenenamento na região Amazônica. Denominado ToPI1, ele foi purificado da peçonha 

bruta por RP-HPLC, e sua sequência foi determinada por MALDI-ISD e pela análise de seu 

precursor, obtido da biblioteca de cDNA da glândula de peçonha do T. obscurus. O ToPI1 

compartilha menos de 45% de similaridade com outros peptídeos descritos em bancos de 

dados públicos. Ainda assim, todas eles são bloqueadores ou possíveis bloqueadores de 

canais de K+, não havendo similaridade com nenhum PI descrito até o momento. O 

peptídeo sintético oxidado (ToPI1s), obtido usando a estratégia Fmoc/t-butila, foi ativo 

contra tripsina em ensaios cromogênicos, mostrando-se do tipo tight-binding, e também 

por Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR), em um biossensor Biacore 3000, onde 

apresentou afinidade picomolar por tripsina imobilizada. Os resultados indicaram que a 

formação do complexo ToPI1:tripsina é espontânea, endotérmica e favorecida por um 

aumento de entropia. Experimentos em SPR indicaram que o ToPI1s se liga ao sítio ativo 

da tripsina, semelhante aos inibidores canônicos. O ToPI1s não inibiu quimotripsina mesmo 

em concentrações elevadas. Também não reduziu a viabilidade de células tumorais HeLa 

(de câncer cervical humano) e B16F10 (de melanoma murino) nem de fibroblastos murinos 

não tumorais (NIH-3T3). Seu efeito foi mínimo ou nulo nas correntes de diferentes subtipos 

de canais de K+. O ToPI1s não causou alterações comportamentais e/ou fisiológicas visíveis 

em camundongos. A potente atividade inibidora de tripsina do ToPI1s em conjunto com 

esses resultados negativos o tornam um candidato atrativo para futuras aplicações 

terapêuticas. Análises por dicroísmo circular (190-260 nm) sugerem ausência de diferenças 

de estrutura secundária entre o ToPI1 nativo e o ToPI1s, com predominância de estruturas 

do tipo β (folhas-β e voltas-β) e desordenadas, e menor quantidade de α-hélice. O ToPI1s 

mostrou-se bastante estável, não desnaturando na faixa de pH 3,0-9,0 mesmo a 95°C. Dois 

análogos do ToPI1 foram sintetizados, os quais estão sob processo de proteção à 

propriedade intelectual. 

Palavras-chave: inibidor de tripsina; tight-binding; peçonha de escorpião; Tityus obscurus; SPR. 
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ABSTRACT 

The interest in the characterization of new peptidase inhibitors (PIs) has increased 

in recent decades due to their potential use in the prevention and treatment of several 

human diseases. Many PIs from poisonous and venomous animals such as sea anemones, 

snakes, anurans and, more recently, scorpions and spiders have been characterized. In the 

present study we present a new class of serinopeptidase inhibitor isolated from Tityus 

obscurus scorpion venom. This species (Buthidae) is responsible for many cases of 

envenomation in the Amazon region.  

Named ToPI1, it was purified from the crude venom by RP-HPLC and its sequence 

was determined by MALDI-ISD and by the analysis of its precursor, obtained from the cDNA 

library of T. obscurus venom gland. ToPI1 shares less than 45% sequence similarity with 

other peptides described in public databases. Still, they are all blockers or potential 

blockers of K+ channels, with no similarity to any PI described so far. The oxidized synthetic 

peptide (ToPI1s), obtained by using the Fmoc/t-butyl strategy, was active against trypsin in 

chromogenic assays, displaying tight-binding inhibition, and also by Surface Plasmon 

Resonance (SPR) in a Biacore 3000 biosensor, where it showed picomolar affinity to 

immobilized trypsin. The results indicated that the formation of the bimolecular complex 

ToPI1:trypsin is spontaneous, endothermic and favored by an entropy increase.  

SPR experiments indicated that ToPI1s binds to the active site of trypsin, similar to 

the canonical inhibitors. ToPI1s did not inhibit chymotrypsin even at high doses. In addition, 

it reduced neither the viability of the tumor cells HeLa (from human cervical cancer) and 

B16F10 (from murine melanoma) nor of non-tumor murine fibroblasts (NIH-3T3). It showed 

minimal or null effect on the currents of different subtypes of K+ channels. The ToPI1s did 

not cause any visible behavioral and/or physiological changes in mice. The potent trypsin 

inhibitory activity of ToPI1s together with these negative results make it an attractive 

candidate for future therapeutic purposes. Analysis by circular dichroism (190-260 nm) 

suggests the absence of differences in secondary structures between ToPI1s and the native 

ToPI1, with predominance of β-type structures (β-sheets and β-turns) and randon coil, and 

a smaller amount of α-helix. The ToPI1s proved to be very stable, non-denaturing at the 

range of pH 3.0 to 9.0 even at 95 °C. Two ToPI1 analogues were synthesized, which are 

under process of intellectual property protection. 

 

Keywords: trypsin inhibitor; tight-binding; scorpion venom; Tityus obscurus; SPR. 
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PREFÁCIO 

A vida depende de uma série de reações catalíticas, as quais, no geral, ocorreriam 

tão lentamente por si só que inviabilizariam o processo vital. Nesse contexto, o poder 

catalítico das enzimas é fundamental, estando elas presentes em todos os organismos vivos 

e vírus. A primeira referência que se tem conhecimento do uso comercial de enzimas 

remonta ao Código de Hammurabi (Babilônia antiga, cerca de 1800 a.C.), relativa à 

produção de vinhos. Outras referências podem ser encontradas em textos de civilizações 

antigas, onde microorganismos eram usados como fonte de enzimas para a fermentação, 

produzindo vinagres, queijos, pães, bebidas alcóolicas e para a tenderização de carnes 

(Copeland, 2000). Atualmente, enzimas ainda são usadas para esses processos e para 

inúmeros outros produtos industrializados, além de serem fundamentais na indústria 

farmacêutica e pesquisas científicas, visto que muitas doenças estão relacionadas com 

alterações na atividade de enzimas ou na sua regulação.  

Ainda que várias das enzimas envolvidas na fisiologia humana sejam bem 

conhecidas, muitas ainda não foram isoladas ou caracterizadas. Assim, quanto mais a 

respeito dessas enzimas for elucidado, mais novos inibidores se farão necessários para 

regular sua ação, satisfazendo as novas demandas médicas. Além disso, o estudo de 

inibidores enzimáticos tem ajudado a compreender os mecanismos enzimáticos e a definir 

algumas vias metabólicas.  

Devido à grande variedade de compostos de alta especificidade nos venenos e 

peçonhas de animais, esses complexos coquetéis de moléculas bioativas têm sido alvo de 

estudos para isolamento e caracterização de novos inibidores de peptidases (PIs) há cerca 

de quatro décadas, sendo os inibidores de serpentes e anêmonas marinhas os mais 

estudados até então. Embora haja muitos estudos caracterizando a atividade de toxinas 

peptídicas isoladas da peçonha de escorpiões em canais iônicos, principalmente os de K+, 

Na+ e Ca2+, pouco se sabe sobre PIs encontrados na peçonha dos mesmos, sendo que os 

primeiros trabalhos com a caracterização funcional destes datam do final de 2011 (ver 

revisão por Mourão & Schwartz (2013)). Em estudos prévios realizados no Laboratório de 

Toxinologia da Universidade de Brasília (LTx-UnB) com a peçonha do escorpião Tityus 

obscurus, foi isolado um peptídeo que apresentou atividade inibidora de tripsina em 
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ensaios preliminares (Mourão CBF, dados não publicados). Denominado ToPI1, esse 

peptídeo compartilha algumas características com toxinas de escorpiões específicas para 

canais de K+ (KTxs) e, diferente da maioria dos PIs obtidos de venenos e peçonhas animais, 

que possuem cerca de 60 resíduos de aminoácidos, o ToPI1 possui tamanho e sequência 

únicos.  

Embora exista uma vasta literatura documentando a associação de peptidases com 

câncer, muitos aspectos ainda são desconhecidos, como: o papel das peptidases na 

progressão neoplásica; o papel de inibidores de peptidases, ativadores e receptores 

endógenos; principais substratos para essas peptidases; assim como quais peptidases 

seriam alvos terapêuticos efetivos nas lesões pré-malignas em comparação com os estágios 

terminais de câncer, ou entre dois tipos de câncer distintos, por exemplo (Moin et al., 2012; 

Sloane et al., 2006). Visto que PIs compõem a base para muitos estudos de atividade 

anticarcinogênica, e que o crescimento e invasão de alguns cânceres têm sido associados 

a alterações funcionais de canais iônicos, em especial canais de K+, um peptídeo com 

atividade inibidora de peptidase e bloqueadora de canais de K+ pode ser um potencial 

agente anticarcinogênico.  

Com base nessas considerações, o Capítulo 1 do presente trabalho apresenta a 

caracterização química e biológica do ToPI1, com uso de ferramentas proteômicas e 

transcritômicas para a caracterização de sua sequência primária. Apresenta também as 

estratégias de síntese e purificação do ToPI1 e todos os ensaios de caracterização da sua 

atividade biológica. Sua atividade inibidora de tripsina é testada por meio diferentes 

ensaios, a fim de compreender melhor seu mecanismo de ação e caracterizar suas 

constantes de afinidade e termodinâmica de formação do complexo bimolecular 

enzima:inibidor. Além disso, foram realizados ensaios de viabilidade com células tumorais 

e não-tumorais, ensaios eletrofisiológicos com diferentes subtipos de canais de K+ e ensaios 

de alteração comportamental em camundongos. Esses experimentos de caracterização do 

ToPI1 são essenciais para avaliar seu potencial como possível agente terapêutico, uma vez 

que, embora muitos PIs sejam frequentemente descritos, poucos se tornam agentes 

terapêuticos, devido a diversos requisitos que vão além da inbição do alvo molecular, 

relacionados também à solubilidade, permeabilidade, ligação proteica, seletividade, 

metabolismo e perfil de toxicidade. 
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Um dos critérios para se estabelecer uma nova família de inibidores de 

serinopeptidases é a homologia de sequência entre os membros, de forma que a 

localização do sítio reativo e o alinhamento das pontes dissulfeto são essenciais (Laskowski 

& Kato, 1980). Apesar disso, em membros de uma mesma família, já foi mostrada a 

possibilidade de compostos com diferentes tamanhos ou quantidades de pontes dissulfeto. 

Nessas variantes, porém, o sítio reativo permanece inalterado (Mourão & Schwartz, 2013). 

Atualmente, o motivo estrutural para os representantes da maioria dessas famílias de PIs 

já é conhecido, diferindo bastante de uma família para outra (Krowarsch et al., 2003). 

Uma vez que a identificação da família de PIs a que o ToPI1 pertence por meio da 

homologia de sequência primária é dificultada pela sua sequência única – o que por si só já 

poderia sugerir que ele represente uma nova família –, a caracterização de sua 

conformação estrutural pode fornecer novas informações para essa classificação. Assim, o 

Capítulo 2 versa sobre a caracterização estrutural do ToPI1 e sua estabilidade frente a 

alterações de pH e temperaturas, e apresenta um breve estudo da relação estrutura-

função.  

Visando identificar os resíduos de aminoácidos essenciais para a atividade inibidora 

de tripsina do ToPI1, presentes no denominado sítio reativo do inibidor, optou-se pela 

síntese de dois análogos com mutações pontuais de resíduos de aminoácidos e pela 

realização de estudos comparativos em relação ao peptídeo selvagem. Dessa forma, com 

base em alinhamentos de sequências – ainda que com baixo grau de identidade – com 

outros inibidores de peptidase e bloqueadores de canais de K+, e com experimentos 

realizados com os análogos mutados, o Capítulo 2 visa identificar também os principais 

resíduos essenciais às atividades em questão. Espera-se que nessa breve análise de 

estrutura-função do ToPI1 consigamos compreender melhor não somente os sítios de 

interação do peptídeo ToPI1 com peptidases, mas fornecer novos dados para a 

compreensão dessas proteínas receptoras frente a uma possível nova classe de molécula. 

Além disso, uma das vantagens dos estudos da relação estrutura-função é poder identificar 

o núcleo ativo da molécula e reduzir seu tamanho, simplificando-a para uma estrutura 

mínima de alta afinidade, o que torna mais viável sua produção caso venha a se tornar um 

agente terapêutico. 
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1.1. INTRODUÇÃO 

1.1.1. ENZIMAS 

Com exceção de um pequeno grupo de moléculas de RNA com propriedades 

catalíticas, todas as enzimas são proteínas, sendo sua conformação nativa essencial para a 

atividade catalítica. Enzimas catalisam a transformação química de uma molécula, o 

substrato (S), em um composto molecular distinto, o produto (P), sem serem consumidas 

na reação, e atuam aumentando a velocidade da reação pela diminuição da energia de 

ativação. Elas são altamente específicas, tanto para o substrato como para o tipo de reação 

efetuada sobre o substrato. A especificidade inerente das enzimas reside em uma cavidade 

favorável à ligação ao substrato, denominada sítio ativo, o qual consiste em um arranjo de 

certos resíduos de aminoácidos da enzima que interagem com o substrato e catalisam sua 

transformação química. Muitas vezes, os resíduos de aminoácidos que formam o sítio ativo 

ficam em regiões distantes na sequência primária, mas próximos no sítio ativo, devido ao 

enovelamento de cadeia polipeptídica (Copeland, 2000; Nelson & Cox, 2006).  

Ainda que os grupos funcionais catalíticos de uma enzima possam realizar uma 

ligação covalente transitória com o substrato (para ativá-lo para a reação ou para transferir 

um grupo transitoriamente do substrato para a enzima), a maioria das interações entre 

enzima e substrato requeridas para reduzir a energia de ativação são interações fracas, 

não-covalentes. A energia de ligação, resultante dessa interação, é a principal fonte de 

energia livre usada para diminuir a energia de ativação (Nelson & Cox, 2006). 

A atividade de uma enzima é sensível a diferentes condições, como concentração 

do substrato, concentração e tipo de ativadores e inibidores, pH e temperatura da solução 

enzimática (Copeland, 2000). Até certo ponto, quanto maior a concentração de substrato 

disponível, maior é a velocidade de colisão e ligação entre as moléculas da enzima e 

substrato. O pH da solução atua nos grupos ionizáveis, podendo alterar a conformação 

enzimática e, portanto, sua atividade. Quanto à temperatura, no princípio, seu aumento 

resulta no aumento da velocidade de reação, por aumentar a energia cinética das 

moléculas do sistema; porém, aumentos elevados levam à desnaturação térmica da 

enzima, inativando-a. 
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1.1.1.1. Determinação das Constantes de Afinidade 

Constantes de afinidade são representações quantitativas da força com que duas 

moléculas interagem. Assim, elas fornecem dados essenciais no estudo de reações 

enzimáticas. A interação mais fundamental na Biologia é a reação de interação bimolecular 

(Goodrich & Kugel, 2007): 

 

onde A e B representam duas moléculas distintas que interagem e AB representa o 

complexo resultante. A seta superior representa a associação entre A e B, a qual é regida 

pela constante cinética de associação ka, enquanto a seta inferior representa a dissociação 

do complexo AB, a qual é regida pela constante cinética de dissociação kd. As constantes ka 

e kd são frequentemente referidas por k1 e k-1, respectivamente. A afinidade entre as duas 

moléculas pode ser descrita pela constante de associação KA ou pela constante de 

dissociação KD, as quais são inversamente relacionadas:  

�� =  ��
��

=  �A
�B

�AB
 =  1

�
 

sendo [A], [B] e [AB] as concentrações molares dos componentes A, B ou AB em equilíbrio. 

Conforme essa relação, a afinidade relativa (por exemplo, força de ligação) de um 

complexo AB é inversamente proporcional a seus valores de KD – interações de maior 

afinidade terão menores valores de KD, estando o equilíbrio favorável à formação do 

complexo AB. Por outro lado, quando KD é numericamente grande, o equilíbrio está a favor 

das formas A e B livres (baixa afinidade) (Nelson & Cox, 2006). Em relação às constantes 

cinéticas, uma interação com baixo KD terá ka elevada e kd reduzida, ou seja, A e B irão se 

associar rapidamente e o complexo AB terá lenta dissociação. O contrário ocorre para 

valores altos de KD, ou seja, uma reação com ka baixa e kd alta, de forma que A e B irão se 

associar lentamente e o complexo AB terá rápida dissociação (Goodrich & Kugel, 2007). No 

caso particular da interação enzima-inibidor, a constante de dissociação é geralmente 

referida como constante inibitória (Ki). 

As constantes de velocidade (kd e ka) e de equilíbrio (KD e KA) podem ser 

determinadas experimentalmente de diversas formas, como métodos espectroscópicos e 

(1.1) 

(1.2) 
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cromatográficos, e, mais recentemente, com a utilização de técnicas baseadas na 

tecnologia de Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR), como o sistema Biacore  

(Cooper, 2002; Copeland, 2000; Jelesarov, 2010). 

Os biossensores ópticos baseados em SPR, como o Biacore, se destacam na 

investigação de interações moleculares devido à alta seletividade e sensibilidade, e devido 

ao curto tempo de resposta de análise da amostra, sem necessidade de marcação das 

moléculas. O chip sensor consiste em uma lâmina de vidro revestida com um fino filme 

metálico, comumente de ouro, no qual uma matriz de dextrana está ligada covalentemente 

(Figura 1.1). Outras configurações diferentes da matriz de dextrana também são possíveis 

(Carvalho et al., 2003). Para que haja a interação, uma molécula alvo é imobilizada na 

matriz (ligante), e um fluxo constante de solução tampão contendo o analito solúvel é 

injetado na célula de fluxo em velocidade e temperatura definidas. Então, um feixe de luz 

plano-polarizada passa por um prisma ligado à superfície inferior do chip e é refletida para 

um detector (Cooper, 2002; Wilson, 2002). Em um determinado ângulo de incidência e 

comprimento de onda, os fótons de luz refletidos criam um campo elétrico na superfície 

de ouro, o qual interage com os elétrons livres oscilantes (plasma) do filme metálico. Dessa 

forma, os fótons de luz incidentes são convertidos em plasmons de superfície no filme de 

ouro, caracterizando o fenômeno de ressonância plasmônica de superfície (Carvalho et al., 

2003; Markey, 1999). Em consequência, parte da energia da luz incidente é perdida para o 

filme metálico, resultando na redução da intensidade da luz refletida a ser detectada. Da 

mesma forma, plasmons na superfície do filme de ouro criam um campo elétrico que se 

estende para o meio voltado para a célula de fluxo. A velocidade desse campo depende das 

propriedades do meio, as quais, no caso de ondas de luz, estão relacionadas com o índice 

de refração do meio. Se o índice de refração imediatamente acima da superfície do metal 

sofre alguma alteração, devido à adsorção de moléculas, uma alteração no ângulo de 

incidência é requerida para que haja o fenômeno de SPR. Essa variação do ângulo no qual 

ocorre a ressonância, durante um processo de adsorção em função do tempo, é registrada 

em unidades de ressonância (RU). A associação leva a um aumento em RU, e a dissociação 

– obtida pela injeção de solução tampão na ausência de analito – leva a uma redução 

(Carvalho et al., 2003; Cooper, 2002). 
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Figura 1.1. Representação esquemática de um biossensor baseado em Ressonância Plasmônica 
de Superfície (SPR). A tecnologia baseada em SPR detecta variações no índice de refração do meio 
nas imediações da camada de superfície do chip sensor. A SPR é observada como uma sombra na 
luz refletida do chip em um ângulo dependente da massa de material adsorvido na superfície. O 
ângulo muda (de I para II, no diagrama inferior esquerdo) quando as moléculas se ligam à matriz 
e alteram a massa da superfície. Essa alteração no ângulo de ressonância pode ser monitorada em 
tempo real em um gráfico de sinal de ressonância (proporcional à variação da massa) em função 
do tempo (diagrama inferior direito). Adaptado de Cooper (2002). 

 

Visto que a resposta SPR é dada em função do tempo, esse experimento permite 

obter informações cinéticas da interação analito:ligante (Figura 1.2). Medidas 

concomitantes em uma célula fluxo de referência (sem a presença do ligante) permitem a 

subtração da linha de base, e a verificação da especificidade da ligação (Borch & Roepstorff, 

2004). O ciclo de ligação, apresentado na Figura 1.2, é normalmente repetido várias vezes, 

em diferentes concentrações de analito, para gerar dados robustos para uma análise global 

e aplicação de um algorítimo de ligação apropriado (Cooper, 2002). A afinidade da 

interação é dada pela razão das constantes de velocidade, como apresentado pela equação 

1.2.  
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Figura 1.2. Sensorgrama típico de um ciclo de ligação. Estão apresentadas as fases de associação, 
dissociação e regeneração. No tempo t = 0 s, o tampão entra em contato com o ligante na célula 
de fluxo. Em t = 100 s, uma solução de analito solúvel no tampão passa pelo receptor. À medida 
que o analito se liga à superfície, o índice de refração do meio adjacente à superfície do chip sensor 
aumenta, levando a um aumento no sinal de ressonância. Sabendo-se a concentração do analito, 
a análise dessa parte da curva fornece a constante da taxa de associação (ka) da interação. No 
equilíbrio, por definição, a quantidade de analito em associação e dissociação com o receptor é a 
mesma. Em t = 320 s, a solução com analito é substituída por apenas tampão, iniciando a etapa 
de dissociação do complexo ligante:analito. Análise dessa parte da curva fornece a constante da 
taxa de dissociação (kd) da interação. Em casos de dissociação lenta (maior tempo de meia-vida 
do complexo), é necessário aplicar um pulso de solução de regeneração (como alta concentração 
salina ou baixo pH), em t = 420 s, para romper o complexo e regenerar o ligante em seu estado 
livre. Adaptado de Cooper (2002). 

 

Além de determinar as constantes de afinidades de interação e cinética enzimática, 

análises termodinâmicas de uma interação bimolecular também podem ser obtidas a partir 

de experimentos de SPR. Isso é realizado aplicando as relações de van’t Hoff às constantes 

cinéticas de uma interação obtidas em diferentes temperaturas (Day et al., 2002; Jelesarov, 

2010). Assim, dados podem ser obtidos sobre a energia livre de Gibbs (ΔG) e seus 

componentes entálpicos (ΔH) e entrópicos (ΔS) da associação. Esses parâmetros são 

sensíveis a muitos fatores, como temperatura, pressão e composição química do sistema 

(concentração de prótons, sais e outras substâncias de baixa massa molecular).   
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1.1.1.2. Peptidases 

Enzimas proteolíticas, também conhecidas como peptidases ou proteases, são 

responsáveis pela hidrólise de proteínas e são uma das mais abundantes classes de 

enzimas, correspondendo a cerca de 2-4% dos genes em humanos e outros organismos 

(Abbenante & Fairlie, 2005; Puente et al., 2005). Uma vez que peptidases controlam a 

ativação, síntese e degradação das proteínas, elas estão envolvidas em diversos processos 

biológicos, incluindo a progressão do ciclo celular, sinalização celular, proliferação e morte, 

tráfego de proteínas e respostas imunes, e são também essenciais para a 

replicação/transmissão de vírus, parasitas e bactérias patogênicas, e para a proliferação de 

pragas em plantações. Além disso, peptidases também estão envolvidas em muitas 

doenças humanas, desde doenças neurodegenerativas e inflamatórias a doenças 

infecciosas.  

Peptidases interagem com seu substrato (ou inibidor) por meio de ligações de 

hidrogênio com a cadeia principal do substrato e por meio de interações hidrofóbicas e 

eletrostáticas entre as cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos do substrato com 

bolsões bem definidos no sítio ativo da enzima. Assim, no sítio ativo da enzima encontram-

se os sítios designados S3, S2, S1, S1’, S2’, S3’, os quais se ligam às cadeias laterais dos 

resíduos de aminoácidos correspondentes do substrato designados P3, P2, P1, P1’, P2’, P3’. 

Essas designações especificam resíduos das regiões amino- e carboxi-terminal do sítio de 

clivagem (P1-P1’), respectivamente (Figura 1.3) (Schechter & Berger, 1967). 

 

 

Figura 1.3. Representação esquemática de um substrato proteico ligado a uma peptidase. A 
superfície da peptidase que acomoda parte da cadeia polipeptídica de um substrato apresenta os 
sítios S1-Sn crescente para a região N-terminal do substrato e S1’-Sn’, para a região C-terminal, 
começando do sítio de clivagem da ligação peptídica. Os resíduos do substrato são designados P1-
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Pn e P1’-Pn’, respectivamente. Assim, a estrutura do sítio ativo da peptidase determina sua 
especificidade. Adaptado de Turk (2006). 

 

De acordo com os resíduos de aminoácidos ou íon que catalisam a clivagem da 

ligação peptídica do substrato, as peptidases podem ser classificadas em sete classes 

distintas: aspártico, cisteíno, glutamato, metalo, serino, treonina e, mais recentemente 

caracterizada, a asparagine peptide lyase (Rawlings et al., 2011). Informações adicionais 

sobre essas enzimas podem ser encontradas no banco de dados MEROPS 

(http://merops.sanger.ac.uk/). 

Cerca de um terço de todas as peptidases conhecidas pertencem à classe das 

serinopeptidases, constituindo o maior grupo e o com maior distribuição (Di Cera, 2009; 

Page & Di Cera, 2008). Serinopeptidases são encontradas em todos os reinos de vida 

celular, assim como em genomas virais. A maioria delas são endopeptidases, nas quais a 

hidrólise ocorre no meio da cadeia polipeptídica. A classe é assim denominada devido ao 

resíduo Ser no sítio ativo da enzima, responsável pelo ataque nucleofílico à ligação 

peptídica do substrato. Esse mecanismo é dependente também de outros resíduos, que 

juntos formam a tríade catalítica, comumente formada por resíduos Asp, His e Ser (Asp102, 

His57 e Ser195 na quimotripsina), embora variações sejam possíveis (Hedstrom, 2002).  

A família S1, das serinopeptidases tipo quimotripsina, inclui endopeptidases 

envolvidas em diversos processos fisiológicos, dentre os quais se destacam: digestão 

(quimotripsina, tripsina, elastase pancreática), resposta imunológica (triptase, fatores B, C 

e D do sistema complemento, catepsina G, elastase neutrofílica), coagulação sanguínea 

(fatores de coagulação VIIa, IXa, Xa e XIIa, trombina, proteína C), fibrinólise (uroquinase, 

ativador plasminogênico tecidual, plasmina, calicreína), reprodução (antígeno prostático 

específico, acroseína), ativação de hormônios, apoptose, transdução de sinal e homeostase 

(Hedstrom, 2002; Page & Di Cera, 2008).  

O sítio S1 das enzimas tipo quimotripsina é um bolsão adjacente à Ser195, formado 

pelos resíduos 189-192, 214-216 e 224-228. A especificidade geralmente é determinada 

pelos resíduos 189, 216 e 226 (Hedstrom, 2002). A quimotripsina, por exemplo, possui 

maior afinidade por resíduos hidrofóbicos grandes (Phe/Trp/Tyr/Leu) na posição P1, uma 

vez que a combinação dos resíduos Ser189, Gly216 e Gly226 cria um bolsão hidrofóbico 
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profundo na enzima. Na tripsina, por sua vez, os resíduos Asp189 (S1), Gly216 e Gly226 criam 

uma carga negativa no sítio S1, o que acarreta em uma afinidade por substratos contendo 

resíduos básicos (Arg/Lys) na posição P1. A elastase tem maior afinidade para substratos 

com pequenos resíduos alifáticos na posição P1 (Ala/Val/Gly), pois, devido à presença dos 

resíduos Val216 e Thr226, seu sítio S1 é menor do que os sítios da tripsina e quimotripsina. 

Afinidade por substratos com os resíduos Met, Asn e His na posição P1 também já foi 

reportada para quimotripsina (Chang et al., 2001; Chen et al., 2001; Guo et al., 2013; 

Laskowski & Kato, 1980; Scheidig et al., 1997). 

 

1.1.2. INIBIDORES DE PEPTIDASES 

Inibidores de peptidases (PIs, do inglês peptidase inhibitors) são compostos capazes 

de inibir a ação catalítica de enzimas proteolíticas e estão amplamente distribuídos em 

animais, microrganismos e plantas. Devido a seu papel regulador de peptidases que são 

moléculas-alvo para a indústria farmacêutica, tem-se aumentado o interesse na 

caracterização de novos PIs (Tabela 1.1) (Deu et al., 2012). Eles apresentam relevância 

biológica em diversos processos metabólicos, como o sistema de coagulação sanguínea, 

ciclo celular, apoptose, vias de processamento hormonal e cascata do sistema 

complemento. Assim, PIs possuem potencial uso para a melhor compreensão e/ou 

tratamento terapêutico de diversas condições patológicas, como câncer, artrite, 

inflamação, hemorragia, e doenças neurodegenerativas e cardiovasculares (Abbenante & 

Fairlie, 2005; Kennedy, 1998; Turk, 2006). Além disso, PIs podem ser usados para o 

desenvolvimento de plantas mais resistentes a pragas (Dunaevsky et al., 2005; Gatehouse, 

2011; Lingaraju & Gowda, 2008).  
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Tabela 1.1. Exemplos de inibidores de peptidases aprovados para o uso clínico. Adaptado de 
Turk (2006). 

Indicação Composto Companhia Alvo 
Classe da 
peptidase 

Hipertensão, 
infarto do 
miocárdio 

Captopril Bristol-Myers Squibb ECA Metalo 
Enalapril Merk 
Lisinopril AstraZeneca 
Trandalapril Abbott 
Zofenopril Menarini group 
Ramipril Aventis 
Moexipril Boehringer Mannheim 
Imidapril Trinity Pharmaceuticals 
Perindopril Daiichi Pharmaceutical, Servier/Solvay 
Qinapril Pfizer 
Fosinopril Bristol-Myers Squibb 
Benazepril Novartis 
Cilazapril Roche 

Periodontite Periostat CollaGenex MMP1, MMP2 Metalo 
HIV Ritonavir Abbott HIV peptidase Aspártico 

Amprenavir Vertex Pharmaceuticals, Glaxo 
SmithKline 

Fosamprenavir Glaxo SmithKline 
Atazanavir Bristol-Myers Squibb 
Lopinavir Abbott 
Indinavir Merck 
Saquinavir Hoffmann-La Roche 
Nelfinavir mesylate Pfizer 

Trombose Ximelagatran* AstraZeneca Trombina Serino 
Argatroban Mitsubishi-Pharma 
Lepirudin Aventis (Hoechst Marion Roussel) 
Desirudin Novartis 

 Fondaparinux 
sodium (indireto) 

Sanofi Synthelabo Fator Xa Serino 

Doença 
respiratória 

Sivelestat Ono Elastase 
neutrofílica 
humana 

Serino 

Pancreatite Camostat mesylate Ono Tripsina-like Serino 
Pancreatite, 
inflamação 

Nafamostat 
mesilate 

Japan Tobacco Amplo espectro Serino 

Câncer Bortezomib Millennium Proteassoma Treonina 

*Retirado do mercado devido à hepatotoxicidade. ECA, enzima conversora de angiotensina; MMP, 
metaloproteinase de matriz. 

 

Embora a maioria dos PIs pareça ser específica para uma única classe mecanicista 

de peptidases, existem exemplos de inibidores que inibem mais de uma classe, como 

cisteíno e aspártico, serino e metalo, serino e aspártico, dentre outros, devido à presença 

de sítios de ligação distintos e não sobrepostos (ver revisão por Krowarsch et al. (2003)). 

Dentre os inibidores de serinopeptidases, três grupos podem ser evidenciados (Krowarsch 

et al., 2003; Otlewski et al., 2005):  
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(i) inibidores canônicos: possuem 3-21 kDa por domínio, são do tipo tight-binding, e 

interagem de forma não covalente com o sítio ativo da peptidase, assemelhando-

se ao substrato; 

(ii) inibidores não-canônicos: possuem 6-8 kDa por domínio, são extremamente 

fortes e, até o momento, parecem possuir interação específica apenas com fator 

Xa e trombina; inibem o sítio ativo da enzima por meio de seu N-terminal e 

também formam várias interações secundárias com a peptidase na região externa 

ao sítio ativo; 

(iii) serpins: possuem 45-55 kDa, formam complexos acil-enzima covalentes 

irreversíveis, alteram a conformação do sítio ativo da peptidase. 

Os inibidores canônicos formam o maior grupo de PIs, e podem ainda ser divididos 

em diferentes famílias, como Kunitz, Kazal, Bowman-Birk, STI, Ascaris, ecotin, dentre outras 

(Krowarsch et al., 2003; Laskowski & Kato, 1980; Shewry, 1999). Algumas dessas famílias 

são abordadas no Capítulo 2. O segmento responsável pela inibição de peptidase, chamado 

peptidase-binding loop, é conservado entre os inibidores canônicos. Essa estrutura em alça 

convexa, estendida e exposta ao solvente é altamente complementar ao sítio ativo côncavo 

da enzima, formando uma folha-β antiparalela com o mesmo. O mecanismo padrão de 

inibição envolve a presença de um sítio reativo P1-P1’ localizado na região mais exposta da 

alça de ligação. Esse mecanismo é semelhante ao usado para a a clivagem da ligação 

peptídica de substratos por peptidases. A interação tripsina:inibidor, por exemplo, parece 

ser quase independente da natureza do resíduo básico na posição P1, sem alterações 

significantes nas energias de associação com tripsina após a mutação K15R no BPTI (inibidor 

básico pancreático de tripsina) (Navaneetham et al., 2010). Por outro lado, a inibição da 

calicreína favorece Arg em vez de Lys (Fiedler, 1987; Grzesiak et al., 2000b), enquanto a 

inibição de plasmina é aumentada pela presença da Lys na posição P1 (Van Nostrand et al., 

1995). A posição P1’ de inibidores de tripsina/quimotripsina isolados de peçonhas e 

venenos animais é geralmente ocupada por um resíduo hidrofóbico (Ala, Gly e Phe), sendo 

Ala o mais comum (Mourão & Schwartz, 2013). 

O BPTI, também conhecido como aprotinina, é um dos inibidores canônicos de 

serinopeptidases mais estudados, pertencente ao motivo estrutural tipo Kunitz (mais 

detalhes no Capítulo 2). Ele consiste em 58 resíduos de aminoácidos, com três pontes 
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dissulfeto, e possui afinidade por tripsina, quimotripsina, plasmina e calicreína (Grzesiak et 

al., 2000b; Stassen et al., 1995). Devido à baixa imunogenicidade em humanos – o que 

permite sua utilização na clínica como agente antifibrinolítico (Ascenzi et al., 2003; Hardy 

& Desroches, 1992) – e a seu mecanismo de ação bem caracterizado, o BPTI tem sido um 

bom candidato para estudos com engenharia de proteínas que visam a melhor 

compreensão dos mecanismos de interação com peptidases (Czapinska et al., 2000; 

Grzesiak et al., 2000a; Grzesiak et al., 2000b). A interação entre o BPTI e a enzima é 

reversível e competitiva do tipo tight-binding, resultando em um complexo altamente 

estável (Castro & Anderson, 1996).   

 

1.1.2.1. Tipos de Inibição Enzimática 

Estudos de mecanismo de ação são realizados para caracterizar a interação de um 

composto com seu alvo molecular, como no caso de um inibidor com uma peptidase. 

Existem duas grandes classes de inibidores enzimáticos, os reversíveis e os irreversíveis. Os 

inibidores irreversíveis ligam-se à enzima de forma covalente particularmente estável 

(Powers et al., 2002). Os inibidores reversíveis, por sua vez, podem ser classificados em 

competitivos, incompetitivos, não-competitivos e mistos.  

Na inibição competitiva, os dois ligantes (substrato e inibidor) competem pela 

mesma forma estrutural da enzima (Figura 1.4 A), de forma que a enzima em sua forma 

livre liga-se a apenas uma molécula de inibidor ou uma de substrato, mas não aos dois 

simultaneamente. Na maioria dos casos, os inibidores competitivos ligam-se ao sítio ativo 

da enzima, formando um complexo com esta, porém sem levar à catálise. Para isso, é 

comum que esses inibidores se assemelhem estruturalmente ao substrato ou a um estado 

de transição da reação. Outra forma, embora menos comum, de um inibidor competitivo 

bloquear a ligação do substrato à enzima é observada quando o inibidor se liga a um sítio 

distinto do sítio ativo e induz mudanças conformacionais na enzima, as quais modificam o 

sítio de ligação do substrato (Copeland, 2000; Strelow et al., 2004). A porcentagem de 

inibição resultante na inibição competitiva depende, portanto, de basicamente dois 

fatores: as concentrações relativas de substrato e inibidor, e da afinidade diferencial da 

enzima por um ou outro. O fator α reflete o efeito do inibidor na afinidade da enzima pelo 
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seu substrato, assim como o efeito do substrato na afinidade da enzima pelo inibidor, 

sendo tipicamente descrito como a razão KI’/KI (KI é a constante de equilíbrio para a ligação 

do inibidor à enzima livre e KI’ é a constante de equilíbrio para a ligação do inibidor ao 

complexo ES) (Copeland (2000)). Como o inibidor competitivo liga-se reversivelmente à 

enzima, em sua presença é necessária uma maior concentração de substrato para atingir a 

mesma velocidade atingida na ausência do inibidor. Dessa forma, enquanto a Km aparente 

aumenta na presença do inibidor por um fator α, Vmáx permanece igual, pois ainda pode 

ser atingida caso haja uma concentração suficiente de substrato (Figura 1.4 A') (Nelson & 

Cox, 2006).  

Um inibidor incompetitivo (uncompetitive) liga-se a um sítio distinto do sítio ativo 

do substrato, e, ao contrário do inibidor competitivo, liga-se apenas ao complexo ES (Figura 

1.4 B). O efeito aparente desses inibidores é diminuir ambos Vmáx e  Km aparente (Figura 1.4 

B’). Na prática, porém, apenas raramente esses inibidores não apresentam sequer algum 

grau de afinidade pela enzima livre. Assim, na inibição incompetitiva, o que ocorre 

normalmente é que KI >> KI’ (α << 1) (Copeland, 2000). 

Outra modalidade de inibição é a não-competitiva (noncompetitive), na qual o 

inibidor liga-se igualmente bem à E ou ao complexo ES, sem diferenças de afinidade (α = 1) 

(Figura 1.4 C). Esses eventos de ligação ocorrem exclusivamente em um sítio distinto do 

sítio ativo da enzima ocupado pelo substrato. Como não há competição do inibidor com o 

substrato pelo sítio de ligação na enzima, a inibição não-competitiva não pode ser superada 

por concentrações crescentes de substrato. Assim, inibidores não-competitivos reduzem o 

valor de Vmáx sem alterar o valor de Km aparente (Figura 1.4 C’), de forma que o Ki do inibidor 

não muda em função da concentração do substrato (Nelson & Cox, 2006). Em algumas 

circunstâncias, um composto pode apresentar afinidade desigual por E e ES (α finito, porém 

diferente de 1), de forma que esse tipo de inibição é conhecido como inibição mista, e 

geralmente ambos Vmáx e Km são alterados. Na literatura enzimológica é comum que a 

terminologia “inibição não-competitva” seja considerada de forma mais ampla, sendo 

válida também para os casos inibição mista (Copeland, 2000; Copeland, 2005).  
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Figura 1.4. Exemplos clássicos de três tipos de inibição reversível. A, B e C são representações 
esquemáticas dos tipos de inibição competitiva, incompetitiva e não-competitiva, 
respectivamente, mostrando a enzima em cinza e os sítios de ligação do substrato S e inibidor I. KI 
é a constante de equilíbrio para a ligação do inibidor a E; KI’ é a constante de equilíbrio para a 
ligação do inibidor ao complexo ES. A’, B’ e C’ são as representações desses tipos de inibição pelo 
modelo cinético de Henri-Michaelis-Menten. Os círculos representam as taxas obtidas na ausência 
de inibidor; triângulos, losangos e quadrados representam as taxas na presença de 0,5.Ki, 2,0.Ki e 
4,0.Ki de inibidor, respectivamente. Os círculos pretos mostram os valores de Km aparente de cada 
curva. Adaptado de Nelson & Cox (2006) e Strelow et al. (2004). 
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Além desses tipos clássicos de inibição, outros eventos potenciais incluem inibição 

do tipo tight-binding, alostérica, parcial e dependente de tempo. Nos limitaremos aqui à 

explicação do primeiro tipo, enquanto os demais podem ser vistos em Strelow et al. (2004) 

e Copeland (2000). 

Inibidores do tipo tight-binding são aqueles que se ligam à enzima alvo com tanta 

afinidade que a população de inibidores livres é significativamente depletada pela 

formação do complexo enzima-inibidor ou enzima-substrato-inibidor (muito baixa taxa de 

dissociação). Para esses inibidores, as aproximações dos estados de transição feitas pelos 

métodos clássicos da cinética de Henri-Michaelis-Menten não mais são válidas, e propõe-

se que sejam abandonadas sempre que o Ki de um inibidor for menos que 1000 vezes maior 

que a concentração total de enzima (Copeland, 2000). Um bom indicativo desse tipo de 

inibição é quando se obtém um valor de IC50 próximo à [E]total na reação. Além disso, 

inibidores do tipo tight-binding interagem com a enzima de forma bastante 

estequiométrica, então, a uma dada [S], quanto maior a [E], maior a [I] necessária para 

atingir metade da saturação máxima. Assim, espera-se que o valor de IC50 de um inibidor 

do tipo tight-binding varie linearmente em função da [E]total (Myers, 1952; Williams & 

Morrison, 1979). Muitos inibidores de enzimas terapêuticas contemporâneas são do tipo 

tight binding, tais como inibidores da diidrofolato redutase (DHFR) como fármacos 

antitumorais, inibidores da aspartil peptidase como fármacos anti-HIV, e inibidores de 

metalopeptidases como potenciais protetores de cartilagem (Chabner & Allegra, 2011; 

Schimer et al., 2015). Vários inibidores enzimáticos de ocorrência natural que participam 

nos diversos processos de homeostase metabólica também pertencem a esse grupo 

(Copeland, 2000).  

 

1.1.2.2. Inibidores de Peptidase de Venenos e Peçonhas Animais 

Peptídeos inibidores de peptidase podem ser encontrados no veneno ou na 

peçonha de muitos organismos, tanto marinhos quanto terrestres. Embora a maioria dos 

PIs tenha sido isolada, até então, de anêmonas marinhas, serpentes e anuros, o interesse 

na caracterização de novos PIs de escorpiões, aranhas e himenópteros tem aumentado na 

comunidade científica, enquanto os inibidores de gastrópodes do gênero Conus 
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permanecem pouco estudados. A maioria desses inibidores foram testados contra 

serinopeptidases, e mostraram diferentes afinidades por peptidases tais como tripsina, 

quimotripsina, elastase, plasmina e outras. Nesta seção, daremos ênfase aos inibidores de 

peptidase caracterizados da peçonha de escorpiões (Tabela 1.2), porém, mais informações 

sobre os inibidores dos demais organismos foram compiladas no artigo de revisão Protease 

inhibitors from marine venomous animals and their counterparts in terrestrial venomous 

animals (Mourão & Schwartz, 2013), disponibilizado como Apêndice I.  

O primeiro relato de um inibidor de peptidase obtido da peçonha de escorpiões 

parece ter sido em 1981, quando Chhatwal e Habermann (1981) descreveram um 

polipeptídeo inibidor de tripsina com aproximadamente 8500 Da isolado da peçonha do 

escorpião Mesobuthus tamulus (Tabela 1.2). O peptídeo inibiu trispina e calicreína, porém 

exibiu pouca ou nenhuma atividade contra quimotripsina, e foi inativo para plasmina e 

trombina. No entanto, sua sequência não foi elucidada. 

Em seguida, Schwartz e colaboradores (2007), utilizando estratégia transcritômica, 

reportaram pela primeira vez a presença de um inibidor de peptidase putativo do tipo 

Kunitz em escorpiões. O peptídeo maduro, denominado Hg1, do escorpião mexicano 

Hadrurus gertschi, não foi encontrado na peçonha, e sua atividade permanecia 

desconhecida, até ser posteriormente expresso heterologamente em células Escherichia 

coli BL21(DE3), purificado e testado (Chen et al., 2012a). Junto com Hg1, outros seis 

polipeptídeos recombinantes da peçonha de escorpiões (LmKTT-1a, LmKTT-1b, LmKTT-1c, 

BmKTT-1, BmKTT-2 & BmKTT-3) também foram caracterizados como inibidores de tripsina 

(Tabela 1.2) (Chen et al., 2012a). Desses, o LmKTT-1b (ou SdPI), de Lychas mucronatus, foi 

o primeiro inibidor do tipo Kunitz funcionalmente caracterizado de escorpiões (Zhao et al., 

2011). Todos esses peptídeos recombinantes parecem ter estruturas secundárias 

semelhantes à do BPTI, conforme analisado por espectroscopia de dicroísmo circular. Além 

disso, alguns deles mostraram também atividade bloqueadora de canais de potássio (Chen 

et al., 2012a). Embora Chen e colaboradores (2012a) tenham apresentado que esses sete 

inibidores não tiveram atividade contra quimotripsina ou elastase mesmo em 

concentrações elevadas, um estudo mais recente mostrou que a toxina BmKTT-2 inibe, 

além de tripsina, também quimotripsina, elastase e plasmina (Tabela 1.2), sendo a 

afinidade por elastase menor (Ding et al., 2015).  
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Outro inibidor tipo Kunitz foi identificado na biblioteca de cDNA da glândula de 

peçonha de M. martensii, o BmKPI (Tabela 1.2). Com 64 resíduos e quatro pontes dissulfeto, 

o BmKPI recombinante inibiu quimotripsina e elastase em concentrações nanomolares, e  

tripsina em doses maiores (Chen et al., 2013a). 

 

Tabela 1.2. Inibidores de peptidase caracterizados da peçonha de escorpiões. Letras maiúsculas 
se referem às peptidases inibidas: T, tripsina; Q, quimotripsina; P, plasmina; C, calicreína; E, 

elastase. As classes estruturais estão indicadas por símbolos: ♦ inibidores de peptidase tipo Kunitz; 
◊ motivo tipo Ascaris. As toxinas cujo nome está precedido pela letra “r” foram obtidas a partir de 
expressão heteróloga (toxina recombinante), e não a partir da peçonha. Versão adaptada e 
atualizada de Mourão & Schwartz (2013). 

Espécie Toxina 
UniProt  

KB 
AAa Peptidase inibida 

Atividade 

inibitória b, c 
Referência 

Mesobuthus 

tamulus 
  Fração IX-1-a -    - 

Tripsina*, 
calicreína 

19,2 IU/mg (T), 
87 IU/mg (C) b 

(Chhatwal & 
Habermann, 1981) 

Hadrurus 

gertschi 
♦ rHg1 P0C8W3 67 III Tripsina 107 c 

(Chen et al., 2012a; 
Schwartz et al., 

2007) 

Lychas 

mucronatus 

♦ rLmKTT-1a P0DJ46 59 III Tripsina 140 c 
(Chen et al., 2012a; 
Zhao et al., 2011) 

♦ rLmKTT-1b  
ou SdPI 

P0DJ45 59 III Tripsina 160 c 
(Chen et al., 2012a; 
Zhao et al., 2011) 

♦ rLmKTT-1c P0DJ48 59 III Tripsina 124 c (Chen et al., 2012a) 

◊ rLmAPI - 60 V Quimotripsina 15,5 c (Liu et al., 2015) 

Mesobuthus 

martensii 

♦ rBmKTT-1 P0DJ49 59 III Tripsina 136 c (Chen et al., 2012a) 

♦ rBmKTT-2 P0DJ50 58 IV 
Tripsina, 
plasmina 

420 (T), 
8,75 (P)c 

(Chen et al., 2012a; 
Ding et al., 2015) 

♦ rBmKTT-3 P0DJ47 70 III Tripsina 760 c (Chen et al., 2012a) 

♦ rBmKPI - 64 IV 
Quimotripsina*, 

tripsina, 
elastase 

32 (Q), 
1800 (T), 
160 (E) c 

(Chen et al., 2013a) 

Scorpiops 

jendeki 

◊ rSjAPI P0DM55 64 V 
Quimotripsina*, 

elastase 
97,1 (Q), 
3700 (E) c 

(Chen et al., 2013c) 

◊ rSj7170 - 62 V Quimotripsina 100 c (Song et al., 2014) 

* Peptidase contra a qual o inibidor apresentou atividade mais potente. a Número de resíduos de aminoácidos 

e pontes dissulfeto (sobrescrito) do peptídeo maduro. b Valor medido em termos de unidades inibitórias 

(IU)/mg, onde 1 IU é a quantidade de proteína que inibe uma unidade de enzima. c Valor medido para a 
constante KD ou Ki (nM). 

 

Também por meio de estratégia transcritômica, através de bibliotecas de cDNA 

construídas separadamente das glândulas de peçonha de três espécies de escorpiões, 

quatro inibidores de peptidase putativos pertencentes ao motivo estrutural tipo Ascaris 

foram identificados: SjAPI (Scorpiops jendeki Ascaris-type protease inhibitor), SjAPI-2 

(Scorpiops jendeki Ascaris-type protease inhibitor 2), CtAPI (Chaerilus tricostatus Ascaris-



MOURÃO, C. B. F.                       2016 

  41 

type protease inhibitor), e BmAPI (Buthus martensii Ascaris-type protease inhibitor) (Chen 

et al., 2013c). Membros da família tipo Ascaris são caracterizados pela presença de cinco 

pontes dissulfeto (Grasberger et al., 1994). O polipeptídeo recombinante SjAPI (Tabela 1.2) 

inibiu tanto α-quimotripsina quanto elastase, sem efeito aparente contra tripsina (Chen et 

al., 2013c). O SjAPI-2 teve baixa atividade contra quimotripsina (IC50 ~ 4,0 µM) e não inibiu 

tripsina ou elastase. Além disso, assim como demonstrado anteriormente para PIs tipo 

Kunitz, o inibidor tipo Ascaris SjAPI-2 apresentou atividade em diferentes subtipos de 

canais de K+ (Chen et al., 2015a). Também da biblioteca de cDNA de S. jendeki foi obtido o 

precursor do peptídeo denominado Sj7170 (Tabela 1.2), cujo peptídeo maduro inibiu 

quimotripsina, sem atividade contra tripsina e elastase (Song et al., 2014). 

Posteriormente, quatro novos peptídeos com motivo estrutural tipo Ascaris foram 

descritos de bibliotecas de cDNA obtidas da glândula de peçonha de diferentes escorpiões: 

LmAPI (Lychas mucronatus Ascaris-type protease inhibitor), PcAPI (Pandinus cavimanus 

Ascaris-type protease inhibitor), PcAPI-2 (Pandinus cavimanus Ascaris-type protease 

inhibitor 2), e HjAPI (Hottentotta judaicus Ascaris-type protease inhibitor). O LmAPI 

recombinante  inibiu quimotripsina com alta afinidade (Tabela 1.2), com pouco efeito 

contra elastase e sem efeitos contra tripsina (Liu et al., 2015). 

Além desses inibidores, um inibidor de plasmina denominado discreplasminin foi 

isolado da peçonha do escorpião Tityus discrepans. Ele possui um mecanismo 

antifibrinolítico semelhante à aprotinina (BPTI) e provavelmente interage com os sítios 

ativos da plasmina e tPA, um ativador de plasminogênio tecidual (Brazón et al., 2009).  

 

1.1.2.3. Câncer, Peptidases e Inibidores de Peptidases 

Inibidores de peptidases têm sido apresentados como ferramentas terapêuticas em 

potencial para o tratamento de diversos tipos de câncer, uma vez que peptidases 

desempenham um papel essencial em inúmeros processos das células tumorais (Koblinski 

et al., 2000; Sloane et al., 2006; Uhland, 2006). Câncer é o nome dado a um conjunto de 

doenças que têm em comum a proliferação desordenada de células que invadem os tecidos 

e órgãos, podendo espalhar-se para outras regiões do corpo (metástase) (Ruddon, 2007). 

Estatísticas apontam a ocorrência de 14,1 milhões de novos casos e 8,2 milhões de óbitos 



MOURÃO, C. B. F.                       2016 

  42 

devido ao câncer em 2012, o que representa cerca de 12% de todas as causas de morte no 

mundo (GLOBOCAN, 2012). As causas do câncer são variadas, podendo ser externas ou 

internas ao organismo, de forma que ambas estão inter-relacionadas (INCA, 2016). De 

todos os casos, 80 a 90% dos cânceres têm início com a exposição a fatores ambientais 

e/ou hábitos comportamentais, dentre os quais destacam-se o consumo de tabaco e álcool, 

obesidade e sedentarismo, dieta rica em produtos industrialmente processados, e 

exposição a vírus oncogênicos, à radiação, à poluição e a produtos químicos, como 

agrotóxicos (Irigaray et al., 2007). 

Estando atrás apenas do câncer de mama e do colorretal, o câncer cervical é o 

terceiro mais frequente na população feminina e a quarta causa de morte de mulheres por 

câncer no Brasil, contabilizando aproximadamente 5.430 mortes em 2013. Estimam-se 

16.340 novos casos no ano 2016 no Brasil (INCA, 2016). Células HeLa constituem a primeira 

linhagem celular imortalizada de câncer humano, sendo obtidas de um câncer cervical 

glandular agressivo há cerca de 65 anos. Embora milhares de linhagens celulares de 

praticamente todo tipo de câncer têm sido estabelecidas desde então, as células HeLa 

continuam sendo uma das linhagens celulares de câncer humano mais amplamente usadas 

(Masters, 2002).  

O câncer de pele é o mais frequente no Brasil, correspondendo a 25% de todos os 

tumores malignos registrados no país. Seu desenvolvimento depende do tipo de célula 

mutada. Mutações nas células produtoras de melanina, os melanócitos, levam ao 

desenvolvimento de melanoma. Apesar de ser bastante agressivo, devido à alta 

possibilidade de metástase, sua incidência é baixa, representando apenas 4% das 

neoplasias malignas do órgão. O número estimado de novos casos de melanoma no Brasil 

para 2016 é de 3.000 homens e 2.670 mulheres (INCA, 2016). Visto que o melanoma 

metastático já apresenta resistência a muitas terapias atuais e que está associado a um 

pobre prognóstico, é crucial a busca por novas moléculas-alvo em potencial (NIH, 2010; 

Paluncic et al., 2016). 

Hanahan & Weinberg (2011) descreveram um conjunto de características que 

permitem o crescimento tumoral e a disseminação metastática, auxiliando a compreensão 

desses processos que são fundamentais para a biologia do câncer. Em resumo, essas 

características compreendem: 
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1. Proliferação descontrolada e insensibilidade a sinais supressores: enquanto 

tecidos normais têm um controle delicado da produção e liberação de moléculas 

sinalizadoras que regulam a entrada e progressão no ciclo celular, permitindo a 

homeostase celular, células tumorais possuem vias de sinalização intracelular 

alteradas, e utilizam diferentes mecanismos para garantir sua proliferação 

anormal, como produção de sinais de proliferação, estimulação para que células 

normais do estroma as forneçam fatores de crescimento, e insensibilidade às 

moléculas supressoras de crescimento; 

2. Resistência à morte celular: células tumorais possuem várias estratégias para 

alterar a sinalização da apoptose, como o bloqueio da via de sinalização da 

proteína P53, o aumento na expressão de reguladores antiapoptóticos ou de sinais 

de sobrevivência, ou a regulação negativa de fatores pró-apoptóticos; 

3. Indução da angiogênese: a fim de receber nitrogênio e oxigênio e descartar restos 

metabólicos e gás carbônico, e devido ao seu crescimento acelerado, tumores 

sinalizam para a formação contínua de novos vasos sanguíneos, os quais, no geral, 

possuem morfologia aberrante, com excesso de ramificações, fluxo sanguíneo 

errático, micro-hemorragias e níveis anormais de proliferação de células 

endoteliais; 

4. Potencial replicativo ilimitado: a extensão dos telômeros nas extremidades dos 

cromossomos está associada ao número de divisões das células, de forma que seu 

encurtamento leva às fases de senescência e morte celular; nas células tumorais 

imortalizadas, diferentemente das normais, a expressão da enzima telomerase 

(que polimeriza o telômero) está aumentada, promovendo ilimitadas divisões 

celulares. 

5. Invasão e metástase: essa característica depende de uma sucessão de eventos, a 

começar pela invasão local das células tumorais para os vasos sanguíneos e/ou 

linfáticos próximos (intravasamento), e seu deslocamento por esses vasos até que 

escapem para o parênquima de outro tecido distante (extravasamento), onde 

formam pequenos nódulos que irão se desenvolver em tumores macroscópicos 

(colonização). A invasão das células tumorais está relacionada à redução da 

expressão de moléculas de adesão a outras células e também à matriz extracelular 

e/ou aumento da expressão de moléculas de adesão que normalmente estão 
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associadas às migrações celulares que ocorrem durante a embriogênese ou 

inflamação. 

Além dessas características, outras são descritas como emergentes, por ainda não 

estarem completamente elucidadas (ver revisão por Hanahan & Weinberg (2011)). Os 

tratamentos terapêuticos para câncer se desenvolvem à medida que essas características 

tidas como fundamentais para a progressão tumoral são melhor compreendidas. Nesse 

contexto, diferentes classes de peptidases têm sido estudadas devido a seus distintos 

papeis em células tumorais. Peptidases extracelulares medeiam a degradação da matriz 

extracelular e de estruturas de coesão intercelulares, permitindo a migração celular, e 

também atuam na ativação de fatores angiogênicos e fatores de crescimento. Essas 

peptidases derivam não somente das células tumorais, mas também de outras células 

presentes no microambiente do tumor: células do estroma (como fibroblastos), células 

inflamatórias (como macrófagos, mastócitos e neutrófilos) e células de vasos sanguíneos 

(como células endoteliais) (Hanahan & Weinberg, 2011; Sloane et al., 2006).  

Metalopeptidases (MMPs), serinopeptidases e cisteinopeptidases são usadas por 

células tumorais para a clivagem da matriz extracelular durante a migração invasiva, 

degradando estruturas de colágeno, laminina, vitronecticna e fibronectina (Fonovic & Turk, 

2014; Friedl & Wolf, 2008). Além disso, MMPs contribuem para a angiogênese por meio da 

degradação de lâminas basais, o que permite a invasão das células endoteliais, e também 

por meio da clivagem de fatores que aumentam ou mantêm o fenótipo angiogênico 

(Cathcart et al., 2015; Moro et al., 2014). Dentre as cisteinopeptidases, as que parecem 

estar mais envolvidas com câncer são as catepsinas B, L, S, K e X (ver revisão por Löser & 

Pietzsch (2015)). De forma geral, elas atuam facilitando a progressão tumoral, crescimento, 

invasão e metástase.  

Dentre as serinopeptidases, a peptidase transmembrana tipo tripsina denominada 

matriptase encontra-se superexpressa em diversos tipos de câncer. Seu papel tem sido 

associado não apenas à invasão celular, mas também à ativação de vias oncogênicas. Seus 

substratos naturais parecem ser o zimogênio do ativador de plasminogênio tipo uroquinase 

(pro-uPA) e a forma precursora inativa do fator de crescimento de hepatócito (pro-

HGF/SF), os quais estão envolvidos no processo de invasão metastática. Além disso, 

mostrou-se que uma forma secretada da matriptase é capaz de clivar fibronectina e 
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laminina, ambos componentes da matriz extracelular e que medeiam a adesão e migração 

celular, além de ativar o PAR-2 (receptor 2 ativado por peptidase), um receptor acoplado à 

proteína G que tem papel essencial na adesão celular e nos processos inflamatórios iniciais 

(Uhland, 2006). O aumento de expressão de outras enzimas pertencentes à família tipo 

tripsina, como hepsina e HGFA (ativador de fator de crescimento de hepatócito) (Han et 

al., 2014), assim como de algumas calicreínas (Borgono & Diamandis, 2004), também têm 

sido associado a cânceres. Além dessas, a serinopeptidase RBBP9 (proteína 9 ligante de 

retinoblastoma) apresentou atividade hidrolítica 40% mais elevada nos tumores 

analisados, embora sua expressão seja a mesma em células normais ou tumorais (Shields 

et al., 2010).  

Além dessas classes de peptidases, os proteassomas – membros protótipos da 

classe das treonina-peptidases – são bastante estudados como moléculas-alvo no 

tratamento de diversos tipos de câncer, em especial de mieloma múltiplo e linfoma de 

células do manto (Johnson, 2015). Proteínas destinadas para degradação pelo sistema 

ubiquitina-proteassoma incluem proteínas danificadas, dobradas inadequadamente ou 

aquelas com curtos tempos de meia-vida nas células (Ciechanover, 2005). Dessa forma, 

inibidores de proteassomas promovem o acúmulo de proteínas que apresentam efeitos 

deletérios para a sobrevivência das células, representanto promissores agentes 

antitumorais (Ding et al., 2014; Johnson, 2015).  

Assim sendo, inibidores de diferentes classes de peptidases têm sido sugeridos 

como potenciais agentes antitumorais. Alguns deles estão em fase clínica (Abbenante & 

Fairlie, 2005; Johnson, 2015; Kobayashi, 2013; Koltai, 2015; Kumar et al., 2015) e outros já 

são utilizados para o tratamento terapêutico de determinados tipos de câncer, como os 

inibidores de proteassoma bortezomib e carfilzomib (Herndon et al., 2013; Johnson, 2015). 

Devido à heterogeneidade do microambiente tumoral, deve-se atentar para a possibilidade 

de múltiplas interações entre diferentes peptidases e as moléculas com as quais interagem, 

o que pode acarretar em diversos efeitos colaterais decorrentes da inibição de uma ou 

outra via (Koblinski et al., 2000; Lopez-Otin & Matrisian, 2007). Apesar do intenso avanço 

nas pesquisas sobre o envolvimento das peptidases no câncer, o uso de inibidores como 

agentes terapêuticos ainda é uma área relativamente recente e que requer mais estudos 

para sanar inúmeros questionamentos, ajudando a desenvolver inibidores mais potentes e 
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específicos. Além de sua aplicação direta como agentes terapêuticos, inibidores de 

peptidases específicos têm sido utilizados como sondas para identificação e localização de 

enzimas associadas a diversos tumores, permitindo monitorar sua dinâmica de regulação 

e estudar a interação com fármacos em modelos experimentais in vitro e in vivo (Edgington 

& Bogyo, 2013; Nomura et al., 2010). 

 

1.1.2.4. Inibidores de Peptidase com Ação em Canais de Potássio 

Canais de potássio representam o maior e mais diverso subgrupo de canais iônicos, 

podendo ser ativados por um ligante, como um íon, uma pequena molécula orgânica ou 

mesmo uma proteína, ou podem ser ativados por uma diferença de potencial 

eletroquímico (voltagem) (Choe, 2002; Gati et al., 2012; Jenkinson, 2006; MacKinnon, 

2003). Esses canais pertencem ao grupo dos canais tetraméricos, sendo cada monômero 

arranjado em segmentos transmembrânicos helicoidais que podem variar em número de 

acordo com a família do canal. Nos canais de potássio dependentes de voltagem (canais 

Kv), cada subunidade é arranjada em seis segmentos transmembrânicos helicoidais, 

denominados S1 a S6 (Figura 1.5).  

Os segmentos S5-S6 das quatro subunidades formam em conjunto um único 

domínio do poro (P), que é via de permeabilidade iônica pela membrana, e inclui o filtro de 

seletividade (P-loop). As hélices S1-S4 formam os domínios sensores de voltagem devido à 

presença de resíduos de aminoácidos positivamente carregados em S4, que se movem em 

resposta a uma despolarização da membrana, permitindo a ativação do canal e a geração 

da corrente de gating. O domínio T1 é uma porção altamente conservada da região N-

terminal citoplasmática, e é responsável por mediar a multimerização do canal, sendo 

conhecida como domínio de tetramerização (Birnbaum et al., 2004; Chen et al., 2010).  
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Figura 1.5. Estrutura geral de um canal de K+ dependente de voltagem. (A) Representação 
esquemática de uma única subunidade, com elementos presentes na maioria dos canais de K+: 
domínio citoplasmático N-terminal, domínio T1, seis segmentos transmembrânicos S1-S6, sensor 
de voltagem S4, domínio do poro (constituído pelos segmentos S5 e S6), filtro de seletividade 
iônica e domínio citoplasmático C-terminal. (B) Estrutura do canal Kv1.2 de Rattus norvegicus (PDB 
ID código 2A79). Adaptado de Birnbaum et al. (2004) (A) e Chen et al. (2010) (B). 

 

Em um potencial de ação, canais Kv permitem que o potássio passe do lado 

intracelular para o extracelular, retornando o potencial de membrana para seu estado 

polarizado. O filtro de seletividade de um canal Kv se encontra na porção mais estreita do 

poro e possui ~12 Å de comprimento e ~2,5 Å de diâmetro (Figura 1.6 A e B). Seu papel é 

assegurar que virtualmente apenas íons K+ possam passar, o que é alcançado pela presença 

A 

B 
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de átomos de oxigênio providos pelos grupos carbonilas da cadeia principal dos resíduos 

de aminoácidos Thr-Val-Gly-Tyr-Gly (TVGYG). Essa sequência está presente em todas as 

subunidades e é altamente conservada entre canais de K+ (Figura 1.6 C), embora variações 

sejam observadas em alguns casos (MacKinnon, 2003). Esses átomos de oxigênio 

mimetizam a coordenação de íons K+ em água, e, portanto, servem como sítios de ligação 

para os íons brevemente desidratados. Os átomos de oxigênio formam quatro sítios 

adjacentes ao longo do filtro (S1-S4), permitindo que mais de um íon K+ se ligue e passe de 

um lado da membrana para o outro sem que haja reidratação. Essa desidratação transiente 

foi sugerida ser muito menos termodinamicamente favorável para íons Na+, o que 

favoreceria a seletividade do canal.  

 

 

 

Figura 1.6. Poro de condução iônica de um canal de potássio KcsA e alinhamento de sequências 
da região do poro de canais de K+. (A) Duas das quatro subunidades do canal KcsA estão 
representadas com o lado extracelular na parte superior. Cada subunidade contém uma hélice 
externa e uma interna próxima ao poro, uma hélice formadora de poro (vermelho) e um filtro de 
seletividade (amarelo). A malha azul mostra a densidade eletrônica de íons K+ (verde) e moléculas 
de água (vemelho) ao longo do poro. (B) Aumento da região do filtro de seletividade com os íons 

A B 

C 

S5 

S6 
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K+ desidratados nas posições 1 a 4 (externo para interno) e um íon K+ hidratado na cavidade central 
abaixo do filtro. (C) Alinhamento de sequências da região do poro de canais membros da família 
Shaker – rKv1.2 (GI:1235594), hKv1.1 (GI:119395748), hKv1.3 (GI:88758565), hKv1.5 (GI:25952087), 
Shaker Kv (GI:13432103) –, rKv2.1 (GI:24418849), KcsA (GI:61226909) e uma quimera do KcsA. A 
sequência do filtro de seletividade está mostrada em amarelo. Adaptado de MacKinnon (2003) (A 
e B) e Banerjee et al. (2013) (C). 

 

 Canais de potássio desempenham um papel essencial em processos de sinalização 

celular, regulando a liberação de neurotransmissores, frequência cardíaca, secreção de 

hormônios, excitabilidade neuronal, transporte de eletrólitos, contração do músculo liso e 

regulação do volume celular. Assim, toxinas modificadoras de correntes de K+ emergem 

como moléculas promissoras para a melhor compreensão das propriedades funcionais 

desses canais e também para o desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento de 

diversas doenças, dentre as quais doenças autoimunes, asma, arritmia cardíaca, 

inflamação, hipertensão, e doenças do Sistema Nervoso Central (SNC), como esclerose 

múltipla, doenças de Parkinson e Alzheimer, esquizofrenia e epilepsia (Bergeron & 

Bingham, 2012; Gati et al., 2012; Wulff & Zhorov, 2008).  

Além disso, alterações nos níveis de expressão de canais de K+ – como aumento da 

expressão por hormônios ou fatores de crescimento, ou redução causada por aberrações 

cromossômicas – podem ter efeitos substanciais nos processos celulares como morte 

celular, proliferação, migração, adesão e controle do volume celular, processos esses que 

podem influenciar a progressão de um tumor. De forma geral, muitos tumores apresentam 

expressão aumentada de diferentes subtipos de canais de K+ (dentre os quais se destacam 

Kv10.1, Kv11.1, Kv1.3, KCa1.1, KCa3.1, K2P9.1) e a inibição da expressão e/ou funcionamento 

desses canais tem mostrado redução da progressão tumoral em diversos experimentos in 

vivo e in vitro (ver revisões por Pardo & Stuhmer (2014), Urrego et al. (2014), Arcangeli & 

Becchetti (2015)). 

Peçonhas de artrópodes constituem uma rica fonte de toxinas peptídicas inibidoras 

de canais de K+ (KTxs). As KTxs podem ser classificadas em bloqueadoras de canais de K+, 

ligando-se ao vestíbulo externo do canal e, então, bloqueando a condutância iônica pelo 

poro do canal, ou podem ser modificadoras de gating, deslocando a abertura do canal para 

potenciais mais positivos. Toxinas escorpiônicas, como a charybdotoxina, estão 

classificadas no primeiro grupo enquanto algumas toxinas de aranhas agem como 
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modificadoras de gating (Banerjee et al., 2013; Wee et al., 2007). Alguns detalhes sobre os 

mecanismos de bloqueio desses canais por KTxs escorpiônicas estão apresentados no 

Capítulo 2. 

A presença de peptídeos com dupla atividade, que inibem peptidases e bloqueiam 

canais de K+,  já foi demonstrada por diversos autores na peçonha de serpentes, escorpiões, 

aranhas e no extrato corpóreo de anêmonas marinhas (para informações adicionais, ver 

revisão por Mourão & Schwartz (2013) no Apêndice I). Visto que a produção de peptídeos 

exige uma alta demanda energética para o organismo, a dupla funcionalidade de um 

composto pode ser vista como uma maneira eficiente de economizar energia com máxima 

utilização farmacológica (Peigneur et al., 2011).  

Sugere-se que moléculas que apresentam o motivo estrutural de inibidores de 

peptidase do tipo Kunitz  tenham evoluído em três estágios prováveis: moléculas de função 

remota, moléculas bi-funcionais, e toxinas com nova função (Yuan et al., 2008). Assim, 

alguns inibidores de protease teriam adquirido uma função de neurotoxina, tornando-se 

bi-funcionais, enquanto outras teriam inclusive perdido a função inibidora de peptidase, 

agindo apenas em canais iônicos dependentes de voltagem (Yuan et al., 2008; Zupunski et 

al., 2003).  

Bloqueadores de canais de K+ altamente específicos e potentes apresentando o 

motivo estrutural tipo Kunitz, mas com pouca ou nenhuma atividade inibidora de 

peptidase, são particularmente bem desenvolvidos em serpentes. Por outro lado, essas 

moléculas não foram, até o momento, caracterizadas das secreções de anêmonas 

marinhas, escorpiões e aranhas, os quais possuem apenas inibidores efetivos de peptidase 

ou moléculas bi-funcionais, sendo que muitas destas apresentam baixa atividade 

bloqueadora de canais de K+. Yuan e colaboradores (2008) propuseram que essa diferença 

pode ser devido à pressão seletiva, que pode ter atuado de forma a manter as moléculas 

bi-funcionais com baixa potência em canais de K+ em anêmonas, escorpiões e aranhas, uma 

vez que esses animais já possuem em sua peçonha ou extrato corpóreo outras 

neurotoxinas potentes. Diferentemente, em serpentes, apenas bloqueadores de canais de 

K+ com motivo estrutural do tipo Kunitz foram caracterizados de sua peçonha até o 

momento.  
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As dendrotoxinas (DTXs) de serpentes, por exemplo, são potentes bloqueadores de 

canais de K+, e, apesar de compartilharem estrutura primária e terciária com inibidores do 

tipo Kunitz, possuem pouca ou nenhuma atividade inibidora de peptidase (Harvey, 2001; 

Harvey & Robertson, 2004; Skarzynski, 1992). Essas toxinas bloqueiam diferentes subtipos 

de canais de K+, dentre os quais Kv1.1, Kv1.2 e Kv1.6, em concentrações nano ou picomolares 

(Tabela 1.3). 

 

Tabela 1.3. Atividade bloqueadora de canais de potássio de peptídeos que apresentam o motivo 
estrutural tipo Kunitz obtidos de peçonhas e venenos de animais. Peptídeos mutados de 
escorpiões e aranhas não foram considerados. Adaptado de Mourão & Schwartz (2013). 

Organismo Peptídeo IC50 (nM) Alvo Referência 

Anêmona 
marinha 

APEKTx1* 0,9 ± 0,1 Kv1.1 (Peigneur et al., 2011) 

AsKC1* 2800 Kv1.2 (Schweitz et al., 1995) 

AsKC2* 1100 Kv1.2 (Schweitz et al., 1995) 

AsKC3* 1300 Kv1.2 (Schweitz et al., 1995) 

SHTX-3* 650 Sinap a (Honma et al., 2008) 

Conus Conk-S1 1,33 ± 0,5 Shaker (Bayrhuber et al., 2006) 

Serpente 

α-DTX 0,4 – 150 Kv1.1, Kv1.2, Kv1.6 (Harvey, 2001) 

DTX-I 0,13 – 50 Kv1.1, Kv1.2, Kv1.6 (Harvey, 2001) 

DTX-K 0,03 Kv1.1 (Owen et al., 1997) 

δ-DTX 0,029 – 1,8 Kv1.1 (Hopkins, 1998; Owen et al., 1997) 

DaE 300 Kv1.1 (Tytgat et al., 2001) 

Taicatoxin* 1,45 ± 0,22 SKCa 
a (Doorty et al., 1997) 

BF9* 120,0 ± 42,2 Kv1.3 (Yang et al., 2014) 

Escorpião 

Hg1* 6,2 ± 1,2 Kv1.3 (Chen et al., 2012a) 

LmKTT-1a* 1580 Kv1.3 (Chen et al., 2013b; Chen et al., 2012a) 

LmKTT-1b* >1000 Kv1.3 (Chen et al., 2012a) 

LmKTT-1c* >1000 Kv1.3 (Chen et al., 2012a) 

BmKTT-1* 129,7 ± 31,3 31.3 Kv1.3 (Chen et al., 2012a) 

BmKTT-2* 371,3 ± 82,1 Kv1.3 (Chen et al., 2012a) 

BmKTT-3* >1000 Kv1.3 (Chen et al., 2012a) 

Aranha HWTX-XI* 2570 Kv1.1 (Yuan et al., 2008) 
a Atividade obtida por ensaios de ligação a sinaptossomas. 
* Peptídeos que também possuem atividade inibidora de peptidases. 

 

Estudos com engenharia genética e mutações químicas nas sequências primárias 

das dendrotoxinas permitiram a identificação dos resíduos de aminoácidos essenciais para 

a interação com canais de K+ (Harvey, 2001; Harvey & Robertson, 2004). Nessas moléculas 

longas, a Lys5 parece ser o resíduo determinante para a afinidade de ligação da α-DTX e 

DTX-I por canais de K+ (Figura 1.7) (Harvey, 1997; Harvey et al., 1997). Além dele, o resíduo 
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hidrofóbico vizinho Leu9 mostrou-se importante para a afinidade com canais de K+ 

(Gasparini et al., 1998). A Lys19, que se encontra próxima ao “sítio anti-peptidase” 

(destacado em amarelo na Figura 1.7), causou apenas uma pequena perda de atividade 

quando acetilada na DTX-I (Harvey et al., 1997) ou substituída por Ala na α-DTX (Gasparini 

et al., 1998). Os resíduos de aminoácidos da região β-turn (resíduos 25-28 na dendrotoxina 

K, em especial Trp25 e Lys26) também mostraram-se responsáveis pela atividade em canais 

de potássio (Smith et al., 1997; Wang et al., 1999).  

 

                                 10           20           30           40           50           60           70 

P00980|α-DTX ● -QPRRKLCILHRNPGRCYDKIPAFYYNQKKKQCERFDWSGCGGNSNRFKTIEECRRTC---IG-------- 
P00979|DTX-I ● -QPLRKLCILHRNPGRCYQKIPAFYYNQKKKQCEGFTWSGCGGNSNRFKTIEECRRTC---IRK------- 
P00981|DTX-K ● ---AAKYCKLPLRIGPCKRKIPSFYYKWKAKQCLPFDYSGCGGNANRFKTIEECRRTC---VG-------- 
P00982|δ-DTX ●    ---AAKYCKLPVRYGPCKKKIPSFYYKWKAKQCLPFDYSGCGGNANRFKTIEECRRTC---VG-------- 
P0C1X2|Conk-S1 ●   -KDRPSLCDLPADSGSGTKAEKRIYYNSARKQCLRFDYTGQGGNENNFRRTYDCQRTC---LYT------- 

B7S4N9|Taicatoxin ♦ -KDRPKFCHLPPKPGPCRAAIPRFYYNPHSKQCEKFIYGGCHGNANSFKTPDECNYTC---LGVSL----- 

P25660|BF9 ♦   -KNRPTFCNLLPETGRCNALIPAFYYNSHLHKCQKFNYGGCGGNANNFKTIDECQRTCAAKYGRSS----- 

P86862|APEKTx1 ♦ ---INSICLLPKKQGFCRARFPRFYYNSSTRRCEMFYYGGCGGNANNFNTLEECEKVCLGYGEAWKAP--- 

B1B5I8|SHTX-3 ♦ TEEMPALCHLQPDVPKCRGYFPRYYYNPEVGKCEQFIYGGCGGNKNNFVSFEACRATCIIPL--------- 

P0C8W3|Hg1 ♦ GHHNRVNCLLPPKTGPCKGSFARYYFDIETGSCKAFIYGGCEGNSNNFSEKHHCEKRCRGFRK--FGGK-- 

P0DJ50|BmKTT-2 ♦ -----VDCTLPSDTGRCKAYFIRYFYNQKAGECQKFVYGGCEGNSNNFLTKSDCCKQCSPGKC-------- 

P0DJ49|BmKTT-1 ♦ ----QKDCSLPVDTGRGKGWFLRYYYNKNSKTCESFIYGGVGGNKNNFLNIENCCKICKAKNC-------- 
Q9TWG0|AsKC1 ◊ ---INKDCLLPMDVGRCRASHPRYYYNSSSKRCEKFIYGGCRGNANNFHTLEECEKVC-GVR--------- 
Q9TWF9|AsKC2 ◊ ---INKDCLLPMDVGRCRARHPRYYYNSSSRRCEKFIYGGCRGNANNFITKKECEKVC-GVR--------- 
Q9TWF8|AsKC3 ◊ ---INGDCELPKVVGRCRARFPRYYYNLSSRRCEKFIYGGCGGNANNFHTLEECEKVC-GVRS-------- 
P68425|HWTX-XI ◊ ----IDTCRLPSDRGRCKASFERWYFN--GRTCAKFIYGGCGGNGNKFPTQEACMKRCAKA---------- 
P0DJ47|BmKTT-3 ◊ -KHGSINCRLPPERGPCRGNITKYYYHNESRTCRTFSYGGCEGNSNNFRNRHYCMKYCARKRHGWLGTGWI 
P0DJ46|LmKTT-1a ◊ ----KKKCQLPSDVGKCKASFTRYYYNEESGKCETFIYGGVGGNSNNFLTKEDCCRECAQGSC-------- 
P0DJ45|LmKTT-1b ◊ ----KNKCQLPSDVGKCKASFTRYYYNEEGGKCETFIYGGVGGNSNNFLTKEDCCRECAQGSC-------- 
P0DJ48|LmKTT-1c ◊ ----KNKCQLPSDVGKCKASFTRYFYNEESGKCETFIYGGMGGNSNNFLTKEACCRECAQGSC-------- 
Consenso/85% .......C.L..c.s.sp..b.paaas.p..pCb.a.asss.sssspa.sbc.Cp+.C............. 
 

Figura 1.7. Alinhamento de sequências das toxinas representativas com motivo estrutural tipo 
Kunitz e atividade bloqueadora de canais de potássio. Diferentes grupos, segundo a classificação 
proposta por Yuan e colaboradores (2008), estão indicados pelos símbolos adjacentes aos nomes: 
●, bloqueadores de canais de K+ sem atividade inibidora de peptidase ou ainda não testado 

contra as mesmas; ♦ e ◊, toxinas bi-funcionais, onde ♦ denota toxinas com maior potência 
em canais de K+ do que as indicadas por ◊. Os inibidores de escorpiões encontram-se em 
negrito. O alinhamento foi gerado por ClustalW (Larkin et al., 2007) e a sequência consenso foi 
colorida usando o software Chroma e por meio de edição manual (Goodstadt & Ponting, 2001). 
Os resíduos essenciais (vistos por ensaios de mutação sítio-dirigida ou propostos com base em 
similaridade) para a atividade bloqueadora de canais de K+ estão destacados em vermelho. Os 
resíduos essenciais à atividade inibidora de peptidase estão indicados em amarelo. Letras 
maiúsculas denotam resíduos de aminoácidos. Letras minúsculas ou símbolos denotam: p, polar; 
b, grande (big); a, aromático; +, positivo; s, pequeno (small); c, carregado (charged).  

 

Sete inibidores de peptidase bi-funcionais caracterizados da peçonha de 

escorpiões até o momento apresentam o motivo estrutural tipo Kunitz e foram ativos em 
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canais Kv1.3 (Tabela 1.3). A toxina rHg1 foi a mais ativa em canais Kv1.3, mesmo a 

concentrações de 100 nM. A 1 µM ela também inibiu a corrente (<50%) de canais Kv1.1 e 

Kv1.2, com pouco efeito nas correntes de canais SKCa3 e BKCa  (Chen et al., 2012a). SjAPI-

2, por sua vez, foi o primeiro inibidor de peptidase de escorpião com o motivo estrutural 

tipo Ascaris a apresentar atividade também como neurotoxina. Seu efeito foi verificado em 

diferentes subtipos de canais de K+, como Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, SKCa2, SKCa3, IKCa e hKCNQ1, 

observando-se redução da corrente de forma mais expressiva em canais Kv1.3 e hKCNQ1 

(Chen et al., 2015a). O canal KCNQ1 é importante na fase de repolarização do potencial de 

ação cardíaco e apresenta propriedades distintas dos demais canais de K+ dependentes de 

voltagem (Cui, 2016).  

Diferentes mutantes da Hg1 foram gerados pela estratégia de alanine-scanning e 

testados em canais Kv1.3 (Chen et al., 2012a). Os resíduos His2, His3, Asn4, Arg5, Leu9 e Lys13 

não mostraram efeito aparente na atividade farmacológica das toxinas. Visto que resíduos 

de aminoácidos básicos de toxinas animais estão comumente relacionados com a atividade 

bloqueadora de canais de potássio (Mouhat et al., 2005; Rodríguez de la Vega et al., 2003), 

novos mutantes foram gerados alterando-se o segundo grupo de resíduos básicos da Hg1, 

localizado no C-terminal do peptídeo. Verificou-se assim que a substituição dos resíduos 

Lys56, Arg57, Phe61 e Lys63 (Figura 1.7) por alanina reduziu significantemente a atividade em 

canais Kv1.3. Os mutantes foram analisados por meio de dicroismo circular e não foram 

observadas alterações conformacionais dos mesmos em relação à Hg1 nativa. Assim, é 

esperado que a Hg1 use predominantemente seus resíduos C-terminais para inibir o canal 

Kv1.3, sendo este um mecanismo distinto do usado pelas dendrotoxinas, as quais utilizam 

resíduos do N-terminal para bloquear canais de potássio (Jin & Wu, 2011; Yuan et al., 2008). 

Um modelo estrutural computacional do complexo Hg1- Kv1.3 suportou esses resultados, 

e mostrou que a Lys56 é o resíduo que bloqueia o poro do canal (Chen et al., 2012a).  

 

1.1.3. ESCORPIÃO TITYUS OBSCURUS E ESTUDOS COM SUA PEÇONHA 

Escorpiões são predadores bem adaptados ao ambiente terrestre, com registros 

fósseis que datam de cerca de 450 milhões de anos atrás (período Siluriano), sendo 

geralmente aceito que a migração do ambiente marinho para o terrestre deu-se 325-350 
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milhões de anos atrás (transição do período Devoniano para o Carbonífero) (Polis, 1990). 

Escorpiões pertencem ao reino Animalia, filo Arthropoda, subfilo Chelicerata, classe 

Arachnida e ordem Scorpiones, e apresentam ampla distribuição geográfica, sendo 

representados em todos os continentes, com exceção da Antártida, com maior 

concentração em áreas tropicais e subtropicais. Atualmente, constituem 18 famílias, 151 

gêneros e aproximadamente 2000 espécies, dentre as quais cerca de trinta espécies são 

consideradas potencialmente perigosas para os seres humanos. Dentre estas, exceto por 

uma espécie da família Scorpionidae, as demais pertencem à família Buthidae, com 

destaque para os membros dos gêneros Centruroides (encontrados no México e sudoeste 

dos Estados Unidos), Tityus (América do Sul e Trinidad), Androctonus, Leiurus e Buthus 

(norte da África e Oriente Médio), Hemiscorpius e Mesobuthus (Irã, Iraque, Turquia e 

Afeganistão), Parabuthus (África do Sul e Arábia Saudita), e Hottenta (Marrocos e Índia) 

(Chippaux and Goyffon, 2008; Lourenço & Von Eickstedt, 2009; Prendini, 2011). 

No Brasil, as espécies responsáveis pelos casos de envenenamentos graves e até 

mesmo fatais pertencem ao gênero Tityus, com destaque para as espécies: T. serrulatus 

(encontrado nos estados BA, CE, ES, DF, GO, MG, MT, PE, PI, PR, RJ, RN, RO, RS, SC, SE, SP), 

T. bahiensis (ES, GO, MG, PR, RJ, RS, SC, SP), T. stigmurus (AL, BA, CE, PB, PE, PI, RN, SE) e T. 

obscurus (AM, AP, MA, MT, PA). Além da espécie T. obscurus, as espécies T. metuendus e 

T. silvestres também são responsáveis por casos de envenenamentos na região Amazônica, 

porém com menor importância médica (MS, 2009; Pardal et al., 2014; Pardal et al., 2003; 

Pucca et al., 2014b). 

O aparato de peçonha dos escorpiões consiste em uma vesícula com um par de 

glândulas, localizadas no último seguimento do pós-abdomen, ou télson. Essa vesícula está 

circundada por uma camada de músculo estriado responsável pela ejeção da peçonha 

(Chippaux & Goyffon, 2008). A peçonha dos escorpiões é uma complexa mistura de 

diversos componentes, dentre os quais estão polipeptídeos, enzimas, nucleotídeos, 

lipídeos, sais, aminas biogênicas e mucopolissacarídeos. Os peptídeos da peçonha de 

escorpiões podem ser classificados em peptídeos que não possuem pontes dissulfeto 

(NDBP, do inglês non-disulfide-bridged peptides) – os quais exibem diversas funções 

biológicas, como potencialização de bradicinina, atividade antimicrobiana e hemolítica e 

modulação do sistema imune – e peptídeos que possuem pontes dissulfeto (DBP, do inglês 
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disulfide-bridged peptides) (Zhijian et al., 2006). Os DBPs são os principais compostos 

responsáveis  pelo efeito neurotóxico observado em casos de envenenamento com a 

peçonha de escorpiões, uma vez que afetam canais iônicos de células excitáveis e não-

excitáveis de membranas biológicas, fator importante para que os escorpiões possam 

imobilizar suas presas e se defender. Os DBPs mais estudados são aqueles que atuam em 

canais de Na+ ou K+, denominados NaScTxs (do inglês Na+-scorpion toxins) e KTxs (K+ toxins), 

respectivamente (Bartok et al., 2014; Gurevitz et al., 2014; Rodriguez de la Vega & Possani, 

2005). As NaScTxs possuem de 55-76 resíduos de aminoácidos e três ou quatro pontes 

dissulfeto, e são os principais responsáveis pelos efeitos neurotóxicos resultantes da picada 

de escorpiões. 

O escorpião Tityus obscurus Gervais, 1843 – sinônimo sênior de T. paraensis Kraepelin, 

1896 e T. cambridgei Pocock, 1897 (Lourenço & Leguin, 2008) – (Figura 1.8), pertencente à 

família Buthidae, é responsável por muitos casos de envenenamento em humanos na 

região Amazônica brasileira (Pardal et al., 2014; Pardal et al., 2003). Quando adulto, T. 

obscurus é um escorpião grande, medindo de 8,5 a 10 cm de comprimento, e de coloração 

negra. Quando jovem, a coloração é matizada de preto com amarelo. A espécie apresenta 

dimorfismo sexual evidente, de forma que os machos apresentam os pedipalpos (pinças) 

bastante finos e alongados em relação às fêmeas. Além disso, os anéis da cauda são mais 

longos nos machos (Lourenço & Leguin, 2008). 

Esta espécie apresenta ampla distribuição, sendo comum na Guiana Francesa, 

Suriname e na região Norte do Brasil, principalmente nos estados do Pará e Amapá, com 

exemplares também encontrados na Amazônia, Maranhão e Mato Grosso (Benmosbah et 

al., 2013; Lourenço & Leguin, 2008; MS, 2009; Pardal et al., 2014; Pucca et al., 2014b). 
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Figura 1.8. Escorpião Tityus obscurus (Buthidae). Foto por Solange C. Rego. 

 

A manifestação clínica de sua picada é diversificada, dependendo da região de 

ocorrência. No Pará, manifestações neurológicas de mioclonia em que as vítimas referem 

como sensação de “choque elétrico” pelo corpo, disartria, dismetria e ataxia, entre outras  

foram descritos nos municípios de Santarém, Belterra e Prainha (Oeste do Estado do Pará), 

Altamira e Brasil-Novo (Sul), enquanto que nos acidentes ocorridos na região 

metropolitana de Belém (Leste do Estado do Pará) foram observadas em maior número 

sintomas locais (dor, edema, eritema) e tontura (Maestri Neto et al., 2008; Martins et al., 

2002; Pardal, 2014; Pardal et al., 2003; Sperotto et al., 2001). Essas variações na 

sintomatologia podem estar diretamente relacionadas com a recente observação de uma 

diferenciação do padrão morfológico de T. obscurus coletado em diferentes regiões do 

Pará, sendo que as populações do Oeste são em média maiores do que as do Leste, e de 

alterações na composição de suas peçonhas. A análise cromatográfica da peçonha dessas 

duas populações mostrou maior número de frações cromatográficas na peçonha da 

população Oeste, principalmente nas faixas de tempo de retenção correspondentes às 

NaScTxs e KTxs, o que explicaria a maior gravidade dos sintomas de envenenamento na 

região Oeste do Pará (Pardal, 2014; Pardal et al., 2014). O autor sugere que essas variações 

sejam provenientes de uma especiação alopátrica devido à grande distância (cerca de 850 
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km) e à presença de dois grandes rios (Xingu e Tocantins) entre as duas populações (Pardal, 

2014). Essa diversificação na composição da peçonha em detrimento de variação 

geográfica, ou mesmo dieta, idade e sexo do animal, já foi relatada para outras espécies de 

escorpiões (Abdel-Rahman et al., 2009; De Sousa et al., 2010; Oliveira et al., 2013; Pucca et 

al., 2014a). 

Em relação à composição da peçonha do escorpião T. obscurus, as primeiras 

análises mostraram a existência de no mínimo 102 componentes peptídicos distintos, dos 

quais cerca de 25% tiveram sua sequência N-terminal determinada (Batista et al., 2004) e 

seis foram completamente sequenciados. Destes seis peptídeos, três possuem ação 

específica em canais de K+ (Tc1, Tc30 e Tc32 – ou α-KTx13.1, α-KTx4.4 e α-KTx18.1 

respectivamente) (Batista et al., 2000; Batista et al., 2002a) e três em canais de Na+ (Tc48a, 

Tc48b/Tc49a e Tc49b) (Batista et al., 2004; Batista et al., 2002b; Murgia et al., 2004).  

Mais recentemente, a partir da construção da biblioteca de cDNA da glândula de 

peçonha de T. obscurus realizada por nosso grupo de pesquisa (Guerrero-Vargas et al., 

2012), as sequências dos precursores dessas três toxinas que atuam em canais de Na+ 

foram caracterizadas, além de 12 novas sequências primárias identificadas como prováveis 

NaScTxs, denominadas To4 a To15. As sequências putativas de To5, To6 e To7 parecem ser 

equivalentes aos peptídeos Tc54, Tc43 e Tc50, respectivamente, os quais tinham sido 

isolados da peçonha e parcialmente sequenciados em trabalhos anteriores (Batista et al., 

2004; Batista et al., 2002b). Além disso, neste trabalho mais recente por Guerrero-Vargas 

e colaboradores (2012), o peptídeo To5 foi purificado da peçonha e completamente 

sequenciado por técnicas de análise proteômica, e é semelhante a toxinas específicas para 

artrópodes, embora sua atividade ainda não tenha sido elucidada. 

Nessa biblioteca de cDNA também foram caracterizados precursores de outras KTxs 

(Schwartz EF, dados não publicados) e a sequência precursora do peptídeo caracterizado 

neste trabalho, denominado ToPI1 devido a sua atividade inibidora de peptidase 

parcialmente caracterizada em trabalhos anteriores (Mourão CBF, dados não publicados). 

ToPI1 foi assim chamado por ser o primeiro inibidor de peptidase caracterizado da peçonha 

do escorpião T. obscurus (Tityus obscurus peptidase inhibitor 1). 
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1.2. OBJETIVOS 

1.2.1. OBJETIVO GERAL 

Caracterizar a sequência primária e a atividade biológica do polipeptídeo ToPI1, 

obtido inicialmente da peçonha do escorpião Tityus obscurus, dando ênfase em sua 

atividade inibidora de tripsina. 

 

1.2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

o Purificar o peptídeo ToPI1, com atividade inibidora de tripsina, da peçonha bruta do 

escorpião T. obscurus e determinar sua sequência primária; 

o Identificar a sequência precursora do ToPI1 na biblioteca de cDNA da glândula de 

peçonha do escorpião T. obscurus previamente obtida por nosso grupo de pesquisa; 

o Sintetizar o peptídeo ToPI1 e obtê-lo em sua forma oxidada, com as pontes 

dissulfeto formadas; 

o Avaliar a atividade inibidora do peptídeo sintético contra diferentes peptidases; 

o Caracterizar o mecanismo de ação na inibição das peptidases; 

o Avaliar sua ação em diferentes subtipos de canais de K+ por meio de ensaios 

eletrofisiológicos; 

o Avaliar sua atividade citotóxica em linhagens de células tumorais e não tumorais 

por meio de ensaios in vitro; 

o Avaliar o peptídeo ToPI1s quanto à capacidade de induzir alterações 

comportamentais e/ou fisiológicas gerais em camundongos por meio de injeção 

intraperitoneal, visando a viabilidade de futuros ensaios in vivo e a segurança do 

uso do ToPI1s para possíveis futuras aplicações terapêuticas. 
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1.3. MATERIAL  

Somente reagentes de grau analítico de diferentes fontes comerciais foram 

utilizados nos experimentos. Todas as soluções foram preparadas com água Milli-Q 

(Millipore Reagent Water System, EUA). 

 

1.3.1. SOLVENTES PARA CROMATOGRAFIA LÍQUIDA (HPLC E UFLC)  

- Solvente A (Polar) – solução aquosa de ácido trifluoracético (TFA) 0,12% (v/v)  

- Solvente B (Apolar) – acetonitrila contendo ácido trifluoracético (TFA) 0,1% (v/v) 

 

1.3.2. COLUNAS CROMATOGRÁFICAS 

- Coluna preparativa Vydac 218TP-1022 C18 (250 x 22 mm, partícula de 10 µm, poro de   

300 Å); 

- Coluna semipreparativa Phenomenex C18 Jupiter (250 x 10 mm, partícula de 5 µm, 

poro de 300 Å); 

- Colunas analítica Phenomenex C18 Synergi Fusion-RP (250 x 4,60 mm, partícula de 4 

µm, poro de 80 Å); 

- Coluna analítica Shimadzu Shim-pack XR-ODS (30  x 2,0 mm, partícula de 2,2 µm, poro 

de 12 nm). 

As três primeiras colunas foram utilizadas em sistema de RP-HPLC convencional, e 

a última foi utilizada em sistema Prominence UFLC (Cromatógrafo Líquido Ultra Rápido), 

ambos da Shimadzu (Japão). 

 

1.3.3. ESPECTROMETRIA DE MASSA (MALDI TOF/TOF MS) 

Matriz para ionização de peptídeos: matriz saturada de ácido α-ciano-4-

hidroxicinâmico (acetonitrila/água/TFA 3%; 5:4:1), sendo 3 μL de matriz para 1 μL de 

amostra. 

Mistura de peptídeos e proteínas para calibração externa: é adicionada uma 

solução de matriz para ionização na proporção de 1:1 (v/v) à mistura de peptídeos e 
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proteínas (Peptide Calibration Standard for Mass Spectrometry calibration mixture - up to 

4000 Da mass range) (Bruker Daltonics, Alemanha) (Tabela 1.4) antes da calibração. 

 

Tabela 1.4. Mistura de peptídeos e proteínas para calibração externa no MALDI-TOF/TOF MS. 

Peptídeo 
Massa 

Molecular 

Bradicinina (1-7)  757,4  

Angiotensina II  1046,5  

Angiotensina I  1296,7  

Substância P  1347,7  

Bombesina  1619,8  

Substrato Renina  1758,9  

ACTH clip (1-17)  2093,1  

ACTH clip (18-39)  2465,2  

Somatostatina (28)  3147,5  

Insulina 5734,5 

Ubiquitina I 8565,8 

Citocromo C 12361,0 

Mioglobina 16952,3 

 

1.3.4. SÍNTESE QUÍMICA AUTOMÁTICA 

Para cada etapa de síntese química do peptídeo ToPI1s, em escala para a produção 

de 100 µmol de peptídeo  (381,48 mg), com excesso molar de quatro equivalentes, foram 

utilizados os seguintes reagentes e Fmoc-aminoácidos (Tabelas 1.5 e 1.6):  

 

Tabela 1.5. Reagentes utilizados para a síntese de ToPIs. Todas as soluções foram preparadas 
em N,N-dimetilformamida (DMF). Para o preparo dos reagentes, utilizou-se o volume calculado. 

Reagente Fornecedor Código 
Peso 

sugerido 
(g) 

Volume 
sugerido 

(mL) 

Volume 
calculado 

(mL) 

N,N-dimetilformamida (DMF) Scharlau DI1072 - 5000 4151 

4-metil-piperidina 20% Carvalhaes AC127515000 - 300 206 

4-metil-morfolina (4-NMM)  0,4 M Sigma-Aldrich M56557 6,07 150 94 

HBTU (ativador) 
Peptides 
International, Inc 

KHB-1065-PI 
22,76 

150 
94 
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Tabela 1.6. Fmoc-aminoácidos utilizados para a síntese de ToPI1s. A escala de síntese escolhida 
foi para a produção de 100 µmol de peptídeo (381,48 mg). Para a síntese, utilizou-se o volume 
calculado  para cada F-moc aminoácido diluído em DMF. Todos os aminoácidos foram obtidos 
da Peptides International, Inc. 

Símbolo Tipo Código PTI Qde 
Peso 

sugerido (mg) 
Volume  

sugerido (mL) 
Volume  

calculado (mL) 

A Fmoc-Ala B-25-A 1 996 8 3 

C Fmoc-Cys (Trt) B-25-CT 6 4920 21 16 

D Fmoc-Asp (OtBu) B-25-DB 3 2469 15 10 

E Fmoc-Glu (OtBu) B-25-EB 1 1191 7 2 

F Fmoc-Phe B-100-F 1 1085 7 2 

G Fmoc-Gly B-100-G 2 1070 9 4 

I Fmoc-Ile B-100-I 3 1838 13 8 

K Fmoc-Lys (Boc) B-25-KBC 8 5248 28 23 

L Fmoc-Leu B-25-L 1 1272 9 4 

M Fmoc-Met B-25-M 1 1040 7 2 

R Fmoc-Arg (Pbf) B-25-RBF 2 3114 12 7 

S Fmoc-Ser (tBu) B-100-SB 1 1074 7 2 

T Fmoc-Thr (tBu) B-100-TB 1 1431 9 4 

V Fmoc-Val B-100-V 1 1086 8 3 

Y Fmoc-Tyr (tBu) B-25-YB 1 1654 9 4 

 
 
 Resina para síntese: Rink Amide MBHA (100-200 mesh); Novabiochem® No. CAS 

431041-83-7; grau de substituição 0,60 mmol/g; peso sugerido de 166,67 mg. 

Tampão de clivagem da resina (10 mL): 81,5% TFA (ácido trifluoroacético), 5,0% 

tioanisol, 5,0% fenol, 5,0% água, 2,5% EDT (1,2-ethandithiol), 1,0% TIS (triisopropylsilan). 

Esse coquetel é sugerido para peptídeos contendo dois resíduos de arginina. 

 

1.3.5. SOLUÇÃO PARA FORMAÇÃO DAS PONTES DISSULFETO  

Tampão de dobramento (em mM): Na2HPO4 20; NaCl 0,1; GSH 5 (L-glutationa 

reduzida); GSSG 0,5 (L-glutationa oxidada). Os reagentes GSH e GSSG foram adquiridos da 

Sigma Aldrich, códigos G4251 e G4376, respectivamente. 

 

1.3.6. ENZIMAS E SUBSTRATOS 

Ensaio cromogênico de inibição de tripsina 

- Enzima tripsina pancreática bovina, EC 3.4.21.4 (Sigma-Aldrich, código T4665); 
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- Substrato BAPNA: Nα-Benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride (Sigma-Aldrich, 

código B4875); 

- Tampão de reação: Tris-HCl 50 mM, CaCl2 20 mM (pH 8,2); 

- Solução de preparo para tripsina: HCl 1 mM; 

- Inibidor BPTI/aprotinin (Sigma-Aldrich, código A6106). 

Ensaio cromogênico de inibição de quimotripsina 

- Enzima α-quimotripsina pancreática bovina, EC 3.4.21.1 (Sigma-Aldrich, código C4129); 

- Substrato GAPNA: N-Glutaryl-L-phenylalanine p-nitroanilide (Sigma-Aldrich, código 

G2505); 

- Tampão de reação: Tris-HCl 50 mM, CaCl2 20 mM (pH 7,6); 

- Solução de preparo para quimotripsina: HCl 1 mM; 

- Inibidor Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (Roche Applied Science, EUA). 

Ensaio de inibição de tripsina por Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR) 

Exceto pela tripsina, todos os demais reagentes e soluções foram adquiridos da GE 

Healthcare: 

- Enzima tripsina metilada grau de sequenciamento Promega (Madison, WI, EUA, código 

V5111) ressuspendida em tampão de imobilização acetato de sódio 10 mM (pH 5,5) 

(código BR-1003-52) para uma concentração de 5 µg/mL; 

- Tampão HBS-EP (pH 7,4) filtrado e degasificado (código BR-1001-88): 10 mM HEPES; 

150 mM NaCl; 3 mM EDTA; 0,005% (v/v) surfactante P20; 

- Tampão de regeneração: glicina-HCl 10 mM pH 2,5 (código BR-1003-56) e pH 3,0 

(código BR-1003-57); 

- Chip sensor CM5 (código BR-1000-14); 

- Kit de acoplamento amina (código BR-1000-50): N-Hydroxysuccinimide (NHS); 

Ethanolamina-HCl 1,0 M (pH 8,5), N-Ethyl-N’-(dimethylaminopropyl)-carbodiimide 

hydrochloride (EDC); 

- solução de normalização: glicerol 70% (v/v). 
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1.3.7. MEIOS E SOLUÇÕES PARA ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR 

- 0,25% Tripsina-EDTA (1x) (Gibco, EUA); 

- Meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) high glucose (Gibco, EUA) 

- Antibiótico (100 IU/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina) (Gibco, EUA) 

- Soro Fetal Bovino (Gibco, EUA) 

- Azul Tripan (Sigma-Aldrich Co., EUA) 

- MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Invitrogen, EUA) 

- Dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich Co., EUA) 

Meio DMEM suplementado: meio DMEM com 10% de soro fetal bovino e 1% de 

antibiótico (v/v).  

Meio de congelamento: meio DMEM com 10% de soro fetal bovino e 5% DMSO 

(v/v). 

Solução azul Tripan: 0,4% (p/v) em tampão PBS. 

Solução de uso de MTT: 5 mg/mL de MTT em tampão PBS. A solução foi filtrada em 

membrana de 0,22 µm (Millipore, EUA) e mantida a 4°C sob proteção da luz. 

Tampão PBS pH 7,4 (em mM): 137 NaCl; 2,7 KCl; 10 Na2HPO4·2H2O; 2 KH2PO4.  

 

1.3.8. SOLUÇÕES PARA ENSAIOS ELETROFISIOLÓGICOS 

Solução externa para o registro das correntes de hKv1.1, hKv1.4, EAG1 (em mM): 

130 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 2 MgCl2, 10 HEPES, 5 D-glucose (pH 7,29).  

Solução externa para o registro das correntes de hERG1, hERG2 e hERG3 e EAG2 

(em mM): 95 NaCl, 40 KCl, 2 CaCl2, 2 MgCl2, 10 HEPES, 5 D-glucose (pH 7,29).  

Solução interna de pipeta (em mM): 130 K+-aspartato, 10 NaCl, 2 MgCl2, 10 EGTA, 

10 HEPES (pH 7,29).  
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1.4. MÉTODOS 

1.4.1. DESENHO EXPERIMENTAL 

 

 

Figura 1.9. Esquema do desenho experimental geral desse estudo. Em laranja estão 
representadas as etapas de purificação e caracterização do peptídeo ToPI1 nativo, obtido da 
peçonha do escorpião T. obscurus. Em azul estão as etapas de síntese química do peptídeo 
ToPI1s e de sua caracterização química e biológica. 
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1.4.2. LICENÇAS, ANIMAIS E OBTENÇÃO DA PEÇONHA  

Espécimes adultos de Tityus obscurus necessários à execução deste projeto foram 

coletados em Macapá, no estado de Amapá, conforme permissão legal (Licença número 

048/2007-CGFAU) cedida pelo Sistema de Autorização e Informação Científica em 

Biodiversidade (Sisbio). Os animais foram mantidos vivos em terrários individuais 

(recipientes plásticos com substrato terroso e tampas perfuradas para passagem de ar) no 

Biotério de Artrópodes do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília (IB-

UnB), sendo alimentados quinzenalmente com baratas criadas no laboratório, além de 

receberem água ad libidum. Sua peçonha foi extraída mensalmente, durante o período de 

um ano, em 2009, por estimulação elétrica no último segmento metassomal (télson), 

coletada em tubos de polietileno de 1,5 mL, diluída em água deionizada e, após 

centrifugação a 10.000 × g por 10 min, o pellet foi descartado.  A concentração de proteínas 

presentes no sobrenadante da amostra de peçonha foi estimada medindo-se a absorbância 

do material a 280 nm em um espectrofotômetro (Shimadzu UV-1800, Japão), assumindo 

que uma unidade de absorbância em uma cubeta de quartzo de 1 cm de largura equivale a 

1,0 mg/mL de concentração protéica (Caliskan et al., 2006; Stoscheck, 1990a). Após a 

quantificação, as amostras foram liofilizadas e armazenadas a -20°C.  

Os ensaios biológicos realizados nesse estudo estão de acordo com o guia ético da 

Sociedade Brasileira de Neurociências e Comportamento (SBNeC), a qual segue o guia de 

cuidado animal preparado pelo Committee on Care and Use of Laboratory Animal 

Resources (National Research Council, EUA). Esforços foram feitos para evitar estresse 

desnecessário e dor aos animais experimentais, e o número de animais foi mantido ao 

mínimo necessário para testar o conceito. 

 

1.4.3. FRACIONAMENTO DA PEÇONHA E PURIFICAÇÃO DO PEPTÍDEO TOPI1 

Alíquotas de 1,0 mg de peçonha bruta liofilizada de ambos os sexos de T. obscurus 

foram solubilizadas em 200 µL solução aquosa de TFA 0,12% e centrifugadas por 10 min a 

10.000 × g. O sobrenadante foi submetido a um sistema de Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência em fase reversa (RP-HPLC) Shimadzu Co. (Kyoto, Japão) série LC10A, equipado 

com um arranjo de diodo SPD-M10A, em uma coluna analítica Phenomenex C18. Para a 
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eluição utilizou-se um gradiente binário de solução aquosa de TFA 0,12% (A) e de solução 

de acetonitrila e TFA 0,1% (B), com um fluxo de 1,0 mL/min e detecção a 216 e 280 nm de 

absorbância. O gradiente foi realizado de 0 a 60% de B em 60 min; 60 a 100% de B em 10 

min; e, finalmente, 100% B mantidos por 10 min, para então equilibrar a coluna novamente 

na solução A.  As frações cromatográficas foram manualmente coletadas, secas a vácuo e 

armazenadas a -20˚C.  

Todas as frações cromatográficas da peçonha bruta foram submetidas ao ensaio 

cromogênico de inibição de tripsina, descrito na seção 1.4.7.1. A fração cromatográfica 

eluída aos 26,3 min (26,3% B) foi a única a apresentar atividade inibidora de tripsina nesse 

ensaio, sendo denominada ToPI1 (de Tityus obscurus peptidase inhibitor). Então, alíquotas 

de um pool dessa fração (obtido pela junção da mesma fração em diferentes corridas 

cromatográficas da peçonha bruta) foram submetidas a dois passos adicionais de 

recromatografia em sistema de RP-HPLC em uma coluna analítica Phenomenex C18 a 45°C, 

com fluxo de 1,0 mL/min e absorbância monitorada a 216 e 280 nm. Para a eluição, foram 

utilizados os seguintes gradientes de acetonitrila: (i) 5-10% de B de 0-5 min, 10-25% B de 

5-50 min (0,33% B/min); (ii) 5-12% de B de 0-7 min, 12-22% B de 7-57 min (0,2% B/min). As 

frações foram manualmente coletadas, secas a vácuo e armazenadas a -20°C. Após cada 

etapa de purificação, uma alíquota de 10-30% das frações obtidas era novamente testada 

quanto à atividade inibidora de tripsina.  

Para a quantificação do peptídeo purificado, sua absorbância (A) foi medida, em 

cubeta de quartzo de 1,0 cm, em um  espectrofotômetro (Shimadzu UV-1800, Japão) em 

diferentes comprimentos de onda (205, 215 e 225 nm), e sua concentração (C) foi calculada 

pela fórmula (Aitken & Learmonth, 2008; Stoscheck, 1990b; Waddell, 1956): 

 

C �μg. mL��� = ������ − �����. 144
 + �����. 31�
2 . !"#$% &' &()*(çã$ 

 

1.4.4. ESPECTROMETRIA DE MASSA 

A massa molecular e o grau de pureza do peptídeo ToPI1 foram analisados em um 

espectrômetro de massa do tipo MALDI-TOF/TOF UltraFlex III, Autoflex Speed ou 

(1.3) 
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UltrafleXtreme (Bruker Daltonics, Alemanha), operando no modo positivo refletido e linear. 

As frações cromatográficas a serem analisadas foram solubilizadas em água deionizada em 

concentrações variadas e foram dissolvidas em uma matriz saturada de ácido α-ciano-4-

hidroxicinâmico (acetonitrila/água/TFA 3%; 5:4:1), sendo 3 μL de matriz para 1 μL de 

amostra, aplicadas em triplicata em uma placa de aço inoxidável e secas à temperatura 

ambiente. Para a calibração externa do espectrômetro utilizou-se uma mistura de 

peptídeos de massa molecular conhecida (Tabela 1.4, seção 1.3.3).  Para a análise de massa 

molecular do peptídeo nativo, utilizou-se também o espectrômetro micrOTOF-Q II (Bruker 

Daltonics, Alemanha) equipado com uma fonte de ionização eletrospray (ESI) ortogonal e 

operado em modo positivo. A amostra de ToPI1 pura foi ressuspendida em uma solução de 

acetonitrila 50% contendo 1% de ácido fórmico, em concentrações variadas, e foi aplicada 

por infusão direta.  

Os espectros foram processados com os softwares MassLynxTM 3.5 (Manchester, 

Reino Unido) e FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics, Alemanha). As análises de 

espectrometria de massa foram realizadas em colaboração com o Laboratório de 

Espectrometria de Massa, EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, sob supervisão 

do pesquisador Dr. Carlos Bloch Junior. 

 

1.4.5. DETERMINAÇÃO DA SEQUÊNCIA PRIMÁRIA E BUSCA POR SIMILARIDADE 

A sequência primária do peptídeo ToPI1 obtido a partir da peçonha bruta do 

escorpião T. obscurus foi parcialmente determinada em MALDI-TOF/TOF UltraFlex II 

(Bruker Daltonics, Alemanha) pelo método de fragmentação in-source decay (ISD), 

utilizando a matriz 1,5-diaminonaftaleno (Demeure et al., 2010; Takayama, 2001). O 

sequenciamento foi guiado pela sequência putativa obtida a partir dos dados gerados pela 

análise da biblioteca de cDNA da glândula de peçonha do escorpião T. obscurus, 

previamente realizada pelo grupo no Laboratório de Toxinologia da Universidade de 

Brasília (LTx-UnB) e Instituto de Biotecnologia da Universidad Nacional Autónoma de 

México (UNAM) (Guerrero-Vargas et al., 2012).  

A sequência nucleotídica que codifica o peptídeo ToPI1 foi submetida aos 

programas de busca de similaridade em bancos de dados não redundantes por meio dos 

algoritmos BLASTx e BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) considerando-se e < 10-
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5 para a identificação das possíveis funções e estrutura desse composto. A região de 

provável peptídeo sinal foi predita pelo programa SignalP 4.1 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). De forma semelhante, a sequência de 

aminoácidos do peptídeo maduro ToPI1 foi submetida a buscas por similaridades usando 

os algoritmos BLASTp (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) e FASTA 3 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/). Para o alinhamento de sequências, comparação 

das substituições de aminoácidos e cálculo de porcentagem de identidade entre pares de 

sequências, foi utilizado o programa ClustalW 2.0 (Larkin et al., 2007). As massas 

moleculares teóricas (monoisotópica ou multiprotonada) da sequência madura do 

peptídeo ToPI1 foram calculadas pelo programa Isotopic Pattern, disponibilizado pelas 

plataformas de análise da Bruker Daltonics (Alemanha). As sequências de nucleotídeo que 

codifica o peptídeo ToPI1 assim como sua sequência de aminoácidos obtidas nesse estudo 

serão depositadas no GenBank. 

 

1.4.6. SÍNTESE QUÍMICA EM FASE SÓLIDA E FORMAÇÃO DAS PONTES DISSULFETO 

O peptídeo ToPI1 foi sintetizado usando a estratégia Fmoc/t-butila (9-

fluorenilmetoxicarbonila) em suporte sólido, em um sintetizador automático modelo 

Prelude (Protein Technologies, Inc., EUA), conforme instruções do fabricante, utilizando os 

aminoácidos e reagentes detalhados na seção 1.3.4. Como suporte foi utilizada a resina 

Rink Amide MBHA (100-200 mesh) (Novabiochem®), de forma a manter a amidação C-

terminal no peptídeo sintético, igual ao peptídeo nativo. A escala de síntese escolhida foi 

para a produção de 100 µmol de peptídeo (381,48 mg), e, para isso, foram utilizados 166,67 

mg de resina (grau de substituição de 0,60 mmol/g). Foi utilizado 0,4 mmol de derivado de 

aminoácido, o que equivale a um excesso molar de 4 vezes. 

Após realizar o acoplamento de todos os Fmoc-aminoácidos da sequência, o frasco 

contendo a amostra foi transferido para o sintetizador Tribute® UV-IR (Protein 

Technologies, Inc., EUA), onde foi realizada a clivagem da resina do peptídeo sintético, 

processo que também é responsável pela remoção dos grupos protetores das cadeias 

laterais dos resíduos de aminoácidos. Para esse processo, utilizou-se  um tampão específico 

de acordo com a constituição de aminoácidos do ToPI1 (seção 1.3.4), que foi deixado para 
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reagir com o polipeptídeo por 2 h sob agitação. Depois, o polipeptídeo clivado foi 

transferido para um tubo tipo falcon de 50 mL e foi lavado e precipitado com éter 

diisopropílico gelado (o processo de redução da temperatura em nitrogênio líquido foi 

realizado logo antes de sua adição à amostra). Para isso, alíquotas de cerca de 10 mL de 

éter gelado foram adicionados à amostra, a qual foi centrifugada a 4.000 x g por 20 min. 

Depois, o sobrenadante foi transferido para um tubo de ensaio e o pellet foi lavado por 

mais duas vezes conforme o mesmo procedimento. Caso houvesse sinal de precipitação no 

tubo de ensaio com o sobrenadante, esse era centrifugado e o pellet era lavado para 

receber os mesmos tratamentos descritos a seguir. Após a lavagem e precipitação, o pellet 

contendo o polipeptídeo sintético foi ressuspendido em 15-25 mL de água e depois foram 

adicionados 15-25 mL de uma solução água:acetonitrila 2:1 (v/v). A solução contendo o 

polipeptídeo sintético foi transferida para um balão de vidro de 250 mL, congelada em 

nitrogênio líquido e, por fim, liofilizada. Após liofilização, o material foi transferido para um 

tubo tipo falcon de 50 mL e quantificado por peso seco, sendo mantido a -20°C. 

O polipeptídeo foi sintetizado em sua forma reduzida, sendo posteriormente 

oxidado para a formação das pontes dissulfeto. Como a quantidade de ToPI1 nativo era 

bastante limitada, não foi possível identificar seus três pares de cisteínas. Tendo em vista 

que, para escorpiões, a produção de toxinas é um processo energeticamente caro, e 

considerando que, dessa forma, o peptídeo da peçonha deve adquirir a conformação 

estrutural mais energeticamente favorável, para a síntese do ToPI1s, as cisteínas não 

receberam nenhuma marcação para pareamento específico, e a oxidação ocorreu de forma 

aleatória, considerando que o peptídeo sintético oxidado também adquiriria a 

conformação mais energeticamente favorável.   

A formação das pontes dissulfeto foi induzida por um tampão de dobramento 

(seção 1.3.5) na presença de glutationa (Stricher et al., 2006). Uma alíquota de 10 mg do 

material obtido diretamente a partir da síntese foi dissolvida em 2 mL de água deionizada 

e o tampão de dobramento (volume final de 50 mL) foi adicionado gota-a-gota sob 

constante agitação (alíquotas maiores também foram utilizadas, respeitando-se a 

proporção). Então, o pH foi ajustado para 7,9 (com NaOH) e a solução permaneceu em 

repouso a temperatura ambiente por 6h, quando o pH foi ajustado para 3,0 com ácido 
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fórmico. A amostra oxidada foi liofilizada e mantida a -20°C até que o peptídeo fosse 

posteriormente purificado.  

Após a clivagem da síntese e após a oxidação, uma alíquota de 1,0 µL do material 

foi analisado em espectrômetro de massa do tipo MALDI-TOF/TOF Ultraflex III, conforme 

descrito na seção 1.4.4, para verificar se os processos ocorreram conforme esperado. 

Durante esse estudo foram realizadas duas sínteses nas mesmas condições, 

denominadas S1 e S2. Para diferenciá-lo do peptídeo nativo, o peptídeo sintético será 

apresentado como ToPI1s. A etapa de síntese química foi realizada em colaboração com o 

Laboratório de Espectrometria de Massa, EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, 

sob supervisão da pesquisadora Dra. Maura V. Prates. 

1.4.6.1. Purificação do Peptídeo Sintético  

Maior parte do material obtido na síntese foi oxidado como descrito acima. Uma 

pequena parte, porém, foi purificada em sua forma reduzida para alguns ensaios biológicos 

comparativos. Um esquema com a estratégia de purificação dos peptídeos oxidado e 

reduzido está apresentado na Figura 1.10.  

O peptídeo sintético oxidado foi purificado por meio de três etapas sucessivas de 

fracionamento em RP-HPLC usando colunas C18, conforme ilustrado na Figura 1.10. Na 

primeira etapa, alíquotas de aproximadamente 25 mg da amostra obtida da síntese e 

oxidada foram filtradas (filtro Millex-LCR hidrofílico PFTE, com 0,45 µm de poro e 25 mm 

de diâmetro, Millipore) e cromatografadas em uma coluna preparativa, com fluxo de 10 

mL/min, conforme gradiente binário apresentado na Tabela 1.7 (etapa 1). Depois, as 

frações foram analisadas em espectrômetro de massa do tipo MALDI-TOF/TOF Ultraflex III, 

conforme descrito na seção 1.4.4, e a fração principal, contendo o peptídeo com 3806,9 Da 

(correspondente ao ToPI1s oxidado), foi posteriormente cromatografada em uma coluna 

semipreparativa C18, a 45°C, com fluxo de 1,5 mL/min e gradiente apresentado na Tabela 

1.7 (etapa 2).  
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Figura 1.10. Estratégia de purificação dos peptídeos oxidados ToPI1s e ToPI1s-Met* (azul) e do 
peptídeo ToPI1s reduzido (laranja). Embora a verificação da massa molecular esteja 
representada apenas após a síntese e a oxidação, que são etapas mais cruciais para a obtenção 
do peptídeo correto, ela foi realizada após cada etapa cromatográfica, a fim de identificar a 
fração de interesse para a próxima etapa. 

 

Então, as duas frações principais foram analisadas em MALDI-TOF/TOF MS, e 

alíquotas de cerca de 1,0 mg foram cromatografadas em coluna analítica Phenomenex C18 

mantida a 45°C, com fluxo de 1,0 mL/min. A fração com 3806,9 Da foi cromatografada 

conforme gradiente apresentado na Tabela 1.7 (etapa 3’).  Já a fração com 3822,9 Da, 

correspondente ao ToPI1s oxidado possivelmente com a Met30 oxidada (ToPI1s-Met*), foi 

cromatografada conforme gradiente apresentado na Tabela 1.7 (etapa 3’’), seguido de 

outra etapa cromatográfica, com método igual ao da etapa 3’ (Tabela 1.7). Após 

purificação, os dois peptídeos tiveram sua massa molecular novamente verificada, e foram 

posteriormente quantificados (conforme seção 1.4.3), liofilizados e armazenados a -20°C.  
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Tabela 1.7. Etapas de fracionamento utilizadas para a purificação dos peptídeos oxidados ToPI1s 
e ToPI1s-Met*. O peptídeo ToPI1s foi purificado segundo as etapas 1, 2 e 3’. Já o ToPI1s-Met* 
foi purificado segundo as etapas 1, 2, 3’’ e 3’. O gradiente binário consta de uma solução aquosa 
de TFA 0,12% (A) e de uma solução de acetonitrila e TFA 0,1% (B), com um fluxo de 10,0 mL/min 
na etapa 1; 1,5 mL/min na etapa 2; e 1,0 mL/min na etapa 3’ e 3’’. Em negrito está destacado o 
intervalo de tempo em que a fração de interesse elui. 

ToPI1s oxidado 

Coluna preparativa 
etapa 1 

Coluna semipreparativa 
etapa 2 

Coluna analítica  
etapa 3’ (ToPI1s) 

Coluna analítica  
etapa 3’’ (ToPI1s-Met*) 

Tempo 
(min) 

Solução B 
(%) 

Tempo 
(min) 

Solução B 
(%) 

Tempo 
(min) 

Solução B 
(%) 

Tempo 
(min) 

Solução B 
(%) 

0 5 0 5 0 7 0 5 

5 5 10 16 5 16 5 16 

30 50 37 23 33 22 45 25 

35 95 39 95 35 95 50 95 

45 95 44 95 40 95 55 95 

45,01 Fim 45 5 41 5 57 5 

- - 45,01 Fim 41,01 Fim 57,01 Fim 

 

Para a obtenção de peptídeo reduzido, alíquotas de aproxidamente 1,5 mg do 

material obtido diretamente a partir da síntese foram filtradas (filtro Millex-LCR hidrofílico 

PFTE, com 0,45 µm de poro e 25 mm de diâmetro, Millipore) e submetidas a um sistema 

RP-HPLC com coluna analítica Phenomenex C18, com fluxo de 1,0 mL/min e absorbância 

monitorada a 216 e 280 nm. A coluna foi mantida a 45°C e para a eluição utilizou-se o 

gradiente apresentado na Tabela 1.8 (etapa 1). As frações foram analisadas em 

espectrômetro de massa do tipo MALDI-TOF/TOF Ultraflex III, conforme descrito na seção 

1.4.4, e a fração contendo o peptídeo com 3812,89 Da, correspondente ao ToPI1s reduzido, 

foi posteriormente cromatografada, utilizando o mesmo sistema e coluna. O método de 

eluição está apresentado na Tabela 1.8 (etapa 2). Após purificação, a massa molecular do 

peptídeo foi novamente verificada. O peptídeo foi quantificado (conforme seção 1.4.3), 

liofilizado e armazenado a -20°C. 
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Tabela 1.8. Etapas de fracionamento utilizadas para a purificação do peptídeo ToPI1s reduzido. 
Estão mostrados os gradientes binários utilizados para a primeira e segunda etapas de 
fracionamento do ToPI1s reduzido, ambas com coluna analítica Phenomenex C18. O gradiente 
consta de uma solução aquosa de TFA 0,12% (A) e de uma solução de acetonitrila e TFA 0,1% 
(B), com um fluxo de 1,0 mL/min. Em negrito está destacada a faixa em que a fração de interesse 
elui. 

ToPI1s reduzido 

Coluna analítica – etapa 1 Coluna analítica – etapa 2 

Tempo (min) Solução B (%) Tempo (min) Solução B (%) 

0 5 0 7 

5 16 5 17 

45 22 15 19 

50 95 35 22 

55 95 40 95 

57 5 45 95 

57,01 Fim 46 7 

- - 46,01 Fim 

 

O tempo de retenção em HPLC tem se mostrado uma ótima estratégia para a 

identificação de variantes de proteínas, com alta sensibilidade e especificidade (Joutovsky 

et al., 2004). Deste modo, os peptídeos obtidos por meio das duas sínteses realizadas (S1 e 

S2) tiveram seu perfil de coeluição avaliados em HPLC. Para esta análise, alíquotas de 50 

µg dos compostos oxidados e já purificados pelo método anteriormente descrito foram 

solubilizadas em 200 µL de fase móvel A e submetidas a uma corrida em coluna analítica 

Phenomenex C18, com fluxo de 1,0 mL/min, detecção a 216 e 280 nm de absorbância e o 

seguinte gradiente de eluição: 10-15% B de 0-5 min, 15-25% B de 5-25 min, 25-95% B de 

25-30 min, sendo mantidos 95% B por 5 min. A principal fração cromatográfica de cada 

uma das duas corridas foi coletada manualmente e imediatamente seca a vácuo. Após, as 

duas frações foram solubilizadas e reunidas em um volume de 200 µL de fase móvel A, 

sendo novamente submetidas ao mesmo método cromatográfico. Adicionalmente, os 

peptídeos obtidos nas sínteses S1 e S2 também tiveram sua massa molecular analisada em 

MALDI-TOF/TOF MS. 

A comparação entre o peptídeo sintético e o nativo foi realizada por meio do tempo 

de retenção em HPLC e pela massa molecular, além da atividade inibitória contra tripsina 

(ensaio cromogênico). 
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1.4.7. ENSAIO DE INIBIÇÃO DE PEPTIDASES 

Para determinar qual fração cromatográfica da peçonha bruta de T. obscurus 

possuía atividade inibidora de peptidase, todas as frações foram inicialmente submetidas 

a um ensaio preliminar de inibição de tripsina, onde cada fração de uma única corrida 

cromatográfica (obtida conforme descrito na seção 1.4.3) foi testada com n = 3 poços. De 

posse desse resultado, o peptídeo ToPI1 nativo foi purificado, e a cada passo 

cromatográfico uma alíquota das frações era novamente testada contra tripsina. Enquanto 

o ToPI1 nativo foi submetido apenas ao ensaio de inibição de tripsina, em uma única 

concentração, devido a sua baixa disponibilidade na peçonha, o peptídeo sintético teve sua 

atividade inibidora testada contra tripsina e quimotripsina em ensaios cromogênicos, e 

contra tripsina por Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR). Os peptídeos sintéticos 

ToPI1s-Met* e ToPI1s em sua forma reduzida também foram testados quanto à sua 

atividade inibidora de tripsina por meio de ensaios cromogênicos.  

1.4.7.1. Ensaio de Inibição de Tripsina 

Uma solução estoque de tripsina foi inicialmente preparada para a concentração 

inicial (Ci) de 2,8 µM em solução HCl 1,0 mM. Para isso, ela foi dissolvida para a 

concentração de 0,0653 mg/mL. Para a quantificação, usou-se a fórmula: 

Concentração 4mg mL5 6 =  ��7� . 10
9�%

 

onde A280 é igual à absorbância em espectrofotômetro com λ = 280 nm, medida em cubeta 

de quartzo com caminho óptico igual a 1 cm (para essa concentração deve-se obter A280 = 

0,101), e E1% é o coeficiente de extinção molar, considerado como 15,4, conforme 

instruções do fabricante (Sigma-Aldrich, EUA). Seu respectivo substrato sintético (BAPNA) 

foi solubilizado em dimetilsulfóxido (DMSO) para uma concentração de 50 mg/mL, sendo 

essa solução posteriormente dissolvida em tampão de ensaio para tripsina (Tris-HCl 50 

mM, CaCl2 20 mM, pH 8,2) para a concentração desejada. O peptídeo ToPI1s também foi 

solubilizado em tampão de ensaio para tripsina, fornecendo uma solução estoque a 5871,7 

nM (840 µL), a ser posteriormente diluída para as concentrações de uso. 

O experimento foi realizado em placas transparentes de 96 poços de fundo chato, 

em um volume final de 280 µL por poço: 40 µL de trispina 2,8 µM (Cf = 400 nM), 40 µL de 

(1.4) 
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peptídeo em diferentes concentrações finais (em nM: 1, 5, 10, 25, 50, 100, 150, 175, 200, 

225, 250, 300, 350, 400, 500, 650 e 800) e 200 µL de substrato. Cada concentração de 

peptídeo foi aplicada em triplicata, sendo a concentração inicial sete vezes mais 

concentrada em relação à concentração final desejada. A montagem da placa (diluição 

seriada do peptídeo, pipetagem do tampão, tripsina e substrato) foi feita na plataforma 

robótica Microlab STARlet (Hamilton Company, EUA), minimizando erros de pipetagem na 

análise dos resultados. A fim de se obter um equilíbrio antes da adição do substrato, 40 μL 

de ToPI1 em diferentes concentrações foram incubados com os 40 μL de tripsina por 20 

minutos a 25°C. Então, 200 μL de substrato foram adicionados à solução anterior, e a 

liberação do produto (p-nitroanilina) foi acompanhada no espectrofotômetro de 

microplaca FlexStation® 3 Benchtop Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, 

EUA) a λ = 410 nm por 10 minutos a 25°C, com registros a cada 30 s. Para cada série de 

concentrações do peptídeo, sendo uma série por placa, utilizou-se o substrato nas 

seguintes concentrações finais: 1,2 mM (Ci = 1,68 mM); 0,8 mM (Ci = 1,12 mM); 0,4 mM (Ci 

= 0,56 mM); 0,2 mM (Ci = 0,28 mM); 0,1 mM (Ci = 0,14 mM); 0,05 mM (Ci = 0,07 mM) e 

0,025 mM (Ci = 0,035 mM). 

Para o cálculo da atividade residual de tripsina nas diferentes concentrações de 

inibidor, considerou-se a leitura da A410 a 10 min. O controle positivo da reação (100% de 

atividade da tripsina, ou 0% de inibição) foi realizado na presença de tripsina e ausência de 

inibidor (40 µL de tripsina, 40 µL de tampão e 200 µL de substrato). O controle negativo 

para subtração da linha de base foi realizado na presença de apenas tampão (80 µL) e 

substrato (200 µL). Os dados são apresentados em termos da média ± erro padrão da média 

(n ≥ 3), de forma que os experimentos foram realizados em três réplicas independentes. A 

concentração de peptídeo que inibe 50% da atividade enzimática, IC50, foi calculada pelo 

programa GraphPad Prism versão 6.0, considerando as respostas normalizadas e modelo 

logístico de quatro parâmetros com inclinação variável (variable slope). Em seguida, 

realizou-se um pós-teste (extra sum-of-squares F test) para comparar estatisticamente os 

valores de IC50 obtidos nas diferentes concentrações de substrato. 

As mesmas condições experimentais, porém apenas com substrato a 0,4 mM (Cf), 

foram utilizadas para avaliar a atividade inibidora de tripsina do peptídeo sintético ToPI1s 

em sua forma reduzida, obtido por meio da purificação do extrato de síntese em uma etapa 
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anterior à oxidação, e do ToPI1s-Met*, supostamente com o resíduo Met30 oxidado. O 

ToPI1s sintético foi testado de 1 a 3500 nM. 

Como controle experimental, curvas de inibição também foram feitas com o 

inibidor BPTI (Sigma-Aldrich) nas concentrações finais de 1 a 500 nM para os experimentos 

com tripsina a 100 nM (obtida a partir da diluição da solução estoque de tripsina em HCl 

1,0 mM), e nas concentrações finais de 1 a 800 nM para os experimentos com tripsina a 

400 nM. O substrato BAPNA foi usado nas seguintes concentrações finais (em mM): 0,1; 

0,4; 0,8; 1,2 e 2,4.  

1.4.7.2. Mecanismo de Ação e Constante de Afinidade para Tripsina 

Para se certificar se o tipo de inibição era do tipo tight-binding, curvas de IC50 vs [E]t 

foram obtidas, sendo que o comportamento típico desses inibidores é uma reta, com 

aumento do IC50 conforme se aumenta [E]t (Copeland, 2000; Copeland, 2013). Valores de 

IC50 foram obtidos conforme descrito na seção anterior, mantendo-se o substrato BAPNA 

a 0,4 mM e variando a concentração de inibidor (1 a 800 nM) e enzima tripsina (100, 200, 

300, 400 e 600 nM). Os valores de IC50 foram ajustados por regressão linear com o 

programa GraphPad Prism 6.0. 

Para o cálculo dos valores de Ki
app, cada curva equivalente a uma série de inibição 

com determinada concentração de substrato, conforme descrito na seção anterior, foi 

ajustada por regressão não-linear com a equação de Morrison pelo programa GraphPad 

Prism versão 6.0, restringindo-se os valores da concentração da enzima tripsina (400 nM), 

Km (0,78 mM) e concentração do substrato (0,025 a 2,4 mM). O valor de Km foi obtido 

conforme descrito a seguir. 

Para calcular o valor de Km, curvas de inibição foram feitas mantendo-se a 

concentração da tripsina a 400 nM e aumentando-se a concentração do substrato BAPNA 

(Cf, em mM: 0,025 a 2,4 mM). O inibidor ToPI1s foi testado a 100, 200 e 300 nM. O controle 

positivo da reação (100% de atividade da tripsina, ou 0% de inibição) foi realizado na 

presença de tripsina e ausência de inibidor (40 µL de tripsina, 40 µL de tampão e 200 µL de 

substrato). O controle negativo para subtração da linha de base foi realizado na presença 

de apenas tampão (80 µL) e diferentes concentrações de substrato.  
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A liberação do produto (p-nitroanilina) foi acompanhada no espectrofotômetro de 

microplaca FlexStation® 3 Benchtop Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, 

EUA) a λ = 410 nm por 10 minutos a 25°C, com registros a cada 30 s. A taxa inicial de 

formação do produto (v0) foi calculada considerando-se os valores obtidos aos 10 min 

utilizando-se a fórmula: 

;�  =   ∆�=�� . 0,280 . 10@ 
A . ) . ∆#  

onde ΔA410 é a variação da absorbância medida a λ = 410 nm no intervalo de tempo Δt (em 

minutos), ε é o coeficiente de extinção molar da  p-nitroanilina, considerado igual a 9100 

(González-González et al., 2003), l é o caminho óptico percorrido pela luz em cm (calculado 

como 0,81 cm para o volume final de 280 µL por poço), 0,280 (volume final da reação em 

mL) é o coeficiente de conversão de M (mol/L ou mmol/mL) para mmol, e 106 é o 

coeficiente de transformação de mmol para nmol.  Por meio dessa fórmula, a taxa inicial 

de formação do produto por reação (v0) é, então, dada em nmol/min (ou 1 mU, onde 1 U é 

a quantidade de enzima que catalisa a conversão de 1 µmol de substrato por min). 

Para o cálculo dos valores de Vmáx e Km para cada curva de inibição, os dados foram 

ajustados por regressão não-linear com a equação de Michaelis-Menten pelo programa 

GraphPad Prism versão 6.0. Os dados são apresentados em termos da média ± erro padrão 

da média (n ≥ 3), de forma que os experimentos foram realizados em duas réplicas 

independentes. 

1.4.7.3. Ensaio de Inibição de Quimotripsina 

Uma solução estoque de quimotripsina em solução HCl 1 mM foi inicialmente 

preparada para a concentração de 2800 nM (0,07 mg/mL), conforme equação 1.4 descrita 

na seção 1.4.7.1, considerando seu coeficiente de extinção molar (E1%) igual a 20,4. Seu 

respectivo substrato sintético (GPNA) foi solubilizado em DMSO (40 mg/mL) e 

posteriormente dissolvido em tampão de ensaio para quimotripsina (Tris-HCl 50 mM, CaCl2 

20 mM, pH 7,6) até a concentração estoque de 1,4 mM. O experimento foi realizado 

conforme descrito para o ensaio de inibição de tripsina, porém em tampão de ensaio para 

quimotripsina (pH 7,6), à concentração final de 400 nM de enzima e 1,0 mM de substrato 

(1.5) 
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no volume total de 280 µL. O peptídeo ToPI1s foi testado nas seguintes concentrações (em 

nM): 1, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500 e 4000. 

Como controle de inibição, foi utilizado o inibidor de serinopeptidase PMSF 

(Phenylmethanesulfonyl fluoride) a 1,0 e 2,0 mM.  

A liberação do produto (p-nitroanilina) foi acompanhada no espectrofotômetro de 

microplaca FlexStation® 3 Benchtop Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, 

EUA) a λ = 410 nm por 30 minutos a 25°C, com registros a cada 30 s. Para o cálculo da 

atividade residual de quimotripsina nas diferentes concentrações de inibidor, foram 

considerados os valores gerados pelo programa SoftMax® Pro Software versão 5.4.5 

(Molecular Devices, EUA), associado ao espectrofotômetro, ao longo dos 30 min, cujas 

análises foram feitas no modo Kinetics – Porcentagem do controle. Os dados são 

apresentados em termos da média ± erro padrão da média (n = 3). Os experimentos foram 

realizados em duas réplicas independentes.  

 

1.4.7.4. Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR) 

A cinética e termodinâmica da interação do peptídeo ToPI1s com tripsina 

imobilizada em superfície em pH fisiológico foram avaliadas por Ressonância Plasmônica 

de Superfície (SPR) em um biossensor Biacore 3000 (GE Healthcare, Reino Unido). Para a 

imobilização, utilizou-se tripsina em grau de sequenciamento modificada Promega 

(Madison, WI, EUA) devido à observação de autólise pronunciada em ensaios prévios 

realizados com tripsina não modificada (Guilherme Brand, dados não publicados). A 

tripsina metilada será referenciada apenas como tripsina ao longo desse trabalho. Todos 

os reagentes e soluções foram adquiridos da GE Healthcare (seção 1.3.6).   

Os experimentos em SPR foram realizados no Laboratório de Espectrometria de 

Massa, EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, sob supervisão do Prof. Dr. 

Guilherme Brand, do Departamento de Química Orgânica da Universidade de Brasília. 

Imobilização da tripsina 

Os chips sensores CM5 (com matriz de dextrana carboximetilada ligada 

covalentemente ao filme de ouro) foram ancorados no equipamento e hidratados em água 
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deionizada por cerca de 24h antes da imobilização da tripsina. A tripsina com lisina metilada 

foi diluída em tampão acetato de sódio 10 mM (pH 5,5) para uma concentração de 5 µg/mL 

e foi imobilizada em seu N-terminal livre por acoplamento amina padrão (Figura 1.11).  

 

 

Figura 1.11. Representação esquemática do acoplamento amina da tripsina à superfície do chip 
sensor. Adaptada do manual Biacore 3000 Getting Started 28-9384-71 Edition AC e do sítio 
<http://pdb101.rcsb.org/motm/46>. 

 

O acoplamento amina introduz ésteres N-hydroxysuccinimide (NHS) na matriz de 

dextrana por meio da modificação dos grupos carboximetilados. Esse processo ocorre via 

reação com a mistura de N-hydroxysuccinimide (NHS) e N-Ethyl-N’-(dimethylaminopropyl)-

carbodiimide hydrochloride (EDC). Então, em uma segunda etapa, o ligante (tripsina) é 

injetado na célula de fluxo e passa pela superfície do chip em uma solução de baixa força 

iônica, com pH abaixo do ponto isoelétrico da proteína (tampão acetato de sódio 10 mM 

pH 5,5), e os ésteres reagem espontaneamente com aminas e outros grupos nucleofílicos 

do ligante, formando ligações covalentes. Em uma etapa final, os ésteres ativos 

remanescentes são desativados via reação com etanolamina, sendo transformados em 

amidas (Johnsson et al., 1991).  

Para o processo de imobilização, usou-se um fluxo de tampão HBS-EP pH 7,4 de 5 

µL/min. O chip sensor foi ativado com uma injeção de 35 µL de solução 0,05 M NHS/0,2 M 

EDC. Depois, foram injetados 35 µL da solução de tripsina (5 µg/mL) diluída em tampão 

acetato de sódio 10 mM (pH 5,5), de forma a atingir níveis de imobilização de 2000 RU. Os 

grupos reativos excedentes das células experimental e controle (sem imobilização de 

tripsina) foram desativados com uma injeção de 35 µL de ethanolamina 1,0 M (pH 8,5). 
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Transporte de Massa e Reações Cruzadas 

Para interpretar adequadamente as constantes cinéticas de reações de ligação é 

fundamental minimizar possíveis efeitos do transporte de massa (Myszka et al., 1998; Rich 

& Myszka, 2000). Esses efeitos ocorrem quando a taxa de associação do analito ao ligante 

é mais rápida do que sua difusão na superfície, o que acarreta gradientes de concentração 

do analito na célula de fluxo durante a fase de associação. Assim, em condições limitadas 

pelo transporte de massa, a concentração do analito não é uniforme em um local ou 

intervalo de tempo, resultando em dados de interação que não podem ser descritos por 

um modelo bimolecular simples. Nessas condições, durante a fase de dissociação, a 

concentração do analito ao longo da superfície contendo o ligante imobilizado não retorna 

a zero imediatamente devido a eventos de dissociação e associação contínuos, os quais 

ocasionam menores taxas de dissociação aparentes. Para minimizar esses efeitos de 

transporte de massa é recomendado usar superfícies com a menor quantidade de ligante 

possível para se obter uma resposta, minimizando gradientes de concentração no fluxo de 

célula. Além disso, recomenda-se o uso de altas taxas de fluxo, uma vez que assim se 

aumenta a taxa de transporte do analito pela superfície. 

Em vista disso, para verificar os possíveis efeitos de transporte de massa, a cinética 

de interação do complexo ToPI1s:tripsina foi avaliada em diferentes taxas de fluxo de 

solução: 5, 15 e 75 µL/min. Além disso, para verificar se havia formação de algum complexo 

intermediário na interação do complexo ToPI1s:tripsina, diferentes tempos da fase de 

associação foram testados: 1, 3 e 20 min, sendo verificado seu efeito na taxa de dissociação 

do complexo ToPI1s:tripsina. Em ambos os casos, usou-se uma solução de ToPI1s de 500 

nM, diluído em tampão HPS-EP pH 7,4 a partir de uma solução estoque em água. 

Interação do complexo ToPI1:tripsina 

O peptídeo ToPI1s foi dissolvido em tampão HBS-EP pH 7,4 em uma série de 

diluições de fator dois, resultando em sete concentrações distintas (50 a 0,78 nM). As séries 

de concentrações foram realizadas a um fluxo de 40 µL/min sobre a superfície imobilizada. 

Cada série consistiu na injeção aleatória em triplicata das sete doses de peptídeo e um 

branco (tampão de referência), realizada duas vezes em cada temperatura (15, 20, 25, 30 
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e 35°C). Após cada variação de temperatura do sistema, e antes da nova série de 

concentrações, o sistema foi normalizado com glicerol 70%. 

Os dados referentes à fase de associação da interação foram adquiridos por 4 min, 

e a fase de dissociação foi monitorada por 20 min devido à lenta cinética de dissociação. A 

etapa de regeneração consistiu em uma injeção de 30 s de tampão glicina-HCl 10 mM (pH 

3,0). 

Alterações no índice de refração foram corrigidas usando uma célula de fluxo de 

referência, de forma que os valores obtidos na célula de referência foram subtraídos dos 

valores obtidos na célula experimental, referentes às respostas de ligação. Após, a resposta 

de uma injeção representativa do branco (tampão HBS-EP) foi subtraída das respostas de 

ligação, a fim de remover quaisquer artefatos sistemáticos observados entre as células de 

referência e experimental. Então, com uso do programa BIAevaluation 3.1, os 

sensorgramas de cada série de concentrações foram ajustados para um modelo 

bimolecular simples: 

 

onde A representa o ToPI1s em solução (analito), B representa a tripsina imobilizada 

(ligante), AB representa o complexo ToPI1s:tripsina, e ka e kd são as constantes de 

velocidade de associação e dissociação, respectivamente, as quais foram extrapoladas dos 

dados dos sensorgramas utilizando um ajuste global dos dados pelo método dos mínimos 

quadrados não lineares. A utilização desse método permite a determinação das constantes 

cinéticas para cada série de concentrações de forma mais robusta e sem a introdução de 

erros gerados pelo uso do método de ajuste com transformação linear (O'Shannessy et al., 

1993). As constantes kd e ka foram derivadas usando a equação (Schubert et al., 2003):  

BC = ���A
BD�E
���A
 + ��

�1 − '��FG�
HFI�C�CJ�� 

onde Rt é a resposta no tempo t, t0 é o tempo ao final da injeção, [A] representa a 

concentração do analito (nesse caso ToPI1s), e Rmax é a capacidade máxima de ligação da 

superfície. A constante de equilíbrio de dissociação KD pode ser determinada pelo 

quociente kd/ka, e a constante de equilíbrio de associação KA é o inverso de KD.  

(1.6) 

(1.7) 



MOURÃO, C. B. F.                       2016 

  82 

Análise termodinâmica 

Para obtenção dos parâmetros termodinâmicos, a média das constantes de 

equilíbrio obtidas nos experimentos em duplicata para cada temperatura, derivadas dos 

dados dos sensorgramas da interação ToPI1s:tripsina, foram aplicadas à equação: 

∆K =  −BL ln ��� =  BL )N���� 

substituindo ΔG = ΔH–TΔS (equação de Gibbs), de forma a obter a equação de van’t Hoff 

transformada: 

)N��  =  ∆O
BL − ∆P

B   
Portanto, ao representar um gráfico onde y = ln(KD) e x = 1/T, obtém-se uma linha 

reta y = a+bx, onde o intercepto a = -ΔS/R e a inclinação b = ΔH/R, e R é a constante universal 

dos gases (1,98 cal.K-1.mol-1 ou 8,31 J.K-1.mol-1) (Day et al., 2002). Os valores de ΔG foram 

obtidos pela equação de Gibbs. 

Análises do estado de transição foram realizadas utilizando a equação de Eyring, a 

qual assume um estado ativo em equilíbrio com os reagentes (A + B ↔ AB* ↔ AB). Essa 

equação fornece as taxas de reação específicas (k = ka ou kd) para uma reação química em 

termos de eltapia e entropia de ativação (ΔH† e ΔS†, respec�vamente) e temperatura (em 

Kelvin). Reformulando a equação de Eyring para uma forma linear y = a+bx, em um gráfico 

onde y = Rln(hk/kBT) e x = 1/T, e aplicando a constante de Planck (h= 1,584.10-34 cal.s) e a 

constante de Boltzmann (kB = 3,30.10-24 cal.K), tem-se que a = ΔS† e b = – ΔH† (Day et al., 

2002; Deinum et al., 2002). 

Esses ajustes foram feitos usando o programa Origin 7.0 (Origin Lab, MA, USA), 

considerando as constantes de velocidade e equilíbrio obtidas nas duas replicatas para o 

cálculo da média e erro padrão da média dos parâmetros termodinâmicos. As conclusões 

geradas a partir da análise dos dados devem ser consideradas dentro do modelo escolhido 

e de e suas limitações. 

Análise do sítio de ligação do ToPI1s 

Para avaliar o sítio de ligação do ToPI1s na tripsina, realizou-se um ensaio em 

conjunto com o inibidor de serinopeptidase BTCI (black-eyed pea trypsin and chymotrypsin 

(1.8) 

(1.9) 
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inhibitor), extraído de sementes de Vigna unguiculata. O BTCI possui aproximadamente 9 

kDa e interage com o sítio ativo da tripsina (PDB ID 3RU4) (Barbosa et al., 2003). 

Soluções de ToPI1s e BTCI a 200 nM foram injetadas de forma alternada na célula 

de fluxo contendo o chip sensor CM5 com tripsina imobilizada, conforme procedimento 

descrito anteriormente. As injeções foram feitas com fluxo de 30 µL/min. A fase de 

associação foi monitorada por 3 min (90 µL), seguida de 1 s de fase de dissociação. Após 

cada série de injeção de ToPI1s seguida de BTCI, ou vice-versa, a regeneração da superfície 

foi realizada com glicina pH 2,5 por 30 s (15 µL). 

 

1.4.8. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR 

A viabilidade celular na presença do peptídeo ToPI1s foi avaliada pelo método de 

MTT originalmente proposto por Mosmann (1983), com utilização das linhagens celulares 

imortalizadas HeLa, derivada de câncer cervical humano (ATCC® CCL-2™), e B16F10 (ATCC® 

CRL-6475™), de melanoma murino, as quais foram gentilmente doadas pelo professor 

Ricardo Bentes de Azevedo, do Departamento de Genética e Morfologia, IB - UnB. Como 

controle, foram utilizadas células imortalizadas da linhagem NIH-3T3, de fibroblastos 

murino não tumorais (ATCC® CRL-1658™). 

1.4.8.1. Cultivo de Células 

Todos os procedimentos foram realizados com materiais estéreis e em câmera de 

fluxo laminar (Vecoflow Ltda, Brasil), previamente esterilizada com álcool 70% e luz UV por 

20-30 min. Alíquotas de 500 µL de células foram rapidamente descongeladas a partir do 

estoque, em nitrogênio líquido, e adicionadas lentamente a 3 mL de meio Eagle modificado 

por Dulbecco (DMEM) tamponado com bicarbonato de sódio e suplementado com 10% 

(v/v) de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiótico (100 IU/mL de penicilina e 100 µg/mL 

de estreptomicina). Esse mesmo meio foi utilizado nos demais procedimentos 

experimentais. Em seguida, as células foram centrifugadas a 1.000 g por 3 min, e o pellet 

foi ressuspendido em 5 mL de meio DMEM e transferido para uma garrafa de cultivo de 

células de 25 cm², a qual foi incubada a 37°C e 5% de CO2. O crescimento celular, as 

características morfológicas e a presença de contaminantes no cultivo celular foram 
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monitorados em microscópio de luz invertido, sendo o meio de cultivo substituído quando 

necessário.  

As células que atingiam estágio de confluência (alta de densidade de células por 

área) eram transferidas, em menor densidade, para outra garrafa de cultivo celular, 

conforme o seguinte protocolo. O meio de cultivo foi descartado e 4 mL de solução tripsina-

EDTA foram adicionados à garrafa de cultivo, o qual foi mantido por 3 min em estufa a 37°C, 

para remoção da monocada de células do frasco e dissociação das células entre si. Após 

verificação do processo em microscópio de luz invertido, foram acrescentados ao frasco 4 

mL de meio DMEM, para inativar a atividade da tripsina. A suspensão de células foi 

centrifugada a 1.000 g por 3 min, e, após descarte do sobrenadante, as células foram 

ressuspendidas em 1 mL de meio DMEM completo. Então, 10-20% das células foram 

transferidas para novos frascos, contendo 5 mL de meio DMEM completo, e incubadas em 

estufa. O restante das células foi utilizado em experimentos (após determinação do 

número de células por mL) ou descartado.  

Para determinação do número de células, uma alíquota de 10 µL da suspensão de 

células foi adicionada a 40 µL de azul Tripan (0,4% em PBS, p/v). Então, 10 µL dessa mistura 

foram gentilmente depositados em uma câmara de Neubauer, onde as células dos quatro 

quadrantes maiores laterais foram contadas em microscópio de luz. O número de células 

foi determinado pela seguinte fórmula:  

Nº &' Ré)*)"T/VW =  Nº &' Ré)*)"T R$N#"&"T
Nº &' X*"&%"N#'T *#()(Y"&$T �= 4�  x !"#$% &' &()*(çã$ �= 5� x 10= 

O congelamento das células, a fim de manter o estoque, foi realizado depois da 

primeira tripsinização, a qual foi feita conforme o protocolo descrito acima. Depois de 

tripsinizar e centrifugar as células, o sobrenadante foi descartado e as células foram 

ressuspendidas em 500-1000 µL de meio de congelamento (meio DMEM com 10% soro 

fetal bovino e 5% DMSO). A suspensão celular foi rapidamente transferida para criotubos, 

os quais foram envolvidos por uma espessa camada de papel toalha, e mantidos a -80°C 

por 24 h. Em seguida, os criotubos foram estocados imersos em nitrogênio líquido. 

(1.10) 
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Para descarte, todas as células, garrafas e ponteiras usados receberam a adição de 

uma solução de hipoclorito de sódio e detergente, sendo descartados após 30 min em 

repouso nessa solução. 

1.4.8.2. Tratamento das Células com ToPI1 

No dia anterior ao tratamento com peptídeo, as células foram tripsinizadas, 

centrifugadas, ressuspendidas em 1 mL de meio DMEM suplementado com SFB e 

antibiótico, e contadas conforme descrito acima. Então, cada linhagem celular foi semeada 

com densidade de 3 × 103 células em 100 µL de meio de cultivo por poço em um total de 

30 poços em placas de 96 poços transparentes de fundo plano, sendo mantidas a 37°C e 

5% de CO2 por 24 h para a completa adesão das células ao substrato da placa. Os poços nas 

laterais externas das placas não foram utilizados para evitar as consequências da 

evaporação do meio de cultivo durante o experimento. 

O peptídeo ToPI1s quantificado e liofilizado foi solubilizado diretamente em meio 

DMEM suplementado, e esterilizado por filtração em uma membrana de 0,22 µm 

(Millipore, EUA). Então, o meio de cultivo das placas foi removido e substituído por 100 µL 

de meio DMEM suplementado. Nos três primeiros poços da placa (triplicata da maior 

concentração), o meio de cultivo foi substituído por 200 µL de meio contendo ToPI1s a 440 

µM. Por meio de diluição seriada de fator 2 foram obtidas diferentes concentrações de 

peptídeo (440 a 3,44 µM) em um volume final de 100 µL por poço. Cada concentração foi 

testada em triplicata. As placas foram incubadas em estufa a 37oC e 5% de CO2 por 48h. 

Células não tratadas (ausência de peptídeo) foram utilizadas como grupo controle. Essa 

concentração de peptídeo foi escolhida com base em outros inibidores de serinopeptidases 

com atividade antitumoral descritos na literatura (Chen et al., 2005; Joanitti et al., 2010).  

Após 48h de exposição ao peptídeo, registros da morfologia celular foram obtidos 

dos grupos controle e dos grupos tratados. Para os fibroblastos, os registros foram 

adquiridos no microscópio de luz invertida Leica DMi1 (Leica Microsystems, Alemanha) 

com o uso de uma câmera fotográfica – Dino-Eye Microscope Eyepiece Camera 1,3 

megapixel – acoplada na ocular e utilização do programa DinoCapture 2.0 versão 1.5.14.G. 

Para as linhagens tumorais, os registros foram feitos no microscópio de luz invertida 
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Axiovert 100 (Zeiss, Alemanha), com câmera acoplada e programa de análise de imagens 

próprio.  

Depois de 48h de tratamento e da obtenção dos registros morfológicos, o meio de 

cultivo das células foi descartado, e 150 μL de solução de uso de MTT (15 μL de MTT 5,0 

mg/mL em PBS diluídos em 135 μL de DMEM completo) foram adicionados em cada poço. 

O método de MTT [3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] verifica a 

capacidade que enzimas mitocondriais (como a succinil-desidrogenase) de células viáveis 

possuem de clivar o sal tetrazólico MTT em cristais de formazan, sendo, assim, estes cristais 

relacionados quantitativamente com o número de células vivas. Após 2 h de exposição a 

37°C e 5% de CO2, na ausência de luz, a solução de MTT foi removida e substituída por 100-

200 µL de DMSO por poço (mantendo o mesmo volume em todos os poços). Para a 

subtração da linha de base, três poços vazios receberam o mesmo volume de DMSO. A 

quantificação do formazan, que apresenta cor púrpura, foi feita pela medida da 

absorbância dos poços no comprimento de onda de 595 nm em espectrofotômetro 

conjugado a uma leitora de placas (FlexStation® 3 Benchtop Multi-Mode Microplate 

Reader, Molecular Devices, EUA).  

Para o cálculo da viabilidade celular (em porcentagem), o valor da absorbância de 

cada tratamento (n = 3) foi subtraído do valor médio da linha de base (DMSO), dividido 

pelo valor médio do controle (células na ausência de peptídeo) e multiplicado por 100. A 

curva de redução da viabilidade celular e o cálculo dos valores da DE50 (dose efetiva que 

causa 50% do efeito) foram realizados com uso do software GraphPad Prism versão 6.0. Os 

dados foram apresentados em termos da média ± erro padrão da média (n = 3), com 

experimentos realizados em duas réplicas independentes. Para o controle experimental, 

fibroblastos não tumorais da linhagem NIH-3T3 passaram pelo mesmo tratamento. 

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados no Laboratório de 

Nanobiotecnologia do Departamento de Genética e Morfologia - UnB, sob supervisão da 

Profa. Dra. Graziella Joanitti. 

 



MOURÃO, C. B. F.                       2016 

  87 

1.4.9. ENSAIOS ELETROFISIOLÓGICOS 

Correntes iônicas de diferentes subtipos de canais de K+ dependentes de voltagem 

foram obtidas pela técnica de patch clamp, na configuração whole cell. Foram testados os 

subtipos hKv1.1, hKv1.4, hERG1, hERG2, hERG3, EAG1 e EAG2 expressos em células CHO 

(células de ovário de hamster chinês).  

1.4.9.1. Cultivo de Células 

As células CHO foram descongeladas, conforme descrito na seção 1.4.8.3, e 

semeadas em garrafas de cultivo de células de 25 cm² contendo meio DMEM suplementado 

com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) e mantidas a 37°C e 5% de CO2. Após as primeiras 

passagens, ao atingir 70 a 90% de confluência, as células eram tripsinizadas e uma alíquota 

das células era transferida para placas de petri de 3,5 cm de diâmetro com 2,0 mL de meio 

DMEM suplementado, as quais eram incubadas a 37°C e 5% de CO2 por cerca de 12h. Então, 

para a expressão transiente dos canais, as células eram cotransfectadas com o plasmídeo 

de cada subtipo de canal de K+ (~2,0 µg de DNA) em conjunto com o plasmídeo pEGFP-C1 

(Clontech) da proteína fluorescente verde (GFP) (~0,2 µg de DNA). A transfecção foi feita 

com Lipofectamine® 3000, conforme as instruções do fabricante (Thermo Fisher Scientific, 

EUA), em meio DMEM sem SFB e sem antibiótico. A solução de lipofectamina (7,0 µL de 

lipofectamina em 100 µL de meio DMEM) e a solução de DNA (~2,0 µg de DNA do canal 

mais ~0,2 µg de DNA de GFP em 100 µL de meio DMEM) foram gentilmente misturadas e 

mantidas a temperatura ambiente por 15 a 45 min. Depois, a solução foi acrescida de 800 

µL de meio DMEM e adicionada às células CHO previamente lavadas com meio DMEM 

também sem SFB e sem antibiótico. Então, as células foram incubadas a 37°C e 5% de CO2 

por cerca de 18h, quando o meio de cultivo foi trocado por meio DMEM suplementado 

com 10% de SFB e 1% de antibiótico (geneticina 400 µg/ml) (Gibco BRL Life Technologies, 

Inc.). Os registros foram obtidos em até 72h após a transfecção. 

1.4.9.2. Soluções 

Para o registro das correntes de hKv1.1, hKv1.4, EAG1, usou-se a solução externa 

contendo (em mM): 130 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 2 MgCl2, 10 HEPES, 5 D-glucose (pH 7,29). As 

correntes dos canais hERG1, hERG2 e hERG3 e EAG2 foram registradas em solução 



MOURÃO, C. B. F.                       2016 

  88 

extracelular com alta concentração de K+, a qual continha (em mM): 95 NaCl, 40 KCl, 2 

CaCl2, 2 MgCl2, 10 HEPES, 5 D-glucose (pH 7,29). Para todos os registros, a solução interna 

de pipeta continha (em mM): 130 K+-aspartato, 10 NaCl, 2 MgCl2, 10 EGTA, 10 HEPES (pH 

7,29). O peptídeo ToPI1s foi dissolvido na solução extracelular a partir de uma solução 

estoque em água, para as concentrações finais de 5,0 ou 20,0 µM.  

1.4.9.3. Registros e Análises 

As correntes foram medidas usando a configuração whole-cell no modo patch-

clamp, usando o amplificador MultiClamp 700B e o digitalizador Digidata 1440A. Os dados 

foram analisados off-line, utilizando os programas Origin7 (OriginLab Corporation, EUA) e 

Clampfit 10 (Dispositivo Molecular, EUA).  

Para registro das correntes de hKv1.1 e hKv1.4 as células foram mantidas a um 

potencial de repouso de -90 mM, hiperpolarizadas a -100 mV por 500 ms e despolarizadas 

a +40 mV por 500 ms, seguido de um passo de repolarização a -50 mV (500 ms). O tempo 

entre os pulsos foi de 10 s.  

Para o registro das correntes de cauda hERG, as células foram mantidas a um 

potencial de repouso de -80 mV, despolarizadas a +60 mV por 500 ms para ativar as 

correntes, e então o potencial de membrana foi retornado a -120 mV para registrar a 

corrente de cauda entrante. Pulsos foram dados a cada 5,0 s. 

Para o registro das correntes EAG1 as células foram despolarizadas a +60 mV por 

1,0 s e mantidas a um potencial de repouso de -80 mV. Para o registro das correntes EAG2 

as células foram mantidas a um potencial de repouso de -90 mM, hiperpolarizadas a -100 

mV por 500 ms e despolarizadas a +60 mV por 500 ms, seguido de um passo de 

repolarização a -50 mV (500 ms). 

Pipetas foram feitas a partir de tubos de vidro borosilicato e preenchidas com 

solução interna, apresentando resistência de 2-3 MΩ na solução de banho. Quando 

necessário, 80-90% dos erros da resistência em série foram compensados. 

  O efeito do peptídeo a uma dada concentração foi apresentado como fração da 

corrente remanescente: I/Imáx, onde I é a amplitude da corrente medida na presença do 

peptídeo ao atingir equilíbrio no bloqueio e Imáx é a amplitude da corrente medida na 
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solução de banho controle na ausência de peptídeo. Os dados são apresentados como 

média ± erro padrão da média. A normalidade dos dados foi testada pelos testes 

Kolmogorov-Smirnov, D’Agostino-Pearson e Shapiro-Wilk (α = 0,05). Como o único grupo a 

passar pelo teste de normalidade foi o hKv1.4 (p > 0,1, n = 5), os dados foram 

posteriormente analisados pelo teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo pós-

teste de Dunns (α = 0,05).  

No subtipo hKv1.1, o peptídeo ToPI1s foi testado nas concentrações de 5 e 20 µM. 

Inicialmente, os dados foram testados quanto à sua normalidade (por meio dos testes aqui 

mencionados) e depois foram analisados pelo teste não-paramétrico de Mann-Whitney 

unicaudal (α = 0,05). Todas as análises estatísticas foram realizadas com o programa 

GraphPad Prism versão 6.0.  

Esses experimentos foram realizados no Laboratório do Dr. Lourival Possani, no 

Instituto de Biotecnologia da Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM), com 

auxílio da Dra. Rita Restano-Cassulini. Minha ida ao laboratório foi parte do acordo bilateral 

entre as agências CNPq e CONACyT (Processo CNPq/CONACyT 480.447/2013-9).  

 

1.4.10. ANÁLISE COMPORTAMENTAL EM CAMUNDONGOS 

A fim de verificar a segurança do uso do ToPI1s, visando possíveis futuras aplicações 

terapêuticas e/ou ensaios in vivo em camundongos, o peptídeo ToPI1 foi avaliado quanto 

à capacidade de induzir alterações comportamentais e/ou fisiológicas gerais visíveis em 

camundongos. Os camundongos machos Mus musculus, pesando 28 ± 3 g, foram 

fornecidos pelo Biotério do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília, 

onde foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12/12 h e controle da temperatura (23°C) e 

da umidade do ambiente, com livre acesso à água e à ração balanceada Labina da Purina®. 

Os tratamentos foram administrados por meio de injeções via intraperitoneal em um 

volume final de 100 µL com auxílio de uma seringa de insulina de 1 mL. O grupo controle 

(n = 3) foi injetado com solução salina (NaCl 0,9%). O grupo experimental recebeu quatro 

doses de peptídeo ToPI1 sintético oxidado (25, 50, 100 e 200 µg por animal, o equivalente 

a 0,9, 1,8, 3,6 e 7,1 mg/kg, respectivamente) solubilizado em solução salina (n = 3 cada). Os 

animais foram observados em open field quanto às possíveis alterações comportamentais 
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e/ou fisiológicas gerais – como marcha atáxica, hiperatividade, hipoatividade, dispneia, 

espasmos abdominais, convulsões, sudorese intensa, piloereção, sialorreia, constipação, 

cianose, prostração, taquicardia e morte (para definições, ver Mourão et al. (2013))  – 

durante um período total de 72 h, sendo as 3 h iniciais de observação ininterrupta. Todas 

as alterações visíveis nos grupos experimentais e ausentes nos animais do grupo controle 

foram registradas. Ao fim do experimento, os animais sobreviventes foram eutanasiados 

em câmara de CO2. Utilizou-se um tamanho amostral de três animais por grupo para 

minimizar a utilização de animais no ensaio. Caso fosse observada alguma alteração 

comportamental e/ou fisiológica, os grupos seriam aumentados para n = 5 cada.  
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1.5. RESULTADOS 

1.5.1. FRACIONAMENTO DA PEÇONHA BRUTA E PURIFICAÇÃO DO TOPI1 NATIVO 

Alíquotas de 1,0 mg de peçonha bruta de T. obscurus foram fracionadas por RP-

HPLC, produzindo perfis cromatográficos reprodutíveis, com cerca de 60 frações 

cromatográficas (Figura 1.12 A). Em um ensaio de inibição de tripsina preliminar, todas as 

frações cromatográficas foram testadas, sendo que a única a apresentar uma atividade 

mensurável nas concentrações usadas (amostra de uma única corrida cromatográfica 

realizada com 1,0 mg de peçonha) foi a fração eluída aos 26,3 min, que corresponde a 

26,3% de acetonitrila (Figura 1.12 A). Então, alíquotas de um pool dessa fração (obtido pela 

junção da mesma fração em diferentes corridas cromatográficas da peçonha bruta) foram 

recromatografadas, e todas as frações resultantes (alíquotas de 10-30%) foram novamente 

testadas quanto à sua atividade inibidora de tripsina, de forma que apenas a fração eluída 

aos 28,5 min (17,8% de acetonitrila) apresentou atividade (Figura 1.12 B). Essa fração foi 

novamente recromatografada (Figura 1.12 C), até obtermos o peptídeo puro denominado 

ToPI1, por ser o primeiro inibidor de peptidase caracterizado da peçonha do escorpião T. 

obscurus (Tityus obscurus peptidase inhibitor 1). Nessa última cromatografia, o peptídeo 

eluiu aos 28,5 min, que corresponde a 16,3% de acetonitrila. Um terço da concentração 

total dessa fração foi testado com sucesso contra tripsina, embora sua concentração e dose 

inibitória não tenham sido determinadas. Sua massa molecular experimental, obtida em 

MALDI-TOF/TOF MS Autoflex Speed foi de 3806,91 Da (Figura 1.13 A); e em micrOTOF-Q II, 

que possui maior acurácia, foi de [M+5H]5+ = 762,1795, o equivalente a [M+H]+ = 3806,8975 

(Figura 1.13 B). 
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Figura 1.12. Purificação do peptídeo ToPI1 nativo. Fracionamento por RP-HPLC em coluna 
analítica Phenomenex C18, com fluxo de 1,0 mL/min e monitoramento a 216 nm. (A) Perfil 
cromatográfico de 1,0 mg da peçonha bruta do escorpião Tityus obscurus. O gradiente de 
acetonitrila foi 0-60% B em 60 min. A fração em que elui o peptídeo ToPI1 (26,3 min/26,3% B) 
está representada pelo asterisco. (B) Recromatografia da fração que elui aos 26,3 min em 
sistema RP-HPLC em coluna analítica Phenomenex C18. O gradiente de acetonitrila foi: 5-10% 
de B de 0-5 min, 10-25% B de 5-50 min, a 1 mL/min. A fração em que elui o peptídeo ToPI1 (28,5 
min/17,8% B) está representada pelo asterisco. (C) Recromatografia da fração que elui aos 28,5 
min na cromatografia anterior (B) em sistema RP-HPLC em coluna analítica Phenomenex C18. O 

ToPI1 
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gradiente de acetonitrila foi: 5-12% de B de 0-7 min, 12-22% B de 7-57 min, a 1 mL/min. A 
principal fração (28,5 min/16,3% B) corresponde ao peptídeo ToPI1. 

 

 

 

 
Figura 1.13. Massa molecular do peptídeo ToPI1 nativo. (A) Massa molecular obtida por MALDI-
TOF/TOF MS Autoflex Speed (Bruker Daltonics, Alemanha), operando em modo positivo 
refletido, com matriz saturada de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico. Observa-se o íon com um e 
dois prótons. O quadro mostra a resolução monoisotópica do íon monocarregado. (B) Espectro 
de massa do peptídeo ToPI1 obtido por micrOTOF-Q II (Bruker Daltonics, Alemanha) equipado 
com uma fonte de ionização eletrospray (ESI) ortogonal e operado em modo positivo. Observa-
se a distribuição monoisotópica do íon com cinco prótons. ME e MT correspondem às massas 
moleculares experimental e teórica, respectivamente. MT foi calculada no programa Isotopic 
Pattern, da Bruker, considerando o peptídeo com seis cisteínas e uma amidação C-terminal. Esse 
cálculo só foi possível após a obtenção da sequência completa do ToPI1. 

 

A 

B 
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1.5.1.1. Sequenciamento e Similaridades 

A sequência primária do peptídeo ToPI1 nativo, obtido a partir da peçonha bruta do 

escorpião T. obscurus, foi parcialmente determinada em MALDI-TOF/TOF MS pelo método 

in source decay (ISD), utilizando a matriz 1,5-diaminonaftaleno, permitindo inicialmente a 

identificação dos resíduos 9 a 22: -DDCKDVCKARKGKC- (Figura 1.14). Após a identificação 

desse fragmento de sequência, ele foi comparado com as sequências putativas obtidas a 

partir da análise da biblioteca de cDNA da glândula de peçonha do escorpião T. obscurus 

previamente realizada (Schwartz EF, dados não publicados), o que permitiu o 

sequenciamento guiado dos resíduos 23 a 29 no espectro de massa: - EFGICKC- (Figura 

1.14). 

 

 
Figura 1.14. Sequenciamento parcial do peptídeo ToPI1 nativo por MALDI-TOF-ISD. A sequência 
mostrada corresponde aos resíduos 9 a 29. Espectro obtido em MALDI-TOF/TOF MS UltraFlex II 
(Bruker Daltonics, Alemanha), com o método in source decay (ISD), utilizando matriz 1,5-
diaminonaftaleno. Os íons apresentados correspondem à série-c. 

 

A sequência peptídica completa foi deduzida pela sequência nucleotídica obtida a 

partir da biblioteca de cDNA da glândula de peçonha do escorpião, que possibilitou a 

clonagem e o sequenciamento do cDNA correspondente ao mRNA que codifica o ToPI1. O 

precursor do ToPI1 é representado na alíquota da biblioteca de cDNA analisada por um 

singlet (singlet 1325), cuja sequência possui 177 nucleotídeos do códon de iniciação até o 

códon de parada. Essa sequência codifica um peptídeo sinal de 23 resíduos de aminoácidos 
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e um peptídeo maduro de 33 resíduos (Figura 1.15), além de uma cauda -GK extra na 

porção C-terminal que é removida enzimaticamente (a perda desses dois resíduos pode ser 

verificada pela diferença de massa molecular experimental e teórica). É sabido que quando 

a sequência nucleotídica codifica um resíduo Gly na porção C-terminal seguido por resíduos 

básicos, esses resíduos são removidos por uma carboxipeptidase, e o último resíduo 

remanescente é comumente amidado (Guerrero-Vargas et al., 2012). 

 

 

Figura 1.15. Sequência de nucleotídeos e predição da sequência de aminoácidos do peptídeo 
ToPI1. O peptídeo sinal está sublinhado e o peptídeo maduro está em negrito. Os dois resíduos 
que sinalizam a clivagem e amidação C-terminal estão em duplo sublinhado. 

  

Dessa forma, o peptídeo maduro correspondente ao ToPI1 possui 33 resíduos de 

aminoácidos, incluindo seis cisteínas responsáveis pela formação de três pontes dissulfeto, 

e uma amidação C-terminal. O resultado desse processamento pode ser verificado pela 

igualdade da massa molecular experimental ([M+H]+ = 3806,897) e da massa molecular 

teórica do peptídeo oxidado e amidado ([M+H]+ = 3806,893), com um erro apenas na 

terceira casa decimal (Figura 1.13 B). O ToPI1 é um polipeptídeo básico (pI teórico de 9,22), 

com 10 resíduos positivamente carregados (8 Lys e 2 Arg) e quatro negativamente 

carregados (3 Asp e 1 Glu).  

Buscas por similaridade do peptídeo maduro com outras sequências não 

redundantes disponíveis em bancos de dados (nr, protein-protein BLAST) não resultaram 

em similaridades significativas (no hit). Já na busca com a sequência precursora, algumas 

sequências similares foram mostradas (41-38% de identidade) (Figura 1.16). Embora os 
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resíduos de cisteína estejam alinhados em todas elas, e a maioria apresente o sinal de 

clivagem e amidação C-terminal, o peptídeo sinal é o principal responsável pela 

similaridade entre elas. O ToPI1 não apresentou similaridade com nenhum peptídeo 

inibidor de peptidase descrito até o momento. 

 

 

Figura 1.16. Alinhamento da sequência precursora do peptídeo ToPI1 com sequências 
precursoras de toxinas da peçonha de outros escorpiões da família Buthidae: pMEKTx7-1 a 
pMEKTx7-4 são de Mesobuthus eupeus, e α-KTx17.1 (ou BmKK4) é de Mesobuthus martensii. 
Espaços (-) foram introduzidos para maximizar o alinhamento. (*) resíduos idênticos na mesma 
coluna, (:) substituições conservativas, (.) ou semi-conservativas. O peptídeo sinal encontra-se 
sublinhado, seguido pelo peptídeo maduro, com destaque para os resíduos Cys em cinza. Em 
caixa preta estão os resíduos que são removidos enzimaticamente para posterior amidação C-
terminal. À direita encontram-se o número de resíduos de aminoácidos (AA) de cada peptídeo 
e a porcentagem de identidade (%Id) e o e-value em relação ao ToPI1. 

 

Por similaridade, todas essas sequências foram classificadas como bloqueadoras de 

canais de potássio. Porém, apenas a α-KTx17.1, ou BmKK4, de Mesobuthus martensii, teve 

sua estrutura e atividade biológica caracterizadas até o momento (Li et al., 2003; Zeng et 

al., 2001; Zhang et al., 2004). 

Buscas por similaridade da sequência nucleotídica do ToPI1 com outras sequências 

nucleotídicas (nucleotide-nucleotide BLAST) ou proteínas não redundantes (nucleotide-

protein BLAST) não resultaram em similaridades significativas.  

 

1.5.2.  SÍNTESE E PURIFICAÇÃO 

Ao longo desse estudo, foram realizadas duas sínteses do peptídeo ToPI1 nas 

mesmas condições, denominadas sínteses S1 e S2. Na primeira síntese (S1), várias foram 

as tentativas sem sucesso de oxidação do composto, de forma que ou o composto oxidado 

não se formava, ou ele se formava com prováveis distintas organizações das pontes 

dissulfeto, de forma que, ao cromatografar, várias frações com a mesma massa molecular 
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eluíam em diferentes tempos de retenção (dados não mostrados). Assim, embora o 

método de oxidação tenha sido posteriormente bem estabelecido, por meio da utilização 

de tampão com glutationa, devido ao gasto não contabilizado de peptídeo, não foi possível 

calcular a porcentagem de rendimento dessa síntese.  

Na síntese S2, foram gerados 384 mg de extrato total de síntese (quantificação por 

peso seco após a clivagem e liofilização). Após a oxidação e fracionamento em coluna 

preparativa (Figura 1.17 A), semipreparativa (Figura 1.17 B) e analítica (Figura 1.18 A), o 

rendimento de peptídeo oxidado puro (> 97% de pureza) com massa molecular de 3806,9 

Da foi de 7-9%, sendo essa variação resultante de diferentes etapas de oxidação e 

purificação, embora todas fossem realizadas segundo a mesma metodologia.  
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Figura 1.17. Fracionamento do extrato de síntese do ToPI1s oxidado em coluna preparativa e 
semipreparativa C18.  (A) Perfil cromatográfico de aproximadamente 25 mg do extrato de 
síntese do ToPI1s oxidado em coluna preparativa C18, com fluxo de 10,0 mL/min. A primeira 
fração, próxima aos 10 min, corresponde à eluição do sal presente no tampão de oxidação. (B)  
Fracionamento em coluna semipreparativa C18 da fração eluída aos 21,7 min (35,1% B) na 
corrida realizada em coluna preparativa. Foram injetados cerca de 5 mg do pool da fração, com 
fluxo de 1,5 mL/min, e coluna mantida a 45°C. O gradiente de acetonitrila está representado 
pela linha azul. As frações eluídas aos 30,6 min (21,3% B) e 31,5 min (21,6% B) correspondem 
aos peptídeos ToPI1s com Met oxidada (ToPI1s-Met*) e sem Met oxidada (ToPI1s), 
respectivamente.   
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Conforme observado na Figura 1.17 A, após oxidação e cromatografia em coluna 

preparativa, duas frações peptídicas principais foram obtidas, com tempo de retenção igual 

a 21,7 min (35,1% B) e 22,9 min (37,2% B) (a primeira fração, próxima aos 10 min, 

corresponde à eluição do sal presente no tampão de oxidação). A análise das frações em 

MALDI-TOF/TOF MS revelou que a fração eluída aos 21,7 min (principal) correspondia ao 

peptídeo ToPI1s oxidado, com 3806,9 Da. Assim, ela foi posteriormente submetida à 

cromatografia em coluna semipreparativa, gerando duas frações principais, eluídas aos 

30,6 min (21,3% B) e 31,5 min (21,6% B, principal) (Figura 1.17 B). A análise das duas frações 

em MALDI-TOF/TOF MS mostrou que a fração principal (31,5 min) possui 3806,98 Da, e a 

menor (30,6 min) possui 3822,94 Da (Figura 1.19). Devido à diferença de 16 Da entre as 

duas frações, propôs-se que o resíduo de metionina na posição 30 (Met30) do ToPI1s esteja 

oxidado na fração eluída aos 30,6 min (3822,94 Da) e não oxidado no peptídeo eluído aos 

31,5 min (3806,98 Da). Assim, essas duas frações foram denominadas, respectivamente, 

ToPI1s-Met* e ToPI1s. 

Essas duas frações foram, então, submetidas à cromatografia em coluna analítica 

Phenomenex C18 (Figura 1.18). A fração correspondente ao ToPI1s-Met* (que eluiu aos 

30,6 min na corrida em coluna semipreparativa) foi submetida a dois passos adicionais de 

cromatografia em coluna analítica (Figura 1.18 A). No primeiro, a fração eluiu aos 12,7 min 

(17,6% B) e, devido à presença de contaminantes quando analisada em MALDI-TOF MS, foi 

novamente cromatografada, eluindo aos 12,4 min (17,6% B). Por sua vez, a fração 

correspondente ao ToPI1s (que eluiu aos 31,5 min na corrida em coluna semipreparativa) 

foi purificada por meio de uma única etapa cromatográfica em coluna analítica, eluindo aos 

10,6 min (17,2% B) (Figura 1.18 B). Após essas etapas, ambos os peptídeos foram 

quantificados, liofilizados e armazenados a -20°C. 

O grau de pureza obtido para as frações foi quantificado por meio da área sob a 

curva em uma nova cromatografia em coluna analítica Shimadzu Shim-pack XR-ODS 

realizada com uma alíquota da fração principal obtida após a última etapa da cromatografia 

em coluna analítica C18 (apresentada na Figura 1.18), resultando em no mínimo 97% de 

pureza (dados não mostrados). 
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Figura 1.18. Fracionamento em coluna analítica C18 do peptídeo ToPI1s com Met30 oxidada 
(ToPI1s-Met*) e sem Met30 oxidada (ToPI1s). (A) Perfil cromatográfico de aproximadamente 1,0 
mg do pool da fração eluída aos 30,6 min (21,3% B) na corrida em coluna semipreparativa. A 
fração principal, eluída aos 12,7 min (17,6% B) corresponde ao peptídeo ToPI1s com o resíduo 
Met30 oxidado, denominado ToPI1s-Met*. O quadro interno mostra uma etapa adicional de 
cromatografia para a purificação do ToPI1s-Met*, em coluna analítica Phenomenex C18, na qual 
a fração principal eluiu aos 12,4 min (17,6% B). (B) Perfil cromatográfico de aproximadamente 
1,0 mg do pool da fração eluída aos 31,5 min (21,6% B) na corrida em coluna semipreparativa. 
A fração principal, eluída aos 10,6 min (17,2% B) correponde ao peptídeo ToPI1s com o resíduo 
Met30 não oxidado, denominado simplesmente ToPI1s. Ambas as corridas foram realizadas em 
coluna analítica Phenomenex C18 mantida a 45°C, com fluxo de 1,0 mL/min. O gradiente de 
acetonitrila está representado pela linha azul. As linhas tracejadas na base das frações mostram 
o tempo de início e fim da coleta manual das frações de interesse. 
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Figura 1.19. Massa molecular dos peptídeos ToPI1s-Met* (superior) e ToPI1s (inferior). Espectro 
adquirido em MALDI-TOF/TOF MS Autoflex Speed (Bruker Daltonics, Alemanha), operando em 
modo positivo refletido, com matriz saturada de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico. Os espectros 
mostram a resolução monoisotópica do íon monocarregado. No espectro do ToPI1s-Met* 
observa-se ainda a presença do íon m/z 3806,9, mas essa fração foi posteriormente 
recromatografada.  

 

Para a obtenção de peptídeo ToPI1s em sua forma reduzida, alíquotas de 

aproxidamente 1,5 mg do material obtido diretamente a partir da síntese (antes que 

ocorresse a oxidação) foram filtradas e submetidas à cromatografia em coluna analítica 

Phenomenex C18 (Figura 1.20 A). As frações foram analisadas em espectrômetro de massa 

do tipo MALDI-TOF/TOF e a fração eluída aos 24,3 min (18,9% B) foi posteriormente 

submetida a uma nova etapa de cromatografia, na qual a fração principal eluiu aos 16,7 

min (19,3% B) (Figura 1.20 B). A análise em MALDI-TOF/TOF MS sugere a presença de duas 

séries monoisotópicas sobrepostas (Figura 1.21), uma do peptídeo ToPI1s completamente 

reduzido (3813,21 Da), e outra do peptídeo com uma única ponte dissulfeto formada 

(3811,18 Da). Porém, para a realização dos ensaios biológicos, essa fração foi considerada 

como homogênea (visto que a separação cromatográfica não seria possível). O peptídeo (> 

95% de pureza pela área sob a curva do cromatograma) foi quantificado, liofilizado e 

armazenado a -20°C. 
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Figura 1.20. Purificação do peptídeo ToPI1s reduzido em coluna analítica C18. (A) Perfil 
cromatográfico de aproximadamente 1,5 mg do extrato de síntese filtrado. (B) Recromatografia 
da fração eluída aos 24,3 min (18,9% B). A fração principal (16,7 min/19,3% B) corresponde ao 
peptídeo ToPI1s reduzido. Ambas as corridas foram realizadas em coluna analítica Phenomenex 
C18 mantida a 45°C, com fluxo de 1,0 mL/min. O gradiente de acetonitrila está representado 
pela linha azul. As linhas tracejadas na base da fração principal mostram o tempo de início e fim 
da coleta manual da fração de interesse. 
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Figura 1.21. Massa molecular do ToPI1s reduzido obtido por MALDI-TOF/TOF MS UltraFlex III 
(Bruker Daltonics, Alemanha), operando em modo positivo refletido, com matriz saturada de 
ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico. O perfil da série monoisotópica, diferente da do peptídeo 
oxidado, sugere a sobreposição de duas séries isotópicas, as quais representariam a ionização 
do composto completamente reduzido e também com uma única ponte oxidada. 

 

A coeluição dos compostos oxidados obtidos por meio das duas sínteses realizadas 

(S1 e S2) foi verificada em RP-HPLC (Figura 1.22) e a massa molecular dos mesmos foi 

analisada em MALDI-TOF/TOF MS (Figura 1.23). Na Figura 1.22 também está representado, 

a fins comparativos, o peptídeo ToPI1s reduzido. Devido à ausência de pontes dissulfeto e, 

consequentemente, menor empacotamento, este composto apresenta maior interação 

com a coluna C18, eluindo apenas com maiores concentrações de acetonitrila., 

Como observado na Figura 1.22, embora haja uma pequena variação no tempo de 

eluição do composto ToPI1s oxidado da síntese S1 e S2, as duas frações, quando reunidas 

e aplicadas novamente ao HPLC, co-eluem (fração única), indicando que não houve 

alteração conformacional. Esta pequena variação é comumente observada entre uma 

corrida e outra, mesmo em se tratando de um mesmo composto cromatografado sob as 

mesmas condições em um mesmo dia.  
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Figura 1.22. Comparação do perfil cromatográfico do peptídeo ToPI1s oxidado obtido a partir 
de diferentes sínteses e do ToPI1s reduzido. 50 µg de ToPI1s oxidado obtido a partir das sínteses 
S1 (preto) e S2 (azul), anteriormente purificados, foram submetidos à cromatografia tipo RP-
HPLC em coluna analítica Phenomenex C18, com fluxo de 1,0 mL/min e monitoramento a 216 
nm. Utilizou-se o seguinte gradiente de eluição: 10-15% B de 0-5 min, 15-25% B de 5-25 min, 25-
95% B de 25-30 min, sendo mantidos 95% B por 5 min. Posteriormente, a principal fração 
cromatográfica de cada uma das duas corridas foi imediatamente seca a vácuo, e ambas foram 
solubilizadas em 200 µL de fase móvel A, sendo novamente submetidas ao mesmo método 
cromatográfico (S1 + S2, verde). Em vermelho encontra-se o peptídeo ToPI1s reduzido 
anteriormente purificado. As frações referentes ao ToPI1s oxidado e reduzido eluíram aos 13,7 
min (19,3% B) e 20,4 min (22,7% B), respectivamente. Para a sobreposição dos gráficos, utilizou-
se o software OriginPro 8. 
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Figura 1.23. Comparação da massa molecular do ToPI1s obtido na síntese S1 (preto) e S2 (azul). 
Espectro obtido por MALDI-TOF/TOF MS UltraFlex III (Bruker Daltonics, Alemanha), operando 
em modo positivo refletido, com matriz saturada de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico. 

 

1.5.3. ENSAIO DE INIBIÇÃO DE PEPTIDASES 

A atividade inibitória dos peptídeos ToPI1s, ToPI1s-Met* e ToPI1s reduzido foi 

medida por meio de ensaios cromogênicos, os quais envolvem a liberação de um 

cromóforo (p-nitroanilina) a partir da hidrólise do substrato (medição indireta), tanto para 

a enzima tripsina quanto para quimotripsina, no caso do ToPI1s. Como controle, curvas de 

inibição de tripsina também foram feitas para o inibidor BPTI (Sigma-Aldrich). 

Adicionalmente, a afinidade do complexo ToPI1s:tripsina foi quantificada por meio de um 

ensaio com medição direta, usando a plataforma de ressonância plasmônica de superfície 

(SPR) com tripsina imobilizada. 
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1.5.3.1. Ensaios Cromogênicos com ToPI1s, ToPI1s-Met* e ToPI1s reduzido 

Assim como o peptídeo ToPI1 nativo, o peptídeo sintético ToPI1s foi ativo contra 

tripsina. Com a utilização do substrato BAPNA, de 0,025 a 2,4 mM, o perfil de inibição da 

tripsina (400 nM) pelo ToPI1s foi semelhante nas diferentes concentrações de substrato 

usadas (Figura 1.24 A). Para calcular o valor de IC50 – concentração de inibidor necessária 

para atingir 50% da inibição máxima – utilizou-se o gráfico da atividade residual em função 

da concentração do inibidor em escala logarítmica (Figura 1.24 B).  

 

 

 

Figura 1.24. Atividade inibidora de tripsina do peptídeo ToPI1s. Os gráficos mostram a atividade 
residual da tripsina na presença de diferentes concentrações do peptídeo ToPI1s (1 a 800 nM) e  
substrato BAPNA (0,025 a 2,4 mM) em escala linear (A) e logarítmica (B). Em (B), utilizou-se o 
log da dose para o cálculo do valor de IC50, que foi realizado com o programa GraphPad Prism 
versão 6.0 pelo ajuste não-linear das respostas normalizadas, considerando inclinação variável. 
O último ponto no eixo-x (concentração de 3000 nM, cujo log é igual a 3,48) foi extrapolado para 
melhor ajuste dos dados. Os ensaios foram realizados a 25°C com 400 nM de tripsina. A reação 
foi monitorada por 10 min, sendo esse o período considerado para o cálculo da atividade 
residual. Os valores estão representados como média ± erro padrão da média (n ≥ 3). Esse 
experimento foi realizado em três réplicas independentes. 

 

Os dados resultantes do ajuste com regressão não-linear das respostas 

normalizadas com inclinação variável estão apresentados na Tabela 1.9.  

 

 

 

A B 
[Substrato] 
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Tabela 1.9. Dados obtidos pelo ajuste não-linear das respostas do ensaio de inibição de tripsina 
pelo peptídeo ToPI1s em diferentes concentrações de substrato. Os valores de IC50, 95% IC 
(intervalo de confiança no nível de 95%), h (coeficiente de Hill) e R2 (coeficiente de 
determinação) foram obtidos com o programa GraphPad Prism 6.0, considerando as respostas 
normalizadas e o modelo logístico de quatro parâmetros com inclinação variável (n ≥ 3).  

 Concentração de substrato (mM) 

 0,025 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8 1,2 2,4 

IC50 (nM) 197,6 192,3 198,4 198,5 196,3 197,6 192,6 193,7 

95% IC 
190,2 a 
205,3 

182,6 a 
202,5 

190,2 a 
206,9 

189,2 a 
208,3 

188,4 a 
204,6 

190,7 a 
204,7 

186,4 a 
199,0 

186,6 a 
201,1 

h -3,502 -3,352 -3,139 -3,155 -3,126 -2,852 -2,944 -2,936 

R2 0,9773 0,9590 0,9743 0,9655 0,9758 0,9714 0,9877 0,9667 

 
 

Para comparar estatisticamente os valores de IC50 obtidos nas diferentes 

concentrações de substrato foi realizado um pós-teste de significância (extra sum-of-

squares F test)  com nível de significância definido a 5% (α = 0,05). A análise mostrou que 

não existe diferença significativa entre os valores de IC50 nas diferentes concentrações de 

substrato utilizadas [F(7, 508) = 0,3434, p = 0,9337]. O valor de IC50 compartilhado foi de 195,8 

nM (95% IC 193,1 a 198,7), e o coeficiente de determinação (R2) compartilhado foi de 

0,9716. Assim, os valores de IC50 em função da concentração do substrato para a inibição 

de tripsina por ToPI1s formam uma linha reta paralela ao eixo-x, mostrando que o ToPI1s 

inibe a tripsina de forma independente da concentração do substrato BAPNA na faixa de 

0,025 a 2,4 mM (Figura 25).  

 

 

Figura 1.25. Efeito da concentração do substrato BAPNA nos valores de IC50 para a inibição de 
tripsina pelo peptídeo ToPI1s. Os valores de IC50 foram obtidos a partir de curvas dose-resposta 
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realizadas com o inibidor ToPI1s nas concentrações de 1 a 800 nM, com tripsina mantida a 400 
nM e substrato BAPNA variando de 0,025 a 2,4 mM. 

 

O mesmo teste de significância foi realizado para comparar as curvas entre os 

diferentes grupos (α = 0,05) e mostrou-se que não há diferença significativa entre elas [F(14, 

508) = 0,7166, p = 0,7584]. O coeficiente Hill compartilhado foi -3,082 (95% IC -3,228 a -

2,935),  com R2 compartilhado de 0,9712. 

Os valores de IC50 da inibição de tripsina por ToPI1s aumentaram de forma linear 

com o aumento da concentração da enzima, de acordo com o esperado para inibidores do 

tipo tight-binding (Figura 26). 

 

 

Figura 1.26. Valores de IC50 em função da concentração total de enzima tripsina para o inibidor 
ToPI1s. O substrato BAPNA foi mantido a 0,4 mM. A linha contínua representa o ajuste linear 
dos valores de IC50 obtidos a partir de curvas de inibição de tripsina com a atividade residual 
versus concentração do inibidor em escala logarítmica ajustadas por regressão não-linear com 
respostas não normalizadas e inclinação variável. As linhas tracejadas representam o intervalo 
de confiança no nível de 95%. R² = 0,9955.  

 

Para determinar os valores de Km e Vmáx, curvas de progresso da reação enzimática 

da tripsina na presença de inibidor ToPI1s e substrato foram obtidas na ausência e presença 

de 100, 200 e 300 nM de inibidor com quantidades crescentes de substrato (0,025 a 2,4 

mM) (Figura 27). 
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Figura 1.27. Curvas de progresso da reação enzimática com tripsina na presença de diferentes 
concentrações de ToPI1s. O peptídeo ToPI1s foi incubado com tripsina (400 nM) nas 
concentrações 100, 200 e 300 nM. A curva com círculos abertos indica ausência de inibidor. 
Depois de 20 min de incubação, o substrato foi adicionado à reação em diferentes 
concentrações, de 0,025 a 2,4 mM. A taxa inicial de formação do produto (V) foi calculada 
considerando-se os valores obtidos aos 10 min após o início da reação, com leitura a λ = 410 nm. 
As curvas foram obtidas pelo ajuste com regressão não-linear pelo modelo Michaelis-Menten 
com o programa GraphPad Prism versão 6.0. Os valores estão apresentados como média ± erro 
padrão da média (n ≥ 3).  

 

Os dados foram ajustados por regressão não-linear pela equação de Michaelis-

Menten, e os valores de Km e Vmáx obtidos estão apresentados na Tabela 1.10. Observa-se 

que com o aumento da concentração do inibidor a Vmáx é gradativamente reduzida. O valor 

de Km, por sua vez, sofre menos alteração, mantendo-se na faixa de ~0,7 a 0,8 mM. 

 

Tabela 1.10. Valores de Km e Vmáx obtidos pelo ajuste não-linear das curvas de progresso da 
reação enzimática com tripsina na presença de diferentes concentrações de ToPI1s. Os valores 
foram obtidos com o programa GraphPad Prism versão 6.0 pelo modelo cinético de Michaelis-
Menten (n ≥ 3). 

[ToPI1s] (nM) Km (mM) Vmáx (nmol/min) R2 

0 0,7833 ± 0,069 4,577 ± 0,156 0,9865 

100 0,6725 ± 0,084 3,220 ± 0,159 0,9733 

200 0,8098 ± 0,119 2,435 ± 0,145 0,9641 

300 0,7797 ± 0,337 0,9286 ± 0,156 0,7580 

 

Restringindo o valor de enzima total (Et) como 400 nM e o Km como 0,78 mM, as 

curvas da velocidade fracional (representada pela atividade residual) da reação enzimática 
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com tripsina e ToPI1s em função da concentração do inibidor foram ajustadas por 

regressão não-linear pela equação de Morrison para cada concentração de substrato. O 

gráfico com o ajuste pela equação de Morrison para as diferentes concentrações de 

substrato está apresentado abaixo (Figura 28). Esse modelo é mais indicado para inibidores 

do tipo tight-binding (Copeland, 2013). Sob essas condições, a velocidade fracional da 

reação enzimática reduz praticamente de forma linear com o aumento da concentração do 

inibidor até que [I] = [E]t. Nesse ponto, a velocidade fracional se aproxima de zero e assim 

permanece nas maiores concentrações de inibidor. Visto que o ToPI1s apresenta um valor 

de IC50 de aproximadamente 200 nM e completa inibição da tripsina (400 nM) na 

concentração de 400 nM, tem-se uma razão estequiométrica de 1:1. Os valores da 

constante inibitória aparente (Ki
app) obtidos com a equação de Morrison para cada 

concentração de substrato são mostrados na Tabela 1.11. Os valores de Ki
app obtidos para 

0,025 e 0,05 mM de substrato foram desconsiderados devido à maior flutuação dos dados. 

 

 

Figura 1.28. Inibição da tripsina pelo ToPI1s em diferentes concentrações de substrato. A enzima 
foi mantida a 400 nM, o inibidor ToPI1s foi testado de 1 a 800 nM e o substrato BAPNA foi usado 
nas concentrações 0,025 a 2,4 mM. As curvas foram geradas com o programa GraphPad Prism 
versão 6.0. de acordo com a equação de Morrison, com [E]t igual a 400 nM e Km igual a 0,78 mM, 
conforme calculado previamente.  

 

[Substrato] 
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Tabela 1.11. Valores das constantes inibitórias aparentes da inibição de tripsina por ToPI1s para 
diferentes concentrações de substrato BAPNA. Os valores foram obtidos pela equação de 
Morrison, com o programa GraphPad Prism versão 6.0., com [E]t igual a 400 nM e Km igual a 0,78 
mM. 

[S] (mM) Ki
app (nM) 95% IC R2 

0,1 0,2044 -0,7837 a 1,192 0,9812 

0,2 0,0339 -0,3668 a 0,4345 0,9813 

0,4 0,0994 -0,4926 a 0,6915 0,9822 

0,8 0,5389 -0,2891 a 1,367 0,9786 

1,2 0,2151 -0,1886 a 0,6187 0,9924 

2,4 0,0649 -0,1360 a 0,2658 0,9919 

 

Algumas possíveis explicações pelas quais houve essa flutuação nos valores de Ki
app 

para as diferentes concentrações de substrato são apresentadas na discussão. 

Independente disso, observa-se afinidade na faixa de nano a picomolar do ToPI1s pela 

tripsina. Para a determinação de forma mais acurada dos valores das constantes de 

afinidade para o complexo tripsina:ToPI1s, iremos considerar os resultados obtidos por 

SPR. 

Em ensaio de inibição contra quimotripsina, o peptídeo ToPI1s não apresentou 

atividade inibitória até a concentração de 4 µM, dez vezes maior que a concentração de 

enzima utilizada (400 nM) (Figura 29). Para esse ensaio, utilizou-se a concentração única 

de 1,0 mM de substrato. Como controle de inibição, foi utilizado o inibidor de 

serinopeptidase PMSF (Phenylmethane sulfonylfluoride) a 1,0 e 2,0 mM, cujas 

porcentagens de atividade residual foram 40,5 e 2,1, respectivamente (inibição de 59,5% e 

97,9%, respectivamente). O PMSF é um inibidor competitito irreversível que atua 

primariamente no bolsão S1 de suas enzimas-alvo (Fahrney & Gold, 1963; McGrath et al., 

1997). 
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Figura 1.29. Atividade residual da quimotripsina em função da concentração de ToPI1s. Até a 
concentração de 4000 nM, o peptídeo ToPI1s não inibiu a quimotripsina, cuja concentração foi 
de 400 nM. Para esse ensaio, utilizou-se o substrato GPNA na concentração única de 1,0 mM. A 
reação foi monitorada continuamente, de 30 em 30 s, durante 30 min a λ = 410 nm no 
espectrofotômetro FlexStation® 3 Benchtop Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, 
EUA), no modo Kinetics – Porcentagem do controle, sendo o gráfico feito diretamente com os 
valores fornecidos pelo programa. Os valores estão representados como média ± erro padrão 
da média (n = 3). Esse experimento foi realizado em duas réplicas independentes.  

 

O peptídeo sintético ToPI1s-Met*, com 3822,9 Da, também foi testado em ensaio 

de inibição contra tripsina (Figura 30). No entanto, esse ensaio foi realizado apenas com 

substrato a 0,4 mM, uma vez que foi mostrado que a concentração do substrato, pelo 

menos na faixa testada de 0,025 a 1,2 mM, não influenciou significativamente a atividade 

inibitória do peptídeo análogo ToPI1s. O perfil de inibição da tripsina pelo ToPI1s-Met* foi 

semelhante ao perfil de inibição do ToPI1s, mostrando que a suposta oxidação não 

influencia significativamente na atividade contra tripsina.  
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Figura 1.30. Atividade inibidora de tripsina do peptídeo ToPI1s-Met* em comparação com o 
ToPI1s. Os gráficos mostram a atividade residual da tripsina (400 nM) na presença de diferentes 
concentrações dos inibidores ToPI1s-Met* e ToPI1s (1 a 800 nM) e substrato BAPNA a 0,4 mM. 
Os ensaios foram realizados a 25°C, e a reação foi monitorada por 10 min, sendo esse o período 
considerado para o cálculo da atividade residual. Os valores estão representados como média ± 
erro padrão da média (n ≥ 3). Esse experimento foi realizado em duas réplicas independentes. 

 

O peptídeo ToPI1s reduzido apresentou pouca atividade inibidora de tripsina, 

conforme esperado. O máximo de inibição foi de 20% (80% de atividade residual) na 

concentração de 3500 nM (Figura 1.31). 
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Figura 1.31. Atividade inibidora de tripsina do peptídeo ToPI1s em sua forma reduzida. O gráfico 
mostra a atividade residual da tripsina na presença de diferentes concentrações de inibidor em 
sua forma reduzida (10 a 3500 nM). Ensaio realizado a 25°C, com 400 nM de tripsina e 0,4 mM 
de substrato. A reação foi monitorada continuamente até os 10 min. Os valores estão 
representados como média ± erro padrão da média (n = 3). Esse experimento foi realizado em 
duas réplicas independentes. 

 

1.5.3.2. Ensaios Cromogênicos com BPTI 

Como controle, curvas de inibição de tripsina também foram obtidas para o inibidor 

BPTI (Sigma-Aldrich) em diferentes concentrações de substrato BAPNA (0,1 a 2,4 mM), com 

a enzima a 100 nM (Figura 32 A e B) e 400 nM (Figura 32 C e D). 

Assim como no ToPI1s, observa-se uma razão estequiométrica 1:1 – conforme 

esperado para esse inibidor –, de forma que quando a enzima está a 100 nM, atinge-se 

inibição enzimática completa com 100 nM do peptídeo, e, quando a enzima está a 400 nM, 

observa-se inibição enzimática completa com 400 nM de BPTI.  
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Figura 1.32. Atividade inibidora de tripsina do peptídeo BPTI. Os gráficos mostram a atividade 
residual da tripsina na presença de diferentes concentrações de inibidor e substrato em escala 
linear (A e C) e logarítmica (B e D). O inibidor BPTI (Sigma-Aldrich) foi testado de 1 a 500 nM em 
(A) e (B), com a enzima a 100 nM, e de 1 a 800 nM em (C) e (D), com a enzima a 400 nM. Em (B) 
e (D), utilizou-se o log da dose para o cálculo do valor de IC50, que foi realizado com o programa 
GraphPad Prism versão 6.0 pelo ajuste não-linear das respostas normalizadas, considerando 
inclinação variável. Os ensaios foram realizados a 25°C utilizando BAPNA em diferentes 
concentrações como substrato. A reação foi monitorada por 10 min, sendo esse o período 
considerado para o cálculo da atividade residual. Os valores estão representados como média ± 
erro padrão da média (n ≥ 3).  

 

Os dados resultantes do ajuste com regressão não-linear das respostas 

normalizadas com inclinação variável estão apresentados na Tabela 1.12 para os dados 

obtidos com tripsina a 100 nM, e na Tabela 1.13 com tripsina a 400 nM.  

 

Tabela 1.12. Dados obtidos pelo ajuste não-linear das respostas do ensaio de inibição de tripsina 
a 100 nM pelo BPTI em diferentes concentrações de substrato. Os valores de IC50, 95% IC, h e R2 
foram obtidos com o programa GraphPad Prism 6.0, considerando as respostas normalizadas e 
o modelo logístico de quatro parâmetros com inclinação variável (n ≥ 3). 

 Concentração do substrato (mM) 

 0,1 0,4 0,8 1,2 2,4 
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IC50 (nM) 46,58 43,93 40,66 39,87 44,10 

95% IC 42,55 a 50,99 40,95 a 47,12 36,73 a 45,00 35,46 a 44,81 40,67 a 47,81 

h -2,612 -2,437 -2,413 -2,219 -2,283 

R2 0,9782 0,9729 0,9759 0,9653 0,9818 

 
 

Tabela 1.13. Dados obtidos pelo ajuste não-linear das respostas do ensaio de inibição de tripsina 
a 400 nM pelo BPTI em diferentes concentrações de substrato. Os valores de IC50, 95% IC, h e R2 
foram obtidos com o programa GraphPad Prism 6.0, considerando as respostas normalizadas e 
o modelo logístico de quatro parâmetros com inclinação variável (n ≥ 3). 

 Concentração do substrato (mM) 

 0,1 0,4 0,8 1,2 2,4 

IC50 (nM) 186,4 197,6 188,9 184,1 188,6 

95% IC 173,2 a 200,7 186,0 a 209,8 177,7 a 200,9 172,7 a 196,2 175,0 a 203,3 

h -2,513 -2,946 -2,741 -2,895 -2,644 

R2 0,9375 0,9595 0,9545 0,9506 0,9486 

 
 

Para comparar estatisticamente os valores de IC50 obtidos nas diferentes 

concentrações de substrato com 100 e 400 nM de tripsina foi realizado um pós-teste de 

significância (extra sum-of-squares F test)  com nível de significância definido a 5% (α = 

0,05). A análise mostrou que não existe diferença significativa entre os valores de IC50 nas 

diferentes concentrações de substrato utilizadas tanto nos ensaios com tripsina a 100 nM 

[F(4, 301) = 1,217, p = 0,3037] quanto a 400 nM [F(4, 245) = 0,5626, p = 0,6900]. Para os ensaios 

com tripsina a 100 nM, o valor de IC50 compartilhado do BPTI foi de 43,18 nM (95% IC 41,51 

a 44,92), e o coeficiente de determinação (R2) compartilhado foi de 0,9740. Para os ensaios 

com tripsina a 400 nM, o valor de IC50 compartilhado do BPTI foi de 189,0 nM (95% IC 183,6 

a 194,5), e o coeficiente de determinação (R2) compartilhado foi de 0,9501. Portanto, assim 

como para o ToPI1s, em ensaios de inibição de tripsina pelo BPTI com utilização do 

substrato BAPNA, o valor de IC50 não se altera com a concentração do substrato na faixa de 

0,1 a 2,4 mM. 

 

1.5.3.3. Ressonância Plasmônica de Superfície 

A cinética de interação (associação e dissociação) do ToPI1s com tripsina 

imobilizada em chips sensores CM5 foi avaliada por SPR com o ToPI1s em concentrações 

nanomolares, de 15 a 35°C. Antes desses experimentos, testes preliminares foram 
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realizados para avaliar os possíveis efeitos de reação cruzada (Figura 33 A) e transporte de 

massa (Figura 33 B). O teste de reação cruzada mostra que a taxa de dissociação independe 

do tempo de associação (1, 3 ou 20 min), indicando que há somente uma equação para 

descrever a cinética de interação do complexo e que se trata de uma reação simples 

bimolecular, sem estados intermediários para a reação. O teste de transporte de massa 

mostrou uma diferença negligível da cinética de interação do complexo com a variação do 

fluxo das soluções (5, 15 ou 75 µL/min), indicando que não há formação de um gradiente 

de ToPI1s ao longo da superfície. Ainda assim, os experimentos posteriores foram 

realizados com fluxo de 40 µL/min, e a fase de associação foi registrada por 4 min. 

 

 

Figura 1.33. Teste de reação cruzada (A) e transporte de massa (B) para a interação do complexo 
ToPI1s:tripsina. Em (A) verificou-se o efeito do tempo da fase de associação (1, 3 ou 20 min) na 
taxa de dissociação. Em (B) verificou-se o efeito de transporte de massa na cinética de interação 
do complexo com a variação do fluxo das soluções (5, 15 ou 75 µL/min).   

 

Curvas de ligação resultantes da injeção de 50 a 0,78 nM de peptídeo na superfície 

contendo tripsina foram ajustadas para um modelo de interação bimolecular simples nas 

temperaturas avaliadas. Os sensorgramas e seus ajustes correspondentes (em vermelho) 

estão mostrados na Figura 1.34. Observa-se que as curvas dos sensorgramas apresentam 

aumento de sinal com o aumento da concentração de peptídeo e interações que tendem 

ao equilíbrio dinâmico. 
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Figura 1.34. Cinética da interação do ToPI1s com tripsina imobilizada em superfície e 
dependência da temperatura por Ressonância Plasmônica de Superfície. As respostas foram 
obtidas a 15, 20, 25, 30 e 35°C. Linhas pretas correspondem às respostas experimentais obtidas 
pela injeção de séries de concentrações do ToPI1s (25 a 0,78 nM, fator de diluição 2) em um chip 
sensor CM5 com tripsina imobilizada. Cada concentração foi aplicada de forma aleatória, em 
triplicata. Para melhor visualização, a resposta de apenas uma injeção foi mostrada, sendo que 
uma concentração de cada série foi mostrada em duplicata para demonstrar a reprodutibilidade 
dos dados. As séries de concentrações foram realizadas duas vezes para cada temperatura, 
sendo mostrado apenas um sensorgrama representativo. Linhas vermelhas representam os 
dados ajustados para o modelo bimolecular simples (A+B ↔ AB).  
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As respostas experimentais dos sensorgramas apresentaram, no geral, 

conformidade com os dados ajustados para o modelo bimolecular, indicando a ocorrência 

de ligações ToPI1s:tripsina simples neste experimento, sem reações paralelas 

consideráveis. Desvios em relação ao modelo foram observados nas concentrações mais 

elevadas de peptídeo, e na temperatura de 35°C. Por isso, a maior concentração (50 nM) 

não foi considerada para as análise das constantes de velocidade e equilíbrio. Sugere-se 

que a maior ocorrência de desvios a 35°C seja devido à degradação residual da tripsina 

acumulada na superfície do chip ou a possíveis rearranjos estruturais. Além disso, em 

temperaturas elevadas há maior ocorrência de ruídos. 

A constante de equilíbrio de dissociação (KD) do complexo ToPI1s:tripsina a 25°C foi 

530 pM, sendo esse valor semelhante nas demais temperaturas testadas, variando de 658 

a 472 pM, de 15 a 35°C, respectivamente (Tabela 1.14). Assim, embora a formação do 

complexo ToPI1s:tripsina seja favorecida pelo aumento da temperatura da reação (15 a 

35°C), essa diferença foi pouco expressiva. 

 

Tabela 1.14. Parâmetros cinéticos em função da temperatura para o complexo ToPI1s:tripsina 

calculados pelo ajuste dos dados obtidos por SPR. Os dados representam a média ± erro padrão 
da média dos valores obtidos nas duas réplicas de séries de concentrações para cada 
temperatura. Nas séries, cada concentração foi aplicada de forma aleatória, em triplicata. 

 ToPI1s:Tripsina 
Temperatura (°C) ka × 105 (M-1.s-1) kd × 10-4(s-1) KD × 10-10 (M) 

15 4,54 ± 0,60 2,99 ± 0,28 6,58 ± 0,23 
20 7,28 ± 2,03 3,74 ± 0,91 5,16 ± 0,20 
25 9,66 ± 0,15 5,12  ± 0,66 5,3 ± 0,76 
30 13,9 ± 1,13 7,26  ± 0,44 5,24 ± 0,10 
35 17,5 ± 0,28 8,27  ± 1,79 4,72 ± 0,95 

 
 

Observa-se no sensorgrama uma rápida taxa de associação, e lenta taxa de 

dissociação, sendo esta monitorada por 20 min, após a qual ainda foi necessária uma etapa 

de regeneração do chip a pH 3,0 entre cada concentração para desfazer os complexos 

remanescentes. Além disso, verifica-se tanto pelos sensorgramas quanto pelos parâmetros 

cinéticos que, com o aumento da temperatura, as taxas de associação e dissociação 

tornam-se mais rápidas. Nos sensorgramas, isso é perceptível pela maior velocidade em 
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que as curvas experimentais atingem o platô de equilíbrio dinâmico na curva de associação, 

e pela maior inclinação da curva de dissociação nas maiores temperaturas. 

A Tabela 1.15 apresenta os parâmetros termodinâmicos da formação do complexo 

ToPI1s:tripsina. A variação da energia livre de Gibbs (ΔG) do complexo foi calculada a partir 

da média das constantes de equilíbrio obtidas por SPR em diferentes temperaturas, e os 

valores referentes às variações de entalpia (ΔH) e entropia (ΔS) foram obtidos pela equação 

de van’t Hoff transformada. Também estão mostrados na tabela os parâmetros 

termodinâmicos das fases de associação e dissociação obtidos pela equação de Eyring. 

 

Tabela 1.15. Parâmetros termodinâmicos da formação do complexo ToPI1s:tripsina. 

Gibbs 

∆G° (kcal.mol-1) -12,6 
∆H (kcal.mol-1) 2,3 ± 0,8 

∆S (cal.mol-1.K-1) 49,9 ± 2,8 

Teoria do estado de transiçãoa 

∆G†a (kcal.mol-1) 9,3 

∆G†d (kcal.mol-1) 21,9 

∆H†a (kcal.mol-1) 11,2 

∆H†d (kcal.mol-1) 8,9 

∆S†a (cal.mol-1.K-1) 6,5 

∆S†d (cal.mol-1.K-1) -43,6 
a Parâmetros derivados dos gráficos de Eyring usando as 

constantes cinéticas de velocidade determinadas por SPR. A 

energia livre de ativação e dissociação a 25°C foi derivada da 

relação ΔG = ΔH - T ΔS. 

 

Observou-se uma dependência linear (R² = 0,9905) entre ΔG e a temperatura da 

reação de interação, indicando uma participação praticamente insignificante da variação 

de calor específico (ΔCp) na formação do complexo (Figura 1.35). Por isso, para os cálculos 

dos parâmetros termodinâmetros, ΔCp foi considerado nulo. Embora a reação de interação 

tenha sido mais espontânea com o aumento da temperatura, essa variação foi pequena. A 

formação do complexo ToPI1s:tripsina é endotérmica (∆H = 2,3 ± 0,8 kcal.mol-1) e 

favorecida por um grande aumento entrópico (∆S = 49,9 ± 2,8 cal.mol-1.K-1).  

A equação de Eyring foi usada para auxiliar a compreender as vias da reação por 

meio da inserção de estados de transição teóricos (Day et al., 2002). A associação (Figura 

1.35 A) e dissociação (Figura 1.35 B) do complexo ToPI1s:tripsina foram linearmente 
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correlacionados com a temperatura. As vias teóricas de reação foram construídas com base 

na teoria do estado de transição e estão mostradas na Figura 1.36. O estado de maior 

energia (nas vias ΔG e ΔH) corresponde ao estado de transição.  

 
 

 

Figura 1.35. Energia livre de Gibbs da ligação do complexo ToPI1s:tripsina e dependência de 
temperatura das constantes de velocidade. As constantes de equilíbrio de dissociação (KD) 
obtidas da interação ToPI1s:tripsina foram usadas para o cálculo da energia livre de Gibbs da 
ligação em função da temperatura. Os dados foram ajustados para uma forma linear da equação 
Gibbs associada à equação de van’t Hoff, resultando nos parâmetros termodinâmicos listados 
na Tabela 1.15 (R² = 0,9905). As figuras superiores representam gráficos de Eyring gerados em 
termos de (A) ka e (B) kd para o complexo ToP1s:tripsina. Coeficientes de correlação de Pearson 
foram superiores a 0,95. Cada ponto representa a média ± erro padrão da média das duplicatas 
das séries de concentrações em cada temperatura (nas replicatas, cada concentração consistiu 
em três injeções aleatórias). 
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Figura 1.36. Perfil energético para as vias teóricas de reação de interação do complexo 
ToPI1s:tripsina em pH 7,4. Os gráficos mostram as vias para ΔG°, ΔH° e –TΔS°. Para cada gráfico, 
o primeiro ponto corresponde ao ToPI1s e tripsina em suas formas livres, o segundo ponto 
corresponde corresponde ao estado de transição teórico, e o terceiro ponto corresponde ao 
complexo ToPI1s:tripsina. As linhas contínuas vermelhas foram usadas como guia para os olhos. 

 

Para avaliar o sítio de ligação do ToPI1s na tripsina, realizou-se um ensaio em 

conjunto com o inibidor de serinopeptidase BTCI (black-eyed pea trypsin and chymotrypsin 

inhibitor) (Figura 1.37), o qual interage com o sítio ativo da tripsina pelo mecanismo clássico 

tipo substrato (Barbosa et al., 2003). Sua cinética e afinidade por tripsina são semelhantes 

ao do ToPI1s (Guilherme Brand, artigo no prelo); assim, ambos foram usados na 

concentração de 200 nM.  
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Figura 1.37. Avaliação do sítio de interação do ToPI1s com tripsina por Ressonância Plasmônica 
de Superfície. Os sensorgramas foram obtidos com a injeção de BTCI seguida de ToPI1s 
(vermelho) e ToPI1s seguido de BTCI (preto) em uma célula de fluxo contendo um chip sensor 
CM5 com tripsina imobilizada. Ambos os inibidores foram diluídos em tampão HBS-EP (pH 7,4) 
para a concentração de 200 nM. As injeções foram feitas com fluxo de 30 µL/min. A fase de 
associação foi monitorada por 3 min (90 µL), seguida de 1 s de fase de dissociação. Após cada 
série de injeção de ToPI1s seguida de BTCI, ou vice-versa, a regeneração da superfície foi 
realizada com glicina pH 2,5 por 30 s (15 µL). Essa série de injeções foi realizada três vezes, sendo 
mostrados aqui os sensorgramas representativos. A linha tracejada representa o intervalo de 
resposta dos diferentes inibidores. 

 

Visto que a resposta em SPR é obtida em função da massa nas imediações da 

superfície do chip sensor e que o BTCI possui quase três vezes o tamanho do ToPI1s, a fase 

de associação do BTCI apresentou resposta maior que a do ToPI1s. Observa-se que, após a 

interação do BTCI com a tripsina imobilizada (linha vermelha), o ToPI1s interage com a 

tripsina de forma menos intensa (linha vermelha) do que no caso das injeções de inibidores 

alternadas (linha preta), possivelmente em razão do maior tamanho do BTCI em relação ao 

ToPI1s. Caso o ToPI1s se ligasse a outro sítio na tripsina, diferente do sítio do BTCI, a mesma 

amplitude de resposta obtida no sensorgrama representado pela linha preta deveria ser 

observada também no sensorgrama representado pela linha vermelha, pois não haveria 

competição pelo sítio ativo. Além disso, observamos que, independente da amplitude das 

respostas do ToPI1s e BTCI serem diferentes dependendo da sua ordem de injeção, a 

amplitude máxima total das respostas das interações é a mesma em ambos os casos, 

mostrando a saturação dos sítios de ligação da tripsina. 
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1.5.4. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR 

As células HeLa (isoladas de câncer cervical humano) e B16F10 (células de 

melanoma murino) não tiveram alterações significativas em sua viabilidade com o 

tratamento por 48h com o peptídeo ToPI1s nas concentrações de 3,44 a 440 µM. Já a 

viabilidade de fibroblastos NIH-3T3 permaneceu praticamente inalterada até a 

concentração de 110 µM, a partir da qual foi aumentada em até cerca de 35% na dose de 

440 µM em relação ao controle (fibroblastos na ausência de ToPI1s) (Figura 1.38).  

 

 

Figura 1.38. Efeito do ToPI1s na taxa de viabilidade de diferentes linhagens celulares. As células 
tumorais HeLa (vermelho) e B16F10 (azul) e a linhagem não tumoral de fibroblasto murino NIH-
3T3 (preto) foram incubadas (3x103 células/poço) com diferentes concentrações de peptídeo 
(440 a 3,44 µM) em um volume final de 100 µL por poço. A viabilidade das células expostas ao 
peptídeo por 48 h foi determinada pelo método de MTT. Os grupos controles correspondem às 
diferentes linhagens não tratadas com ToPI1s, que foram definidos como 100% de viabilidade 
celular. Os valores estão representados como média ± erro padrão da média (n = 3). O gráfico 
mostra o resultado representativo de dois experimentos independentes. 

 

 Não foram observadas, por microscopia de luz invertida, alterações morfológicas 

nas duas linhagens tumorais após 48h de exposição ao ToPI1s (Figura 1.39). Observa-se a 

conservação da morfologia celular tanto no grupo controle quanto nos grupos tratados, 

com morfologia celular definina e membrana citoplasmática e nuclear (quando visível) 

íntegras. Nas células não tumorais NIH-3T3, de fibroblastos murinos, a morfologia das 

células também permaneceu inalterada após o tratamento com ToPI1s por 48h (Figura 

1.39). 
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Figura 1.39. Fotomicrografias de células das linhagens tumorais B16F10 (de melanoma murino) 
e HeLa (de câncer cervical humano) e de fibroblasto murino não tumoral (NIH-3T3) após 48h de 
exposição a 440 µM de ToPI1s (direita) ou em sua ausência (controle, esquerda). Estão 
mostradas as células tratadas com a maior concentração de ToPI1s; os demais tratamentos 
tiveram resultados semelhantes. Os registros foram adquiridos nos microscópios de luz 
invertida Axiovert 100 (Zeiss, Alemanha) para as linhagens tumorais e Leica DMi1 (Leica 
Microsystems, Alemanha) para os fibroblastos. Barra = 50 µM.  
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1.5.5. ENSAIOS ELETROFISIOLÓGICOS 

O peptídeo ToPI1s, na concentração de 5 µM, foi testado em sistema patch clamp 

na configuração whole cell em sete subtipos diferentes de canais de K+ (hKv1.1, hKv1.4, 

hERG1, hERG2, hERG3, EAG1 e EAG2). Considerando-se que essa é uma concentração 

elevada, se comparada com a de outras toxinas de escorpiões específicas para canais Kv, a 

redução na corrente causada pelo ToPI1 a 5 µM foi mínima ou nula nos subtipos testados 

(Figura 1.40 e Figura 1.41 A).  

Não houve diferença estatística entre os diferentes grupos tratados com 5 µM de 

ToPI1s pelo teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis com α = 0,05 (KW = 6,347; p = 0,386) 

(Figura 1.41 A). Ainda assim, visto que observamos uma redução da corrente máxima 

ligeiramente maior em canais hKv1.1, escolhemos esse subtipo para testar o ToPI1s em uma 

concentração maior, de 20 µM (Figura 1.41 B). Enquanto a adição de 5 µM de ToPI1s causou 

uma redução da corrente em 5,1% (I/Imáx = 0,9486 ± 0,006), a adição de 20 µM do peptídeo 

causou uma redução de 18,3% (I/Imáx = 0,8173 ± 0,022). Essa diferença foi estatisticamente 

significativa pelo teste não-paramétrico de Mann-Whitney unicaudal com α = 0,05 (U = 

0,00; p = 0,05) (Figura 1.41 C). Doses maiores não foram testadas. Todos os efeitos foram 

reversíveis após lavagem da célula com solução externa. Antes da realização dos 

experimentos com ToPI1s em cada subtipo de canal de K+, bloqueadores específicos foram 

testados para verificar o funcionamento adequado das correntes (dados não mostrados). 
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Figura 1.40. Efeito do peptídeo ToPI1s, na concentração de 5 µM, na corrente de diferentes subtipos de canais de K+ (hKv1.1, hKv1.4, hERG1, hERG2, hERG3, 
EAG1 e EAG2). Em preto, corrente controle. Em vermelho, corrente obtida após administração de 5 µM do ToPI1s. Os protocolos para estímulo de cada 
canal estão mostrados no inserto. Nos canais hERG, analisou-se a corrente de cauda entrante com uso de solução externa com alta concentração de K+. 
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Figura 1.41. Efeito do ToPI1s em diferentes subtipos de canais de K+ dependentes de voltagem. 
(A) Comparação do efeito de 5 µM de ToPI1s na corrente dos canais hKv1.1, hKv1.4, hERG1, 
hERG2, hERG3, EAG1 e EAG2. (B) Adicionalmente, o subtipo hKv1.1 foi testado também com 20 
µM de ToPI1s, que causou uma redução de 18% na corrente máxima (n = 3). (C) Comparação do 
efeito de 5 e 20 µM de ToPI1s  nas correntes de hKv1.1. Em (A) e (C), os dados estão 
representados como média ± erro padrão da média (exceto para EAG2), e o total de células 
testadas em cada tratamento está mostrado pelo número em cada coluna. Em (A), os dados 
foram analisados pelo teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de Dunns 
(α = 0,05) (KW = 6,347; p = 0,386). Em (C), os dois grupos foram analisados pelo teste não-
paramétrico de Mann-Whitney unicaudal (α = 0,05) (U = 0,00; *p = 0,05). As análises estatísticas 
foram realizadas com o programa GraphPad Prism versão 6.0. 

 

1.5.6. ANÁLISE COMPORTAMENTAL EM CAMUNDONGOS 

Durante as 72 h de experimento, não foram observadas alterações 

comportamentais e/ou fisiológicas visíveis nos animais injetados com solução salina ou 25, 

50, 100 e 200 µg de ToPI1s por animal. 
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1.6. DISCUSSÃO 

Nesse capítulo apresentamos o primeiro inibidor de peptidase isolado da peçonha 

do escorpião Tityus obscurus, denominado, assim, ToPI1. Sua sequência precursora 

também foi identificada por meio de estratégias transcritômicas. Dos 12 PIs caracterizados 

da peçonha de escorpiões até o momento, 11 foram obtidos apenas a partir da expressão 

heretóloga de precursores encontrados em bibliotecas de cDNA, e apenas um (fração IX-1-

a) foi obtido diretamente da peçonha, mas sua sequência primária não foi identificada. 

Assim, o ToPI1 é o primeiro inibidor de peptidase química e biologicamente caracterizado 

isolado diretamente da peçonha de escorpiões.  

A função biológica de inibidores de peptidase na peçonha ou veneno de animais 

ainda é desconhecida, assim como seus alvos fisiológicos. Em anêmonas, sugere-se que os 

inibidores de peptidase poderiam (1) defendê-las das peptidases de suas vítimas; (2) 

proteger suas toxinas injetadas em presas ou predadores da rápida degradação; (3) agir na 

regulação de mecanismos digestivos, incluindo autodigestão de suas proteínas por suas 

próprias enzimas ou por aquelas de organismos simbióticos; (4) e poderiam também, 

devido à sua dupla atividade (como PIs e bloqueadores de canais Kv) serem usadas para 

paralisarem presas ou predadores (Honma & Shiomi, 2006; Mebs & Gebauer, 1980). Exceto 

pelo primeiro motivo, os demais parecem ser opções viáveis de funções fisiológicas 

também para PIs produzidos nas glândulas de peçonha de escorpiões e aranhas (Yuan et 

al., 2008).  

Sabe-se que a abundância de transcritos não corresponde exatamente com a 

abundância de proteínas. Dependendo do sistema, essa correlação pode ser de apenas 

~30-40%, sendo geralmente maior para os transcritos mais abundantes (Lee et al., 2011; 

Vogel & Marcotte, 2012). Em estudos com peçonhas isso também é observado, uma vez 

que nem todos os transcritos obtidos de glândulas de peçonha são observados diretamente 

na peçonha por uso de técnicas proteômicas, o que pode ser devido a seu baixo nível de 

expressão, inviabilizando a detecção pelas técnicas utilizadas, ou por não serem 

efetivamente expressos e secretados (Guerrero-Vargas et al., 2012; Schwartz et al., 2007). 

Assim, uma possibilidade é que os inibidores já caracterizados de escorpiões e que foram 

obtidos apenas por meio de estratégias transcritômicas não estejam, de fato, na peçonha 
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secretada. Assim, caso não sejam posteriormente identificados também na peçonha (por 

não serem secretados ou por serem, mas em quantidades não detectáveis, uma vez que 

possuem peptídeo sinal em sua sequência precursora, o que sugere sua secreção), sua 

função estaria restrita à regulação de mecanismos digestivos – protegendo as toxinas de 

clivagem proteolítica –, mas não aos demais mecanismos externos ao animal, como 

proteger sua toxina injetada da rápida degradação ou paralisar presa/predador em casos 

de dupla função. Esse fato, porém, não reduz sua importância como possíveis agentes 

terapêuticos ou ferramentas de estudos para a melhor compreensão das peptidases que 

inibem.  

Uma vantagem na estratégia guiada pela atividade biológica, adotada para a 

identificação do ToPI1 como inibidor de peptidase, é a possibilidade de identificar 

compostos bioativos com sequências e motivos estruturais inéditos. Se por um lado 

estratégias transcritômicas têm auxiliado a revelar inúmeros precursores de toxinas, e a 

compreender os processos biológicos que ocorrem nas glândulas de peçonha, fornecendo 

pistas para pesquisas sobre evolução e diversificação de toxinas (Guerrero-Vargas et al., 

2012; Ma et al., 2012; Schwartz et al., 2007; Zhijian et al., 2006), por outro, em muitas 

análises, transcritos acabam sendo agrupados apenas conforme sua similaridade com 

sequências já descritas. Por conta desse viés, a não ser que outras estratégias de busca e 

agrupamento sejam realizadas, novas classes moleculares dificilmente são reveladas. 

Assim, a transcritômica aliada à proteômica parece possibilitar resultados mais vantajosos 

em termos de descobertas de novas classes de peptídeos e proteínas. 

 

Caracterização da sequência primária do ToPI1 e similaridades 

O ToPI1 é um polipeptídeo básico (pI teórico de 9,22), com predominância de cargas 

positivas em pH neutro. Com uma sequência primária única, apresenta 3806,89 Da, três 

pontes dissulfeto e uma amidação C-terminal. O processo de remoção de resíduos básicos 

da região C-terminal por uma carboxipeptidase seguida de amidação do resíduo 

remanescente trata-se de uma modificação pós-traducional e é bem documentado para 

outras toxinas, principalmente NaScTxs (Guerrero-Vargas et al., 2012). Além disso, estudos 

mostram que a amidação C-terminal é essencial para a total expressão da atividade 



 MOURÃO, C. B. F.                       2016 

  131 

biológica da proteína, pelo aumento da resistência contra exopeptidases, e pela 

estabilidade conformacional (Auguste et al., 1990; Benkhadir et al., 2004; da Silva et al., 

2014). 

Buscas por similaridade de sequências só tiveram resultados positivos quando 

analisou-se a sequência precursora do ToPI1, uma vez que a maior porcentagem de 

similaridade deu-se em relação ao peptídeo sinal. Ainda assim, a identidade com outros 

polipeptídeos foi baixa (38-41%). Em relação ao peptídeo maduro, todas as sequências 

obtidas a partir da busca de similaridade com o precursor apresentam praticamente o 

mesmo número de aminoácidos, com os seis resíduos Cys alinhados. A maioria delas 

apresentou também o sinal (-GK) de clivagem e amidação C-terminal.  

Dentre as sequências identificadas como similares, apenas a α-KTx17.1 (ou BmKK4), 

da peçonha do escorpião Mesobuthus martensii, teve sua estrutura e atividade biológica 

caracterizadas até o momento (Li et al., 2003; Zeng et al., 2001; Zhang et al., 2004). Em 

ensaios eletrofisiológicos com neurônios de hipocampo dissociados de rato, BmKK4 (10-

100 µM) inibiu tanto as correntes de potássio retificadoras tardias quanto as transientes 

rápidas de forma dependente de concentração. A inibição foi reversível e independente de 

voltagem. A toxina alterou a curva de ativação das correntes (deslocamento da 

despolarização em cerca de 10 mV), sem alterar a inativação (Li et al., 2003). A toxina 

BmKK4 adota um motivo tridimensional comum α/β, com algumas peculiaridades em 

relação a outras KTxs, principalmente na folha-β (PDB ID 1S8K) (Zhang et al., 2004). Visto 

que nas KTxs de cadeias curtas típicas o resíduo que precede o quarto resíduo de Cys 

geralmente é uma Lys (Figura 1.42), a qual é crucial para o bloqueio do poro do canal, a 

baixa afinidade da BmKK4 por canais de K+ foi correlacionada à presença do resíduo Arg19 

(maior volume da cadeia lateral) em vez de uma Lys, e pela ponte salina entre os resíduos 

Arg19 e Asp18.  

Por equivalência, o resíduo crítico para atividade em canais de K+ no peptídeo ToPI1 

seria a Lys21, o que poderia levar a uma maior afinidade ao canal. Todavia, esse é um 

pressuposto dificilmente verificável sem que sejam realizados amplos estudos de 

estrutura-função com a molécula de ToPI1, visto que, enquanto a BmKK4 possui apenas 

um resíduo Lys e dois Arg, o ToPI1 possui oito resíduos Lys e dois Arg. Alguns experimentos 

envolvendo a mutação do resíduo Lys21 no ToPI1 serão abordados no Capítulo 2. 
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sp|Q95NJ8|α-KTx17.1|BmKK4 ---QTQCQSVRDCQQYCLTPD------RCSYGTCYCKTT- 30 
ToPI1  --ILKRCKTYDDCKDVCKARKG-----KCEFGICKCMIKS 33 
sp|P13487|α-KTx1.1|ChTx ZFTNVSCTTSKECWSVCQRLHN-TSRGKCMNKKCRCYS-- 37 
sp|P24663|α-KTx1.3|IbTx QFTDVDCSVSKECWSVCKDLFG-VDRGKCMGKKCRCYQ-- 37 
sp|P08815|α-KTx2.1|NTx TIINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN- 39 
sp|P46114|α-KTx4.1|Ts7 VFINAKCRGSPECLPKCKEAIG-KAAGKCMNGKCKCYP-- 37 
sp|P55927|α-KTx7.1|Pi-2 ---TISCTNPKQCYPHCKKETG-YPNAKCMNRKCKCFGR- 35 

Figura 1.42. Alinhamento de sequências de toxinas escorpiônicas de diferentes famílias. Com 
exceção da ToPI1, as demais toxinas já tiveram sua atividade mostrada como bloqueadoras de 
canais de potássio, sendo caracterizadas como KTxs. Os resíduos de cisteína conservados estão 
mostrados em cinza; os resíduos Lys ou Arg conservados sugeridos por interagir com canais de 
K+ estão em vermelho. À direita estão mostrados os números de resíduos de aminoácidos de 
cada peptídeo. 

 

Atividade inibidora de peptidases 

Embora tenha apresentado similaridade apenas com toxinas bloqueadoras de 

canais de potássio, o ToPI1 mostrou-se um potente inibidor de tripsina. Sua alta afinidade 

por tripsina foi mostrada por meio de dois ensaios distintos: um cromogênico, medindo-se 

a redução ou inibição da clivagem do substrato, e outro com um biossensor baseado em 

tecnologia SPR, medindo-se a cinética de interação do complexo ToPI1:tripsina de forma 

direta.  

No ensaio cromogênico com tripsina e ToPI1s, para o cálculo do valor de IC50, oito 

concentrações distintas de substrato foram testadas (0,025 a 2,4 mM). Mostramos que 

nessa faixa de concentração, os valores de IC50 do ToPI1s para tripsina independem da 

concentração do substrato BAPNA. Os valores de IC50 ficaram na faixa aproximada de 193 

a 199 nM, com um IC50 compartilhado de 195,8 nM. Uma vez que um bom indicativo da 

inibição do tipo tight-binding é quando se obtém um valor de IC50 próximo à [E]total na 

reação, os valores de IC50 do ToPI1s sugerem esse tipo de inibição. Além disso, devido à 

natureza bastante estequiométrica de interação entre inibidores do tipo tight-binding e 

sua enzima alvo, existe uma dependência linear entre o valor de IC50 desses inibidores em 

função da [E]total. Dessa forma, a uma dada [S], quanto maior a [E]total, maior a [I] necessária 

para atingir metade da saturação máxima, assim como observado para o ToPI1s com a 

tripsina (Figura 1.26).  
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Considerando-se, então, o ToPI1s como um inibidor do tipo tight-binding, e tendo-

se em mente que a maioria desses inibidores possuem ligação lenta (slow binding 

inhibitors), cuidados adicionais devem ser tomados nas análises dos dados. Para evitar as 

complicações da dependência do tempo na inibição, optamos por incluir um tempo (20 

min) de pré-incubação do inibidor ToPI1s com a enzima antes do início da reação. Assim, 

quando o substrato era adicionado, as condições do estado estacionário podiam ser 

obtidas prontamente durante o experimento (Copeland, 2013).  

A avaliação do tipo de inibição por meio do método do duplo-recíproco é contra-

indicada para inibidores do tipo tight-binding, visto que, independente do modo de 

interação com a enzima, os gráficos de duplo-recíproco desses inibidores sempre se 

parecem com o padrão clássico de inibição não-competitiva, podendo gerar equívocos de 

interpretação (Copeland, 2000; Copeland, 2013). Assim, outras formas gráficas são 

indicadas, dentre as quais as sintetizadas na Figura 1.43: 

 

 

Figura 1.43. Efeitos da concentração de substrato nos valores de IC50 de inibição do tipo tight-

binding dos modos: (A) competitiva (círculos sólidos), não-competitiva quando α = 1 (círculos 
abertos) e incompetitiva (quadrados sólidos); e (B) não-competitiva quando α < 1 (quadrados) 
e quando α > 1 (círculos). Retirado de Copeland (2000). 

 

O gráfico dos valores de IC50 do ToPI1s para tripsina em função da concentração do 

substrato BAPNA forneceram uma linha reta paralela ao eixo-x (Figura 1.25), condizente 

com o tipo de inibição não-competitiva com α = 1 dos inibidores tight-binding. Esse 

resultado poderia levar à precipitada conclusão de que o ToPI1s possui afinidade tanto pela 
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enzima quanto pelo complexo enzima:substrato, característico de inibidores não-

competitivos. No entanto, deve-se atentar para as diferentes afinidades do inibidor ToPI1s 

e do substrato BAPNA pela tripsina. Enquanto o ToPI1s atua como um inibidor do tipo tight-

binding, com afinidade na faixa de nano a picomolar, o Km do BAPNA para tripsina é na faixa 

de milimolar. Nesse estudo, o valor de Km obtido na ausência de inibidor foi de 0,78 mM 

(Tabela 1.10), estando esse valor próximo aos valores reportados na literatura, como 0,71 

e 0,94 mM (Ohta et al., 1986)(catálogo da Sigma-Aldrich, código T9935). Além da elevada 

discrepância de afinidade, concentrações maiores de BAPNA não puderam ser testadas 

devido a sua precipitação. Assim, para verificar a inibição competitiva, é recomendada a 

utilização de outros substratos que apresentem maior afinidade por tripsina e que possam 

ser usados em concentrações mais elevadas.  

Pouquíssimos inibidores de tripsina com mecanismos de ação típicos de inibidores 

não-competitivos são descritos na literatura. Exemplos incluem os compostos lupeol 

linoleate, lupeol palmitate e α-amyrin linoleate (Rajic et al., 2000), a proteína multimérica 

humana LEKTI (Mitsudo et al., 2003), o inibidor tipo Kunitz ApTI da semente de 

Adenanthera pavonina (Macedo et al., 2004) e o inibidor tipo Bowman-Birk RgPI da 

semente de Cajanus cajan (Prasad et al., 2010). Alguns desses estudos, no entanto, 

utilizaram regressão linear para o ajuste dos dados de inibição enzimática, como pela 

utilização de gráficos do duplo-recíproco, ou Lineweaver-Burk, que, além de magnificar os 

erros experimentais em comparação com a análise por regressão não-linear, pode induzir 

a conclusões equivocadas quando ao modo de inibição (Copeland, 2013). Assim, talvez seja 

o caso de avaliar alguns desses inibidores de forma minunciosa, especialmente os de alta 

afinidade.  

Visto que as curvas de inibição de tripsina obtidas com o ToPI1s foram semelhantes 

às curvas obtidas com o BPTI nas mesmas concentrações (Figuras 1.24 e 1.32 C e D), e 

devido ao resultado do ensaio de ligação à tripsina imobilizada em SPR com o inibidor BTCI 

(Figura 1.37), concluímos que o ToPI1s é um inibidor do tipo tight-binding com mecanismo 

de ação competitivo, assim como o BPTI e o BTCI (Barbosa et al., 2003; Kawamura et al., 

2011; Otlewski et al., 2001; Prasad et al., 2004).  

Para inibidores mais potentes, o valor de IC50 comumente não reflete a afinidade 

verdadeira desses inibidores, dada pelo valor de Ki. Além disso, enquanto a maioria das 
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enzimas e seus inibidores apresenta coeficiente Hill (h) igual a 1, o ajuste das curvas de 

inibidores mais potentes requer coeficientes Hill maiores que uma unidade (Copeland, 

2013). O coeficiente Hill mede a inclinação da curva da atividade residual com o eixo-x 

(concentração do inibidor) em escala logarítmica, de forma que quanto mais abrupta a 

declividade da curva entre dois valores extremos de inibição, maior o valor em módulo de 

h. Adicionalmente, ele pode indicar cooperatividade e multiplicidade de sítios ligantes. O 

coeficiente Hill para a curva dose-resposta da reação de tripsina com o ToPI1s obtido pelo 

ajuste com regressão não-linear pelo modelo logístico de quatro parâmetros foi, em 

módulo, de aproximadamente 3,0 (Tabela 1.9). Valores elevados de h são comumente 

observados em inibidores que apresentam forte associação com sua enzima alvo 

(inibidores do tipo tight-binding) e inibidores irreversíveis.  

A equação 1.11 define a influência de Ki
app e [E]t nos valores de IC50. 

IC�� =  �]
�^^ + 1

2 �E
C 

Essa equação foi inicialmente derivada por Easson & Stedman (1936), sendo válida 

para todas as razões de Ki
app/[E]t. Para estudar a influência desses termos, Straus & 

Goldstein (1943) dividiram o tratamento de inibição enzimática em três zonas distintas, nas 

quais a razão Ki
app/[E]t era maior do que 10, entre 10 e 0,01, ou menor que 0,01. Nessa 

terceira zona, que corresponde ao caso do ToPI1s, a dissociação do complexo 

enzima:inibidor é negligível, e o inibidor age titrando todas as moléculas de enzima em 

solução. Assim, nessa zona, o valor de Ki
app não pode ser determinado, e o valor de IC50 

corresponde aproximadamente ao valor de ½[E]t. Por esse motivo, inibidores de alta 

afinidade, com Ki
app/[E]t < 0,01, não são bem representados por isotermas e quase não 

apresentam deslocamentos do IC50 em gráficos de atividade fracional vs concentração do 

inibidor, conforme observado para ToPI1s e BPTI (Figuras 1.24 e 1.32 C e D). 

Uma das formas de calcular o valor de Ki
app de um inibidor tight-binding é pelo valor 

do intercepto-y quando x = 0 em um gráfico IC50 versus [E]total (Copeland, 2013; Straus & 

Goldstein, 1943). No entanto, algumas limitações surgem na determinação do valor de Ki
app 

por essa maneira, como a faixa de concentração da enzima utilizada, a correta 

determinação da concentração de enzima ativa na reação, dentre outras. Para um valor 

mais acurado de  Ki
app sugere-se usar concentrações menores de enzima, com o valor da 
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razão [E]t/Ki
app em geral não maior que 50 (Copeland, 2013). Esse gráfico foi obtido para o 

ToPI1s (Figura 1.26). Porém, possivelmente devido às altas concentrações de enzima 

utilizadas, o intercepto-y quando x = 0 seria negativo. Assim, para calcular o valor de  Ki
app 

do ToPI1s por esse modo seria interessante repetir o gráfico IC50 do ToPI1s versus [E]total 

em menores concentrações de tripsina, abaixo de 50 nM. No entanto, deve ser considerado 

também o limite de detecção do espectrofotômetro, que pode levar a maiores flutuações 

dos valores obtidos em baixas concentrações de enzima. 

Outro método para analisar curvas dose-resposta de inibidores tight-binding foi 

desenvolvida por Morrison e colaboradores (Morrison, 1969; Williams & Morrison, 1979), 

e fornece melhor representação da afinidade desses inibidores e melhor ajuste dos dados. 

O ajuste é feito por regressão não-linear utilizando a equação quadrática: 

;`
;�

= 1 −  
4�E
C + �I
 +  �]

�^^6 − a��E
C + �I
 + �]
�^^��  − 4�E
C�I
 

2 �E
C
 

 

Essa equação descreve a velocidade fracional de uma reação enzimática em função 

da concentração de inibidor, a concentrações fixas de enzima e substrato. Nela, a função 

de Ki
app varia de acordo com o modo de inibição. Para inibidores competitivos, por exemplo: 

�]
�^^ =  �] �1 + �S


�D
�  

 

Para inibidores não-competitivos: 

�]
�^^ =  �S
 +  �D

�D�] + �S
c�]
  

Quando α = 1: 

�]
�^^ =  �] 

Para usar a equação de Morrison, é preciso conhecer a concentração do substrato, 

da enzima e também predeterminar o valor de Km para o substrato.  Dessa forma, para 

determinar o valor de Km, curvas de progresso da reação enzimática foram obtidas na 

ausência e na presença de diferentes concentrações de inibidor em quantidades crescentes 
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de substrato (Figura 1.27). De posse dos valores de Km, as curvas dose-resposta da inibição 

da tripsina por ToPI1s foram ajustadas pela equação de Morrison para cada concentração 

de substrato (Figura 1.28 e Tabela 1.11), obtendo-se, assim, os valores de Ki
app. Os valores 

de Ki
app obtidos para o ToPI1s por esse método, no entanto, não foram muito acurados.  

Uma das recomendações para otimizar o ajuste dos dados pela utilização da 

equação de Morrison inclui a maximização dos pontos de [I] na região da curvatura da 

isoterma, onde [I] é aproximadamente igual ao valor de [E]t, uma vez que esse ponto é mais 

informativo para a determinação acurada do valor de Ki
app (Murphy, 2004). Nas curvas 

feitas com o ToPI1s, os pontos foram maximizados na região do IC50, e não da curvatura da 

isoterma, sendo isso algo a se melhorar posteriormente. 

Para quantificar a afinidade do complexo ToP1s:tripsina de forma mais acurada, 

realizamos experimentos usando a plataforma de ressonância plasmônica de superfície 

(SPR) com tripsina imobilizada. Esses experimentos mostraram alta reprodutibilidade, e as 

curvas experimentais dos sensorgramas tiveram boa sobreposição com os dados ajustados 

para o modelo bimolecular simples (A+B ↔ AB), indicando a ocorrência de ligações simples 

entre o complexo ToPI1:tripsina. Mostrou-se que o peptídeo ToPI1s possui alta taxa de 

associação e baixa taxa de dissociação com a tripsina imobilizada em superfície. Em 

conjunto, esses dois fatores contribuem para a alta afinidade do ToPI1s por tripsina. Vimos 

que, embora a temperatura tenha atuado de forma a reduzir o KD, aumentando, assim, a 

afinidade do complexo com o aumento da temperatura, essa variação foi pequena. A 

afinidade do complexo ToPI1:tripsina, medida em termos de KD, foi igual a 530 pM a 25°C. 

Esse valor (5,3 x 10-10 M) está na mesma faixa do valor obtido nos ensaios cromogênicos e 

coloca o ToPI1s entre os mais potentes inibidores de tripsina já caracterizados. Em 

experimentos também realizados em SPR, a constante de dissociação do inibidor tipo 

Kunitz HWTX-XI, da peçonha de aranha, em complexo com tripsina foi de 2,3 x 10-10 M 

(Yuan et al., 2008), semelhante a do ToPI1s. Estudos com ensaios cromogênicos relatam 

um KD de 5 x 10-14 M (Castro & Anderson, 1996) ou 6 x 10-14 M para o BPTI em complexo 

com a β-tripsina (Vincent & Lazdunski (1972), citado por Ascenzi et al. (2003)). 

As constantes de velocidade de associação (ka) e dissociação (kd) do ToPI1s com a 

tripsina, a 25°C, foram 9,66 x 105 M-1.s-1 e 5,12 x 10-4 s-1, respectivamente, possuindo ordem 
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de magnitude semelhante a outros inibidores de tripsina já caracterizados (Iwanaga et al., 

2005; Lopes et al., 2009). 

Além de ser usado para determinar as constantes cinéticas da interação de 

macromoléculas, biossensores baseados em SPR também podem fornecer dados 

referentes aos parâmetros termodinâmicos de uma reação. Para isso, as constantes 

cinéticas devem ser obtidas a partir de reações de ligação realizadas em diferentes 

temperaturas. Os parâmetros termodinâmicos da interação ToPI1:tripsina obtidos em SPR 

(Tabela 1.15) foram semelhantes aos obtidos para outros inibidores de serinopeptidases 

(Tabela 1.16). No geral, essas reações de interação são espontâneas (ΔG negativo, na faixa 

de -10 a -30 kcal.mol-1), endotérmicas (ΔH positivo, na faixa de 2 a 12 kcal.mol-1), e com 

grande contribuição entrópica (ΔS na faixa de 45 a 80 cal.mol-1.K-1) (Ascenzi et al., 1999; 

Baugh & Trowbridge, 1972; de Freitas et al., 1999; Vincent & Lazdunski, 1973). Algumas 

dessas reações possuem também o fator calor específico (ΔCp), que foi considerado nulo 

na reação com ToPI1 devido à dependência linear entre KD e a temperatura na faixa 

utilizada no experimento (15 a 35°C). 

 

Tabela 1.16. Valores de parâmetros termodinâmicos para a ligação de inibidores à tripsina. Os 
valores apresentados foram obtidos a 25°C ou 21°C, no caso dos inibidores RTI-III e MTI-1. 

Inibidor ∆G° (kcal.mol-1) ∆H (kcal.mol-1) ∆S (cal.mol-1.K-1) Ref. 

ToPI1 -12,6 2,3 ± 0,8 49,9 ± 2,8 Esse trabalho. 

Lima bean -12,7 2,1 49,7 
(Baugh & 

Trowbridge, 1972) 

Soybean -12,3 8,6 69,8 
(Baugh & 

Trowbridge, 1972) 

Modified 

soybean 
-10,8 12,6 78,6 

(Baugh & 
Trowbridge, 1972) 

Ovomucoid -10,2 5,6 53,1 
(Baugh & 

Trowbridge, 1972) 

RTI-III -12,69 2,50 55,58 
(Ascenzi et al., 

1999) 

MTI-1 11,59 4,11 55,58 
(Ascenzi et al., 

1999) 

 

Nos inibidores tipo Kunitz, a entropia positiva parece refletir a expulsão das 

moléculas de água associadas à enzima com a ligação do inibidor. Durante a interação, as 

moléculas de água passam de um estado organizado para outro desorganizado, sendo 

excluídas da interface proteína-proteína, o que leva a um aumento de entropia (de Freitas 
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et al., 1999; Lauffer, 1975; Ruhlmann et al., 1973).  O fato de o ToPI1 apresentar metade 

do tamanho desses inibidores, podendo ter, assim, uma menor interface de ligação com a 

tripsina, pode fazer com que esse mecanismo seja diferente. A estrutura tridimensional do 

complexo ToPI1:tripsina pode auxiliar na compreensão do fator entrópico dessa ligação em 

particular. 

Em um modelo experimental associando um biossensor SPR com tripsina 

imobilizada e espectrometria de massa, viu-se que a massa molecular do inibidor clássico 

BPTI permanece a mesma após as fases de associação e dissociação do complexo, 

mostrando que não há clivagem do inibidor pela enzima durante sua interação (Borch & 

Roepstorff, 2004). Apesar disso, alguns inibidores podem ser clivados pela peptidase que 

inibem. No entanto, a constante de velocidade catalítica para a hidrólise do sítio reativo do 

inibidor é, na maioria dos casos, extremamente baixa em pH neutro (ver revisão por 

Krowarsch et al. (2003)). Exemplos de hidrólise do sítio reativo por enzimas inibidas com 

taxas mais elevadas incluem o OGTI, do sapo Odorrana grahami, que possui atividade 

inibidora de tripsina restrita a menos de 10 min de incubação com a enzima (Debowski et 

al., 2012), e o OMTKY3, que tem seu sítio reativo rapidamente hidrolisado pela enzima 

aspergillopeptidase B (Ardelt & Laskowski, 1983). Experimentos para verificar a 

estabilidade do ToPI1s ainda não foram realizados, no entanto, mesmo com uma hora de 

incubação com a tripsina, sua atividade inibitória foi mantida (dados não mostrados). 

As principais vantagens de inibidores tight-binding para uso clínico estão 

relacionadas à alta afinidade desses compostos por suas enzimas-alvo, o que permite a 

inibição completa da enzima com doses razoáveis do fármaco, e também à sua baixa taxa 

de dissociação, fazendo com que permaneçam mais tempo ligados à enzima. Em conjunto, 

esses fatores atuam de forma a reduzir os possíveis efeitos colaterais de um fármaco, uma 

vez que menores doses podem ser usadas e não é preciso manter altos níveis sistêmicos 

do composto para inibir continuamente a enzima-alvo. A alta afinidade é interessante 

também para os estágios posteriores do desenvolvimento de um fármaco, quando é 

necessário, por exemplo, realizar uma otimização da molécula para melhorar sua 

biodisponibilidade e taxa de depuração. Comumente, a otimização de uma molécula 

requer mudanças estruturais que podem ser divergentes dos requisitos estruturais para a 

maior afinidade pela enzima-alvo. Se esse processo for iniciado com um inibidor que 
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apresenta altíssima afinidade, tem-se maior flexibilidade para comprometer parte de sua 

afinidade em função dos outros parâmetros desejados (Copeland, 2013). 

Conforme esperado, a atividade inibidora de tripsina está correlacionada à 

conformação tridimensional do inibidor, uma vez que o ToPI1s reduzido praticamente não 

apresentou atividade inibitória no ensaio cromogênico, inibindo apenas 20% da tripsina 

quando estava na concentração de 3,5 µM Essa pequena porcentagem de atividade pode 

ainda estar relacionada à presença de uma única ponte dissulfeto em algumas moléculas 

da solução de inibidor, visto que análise em MALDI-TOF/TOF MS sugeriu a presença de duas 

séries monoisotópicas sobrepostas (Figura 1.21), uma do peptídeo ToPI1s completamente 

reduzido (3813,21 Da) e outra do peptídeo com uma única ponte dissulfeto formada 

(3811,18 Da). Questões referentes à estrutura secundária do ToPI1s e motivos estruturais 

de inibidores de serinopeptidases serão abordadas no Capítulo 2. Assim como o peptídeo 

ToPI1s, o peptídeo ToPI1s-Met* também apresentou atividade inibidora de tripsina, 

mostrando que a suposta oxidação do resíduo Met30 não interfere significativamente na 

atividade inibitória. 

O ToPI1s não inibiu quimotripsina mesmo na concentração de 4 µM, 10 vezes maior 

que a concentração enzimática utilizada (Figura 1.29). Sugere-se que essa inatividade 

contra quimotripsina seja devido à ausência de um resíduo hidrofóbico na posição P1 do 

ToPI1. Enquanto a tripsina possui afinidade por substratos contendo resíduos básicos 

(Arg/Lys) na posição P1 – resíduos esses que são bastante abundantes na estrutura do 

ToPI1 –, a quimotripsina possui maior afinidade por resíduos hidrofóbicos grandes 

(Phe/Trp/Tyr/Leu/Val) nessa posição, uma vez que a combinação dos resíduos Ser189, Gly216 

e Gly226 cria um bolsão hidrofóbico profundo na enzima (Hedstrom, 2002). No BPTI, que 

possui afinidade por essas duas enzimas (embora maior para tripsina), o resíduo 

positivamente carregado Lys15 (P1) não ocupa o sítio S1 de carga neutra da quimotripsina, 

mas, preferencialmente, compensa formando ligações de hidrogênio com os átomos de 

oxigênio das carbonilas dos resíduos Gly216 e Ser217 da enzima (revisado por Ascenzi et al. 

(2003)). 

Uma vez que, assim como o BPTI, muitos inibidores de peptidases podem 

apresentar afinidade por diferentes enzimas dentro de uma mesma classe ou mesmo em 

outras, sugere-se que seja verificada também a inibição do ToPI1 para outras enzimas. 
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Viabilidade celular 

Os resultados do ensaio de viabilidade celular pelo método MTT mostraram que o 

tratamento das células das linhagens tumorais HeLa e B16F10 com ToPI1s por 48h não 

alterou a viabilidade das células mesmo em concentrações elevadas do peptídeo, como 

440 µM (44 nmoles). Alterações morfológicas também não foram detectadas por 

microscopia de luz invertida. Também não foi observada redução da viabilidade celular de 

fibroblastos não tumorais da linhagem NIH-3T3. 

Essa concentração de peptídeo foi escolhida com base em outros inibidores de 

serinopeptidases com atividade antitumoral descritos na literatura. Dentre eles, o Inibidor 

Bowman-Birk (BBI) é um dos agentes mais estudados. Isolado de sementes de soja, o BBI 

inibe tanto tripsina quanto quimotripsina e age na prevenção e supressão de câncer em 

diversos órgãos e tecidos. Uma formulação de concentrado de BBI já foi testada em vários 

ensaios clínicos, incluindo o tratamento de lesões pré-malignas de leucoplasia oral 

(Armstrong et al., 2000; Armstrong et al., 2013), hiperplasia prostática benigna (Malkowicz 

et al., 2001) e colite ulcerativa (Lichtenstein et al., 2008). Todos esses estudos mostraram 

ausência de toxicidade com o uso da formulação. Apesar de seu uso aparentemente 

promissor, no ensaio clínico apresentado por Armstrong e colaboradores (2013) não houve 

diferença significativa entre o grupo que recebeu placebo e o grupo que recebeu a 

formulação de BBI. Em um ensaio de viabilidade celular com células MCF-7, pelo método 

MTT, o BBI teve pouco efeito (<30% de redução) na viabilidade das células mesmo a 80 µM, 

com tempo de tratamento de 24h. Com 88 µM obteve-se 50% da redução. Além disso, 

mostrou-se que o efeito após 48h de tratamento na dose de 20 µM foi superior ao 

observado após 24h de tratamento, indicando que o BBI é capaz de inibir a viabilidade de 

células MCF-7 de forma sustentada. Sugeriu-se um efeito devido à inibição do proteassoma 

26S (Chen et al., 2005). O inibidor BTCI, isolado de sementes de Vigna unguiculata, também 

reduziu a viabilidade celular na linhagem MCF-7, apresentando um IC50 de 200 µM (Joanitti 

et al., 2010).  

Além das serinopeptidases envolvidas em diferentes processos associados a 

cânceres já descritas na introdução desse trabalho (Borgono & Diamandis, 2004; Han et al., 
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2014; Shields et al., 2010; Uhland, 2006), um estudo recente mostrou a associação de 

inibidores de serinopeptidases com a morte celular mediada por moléculas Fas induzidas 

por citocinas IFN-γ (Shadrin et al., 2015). Nesse estudo, mostraram que tanto uma molécula 

inibidora de enzimas tipo tripsina como um inibidor de enzimas tipo quimotripsina (TLCK e 

TPCK, respectivamente) sensibilizaram células HeLa à morte celular mediada por Fas. Os 

dois inibidores aumentaram a expressão de moléculas FasR na superfície das células via 

IFN-γ, sugerindo um novo mecanismo de ação de inibidores de serinopeptidases como 

agentes antitumorais. Em ensaios antitumorais futuros com o ToPI1s, seria interessante 

avaliar sua possível interação com essas diferentes vias. 

As vantagens de um modelo para câncer in vitro, com linhagens celulares em cultivo 

formando uma monocamada (modelo bidimensional), incluem as condições altamente 

controladas, homogeneidade, descoberta dos mecanismos celulares e reprodutibilidade. 

Por outro lado, dentre as limitações estão a seleção fenotípica e genotípica de células 

durante as adaptações das condições in vitro, acúmulo de mutações nas células ao longo 

do tempo de cultivo, uma população homogênea de células, e isolamento das células do 

microambiente do tumor. Apesar dessas limitações, linhagens celulares tumorais 

continuam sendo o modelo in vitro mais usado para estudos sobre o câncer (Cekanova & 

Rathore, 2014; Ellem et al., 2014). Por não recriarem o complexo multicelular e 

multifatorial de um tumor in vivo (Hanahan & Weinberg, 2011), é difícil comparar os efeitos 

obtidos em um ensaio bidimensional in vitro com o que o ocorre na clínica. Assim, um 

fármaco com efeito promissor in vitro não necessariamente terá potencial no tratamento 

in vivo (Ellem et al., 2014; Johnson et al., 2001; Kunz-Schughart et al., 2004). Visto isso, é 

possível que a atividade inibidora de serinopeptidase ou outras enzimas ainda não testadas 

do ToPI1 lhe traga vantagens no microambiente in vivo de determinados tumores onde 

essas peptidases são hiperexpressas. Dessa forma, outros modelos experimentais podem 

apresentar resultados mais semelhantes ao que ocorre no ambiente multifatorial no qual 

as peptidases estão inseridas (Moin et al., 2012; Sloane et al., 2006). 

Em relação aos estudos com escorpiões, vários compostos já tiveram sua atividade 

antitumoral ou citotóxica caracterizada para diversas linhagens tumorais (ver revisões por 

Nabi et al. (2014) e Ortiz et al. (2015)). Uma toxina que se destaca nesses estudos é a 

chlorotoxin, a qual bloqueia um subtipo de canal de Cl- específico de células de glioma 
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(GCC). Assim, ela vem sendo usada como sonda para esse tipo de tumor, auxiliando na 

detecção de gliomas em fase inicial. Além disso, outra estratégia é a sua utilização como 

molécula carreadora de fármacos antitumorais, uma vez que ela é permeável à barreira 

hematoencefálica e não imunogênica (Dardevet et al., 2015; Ortiz et al., 2015).   

Ainda que a linhagem utilizada tenha sido a NIH-3T3, de fibroblastos murinos, a 

ausência de citotoxicidade contra fibroblastos não tumorais é interessante para a possível 

utilização terapêutica do ToPI1.  

 

Atividade em canais de K+ 

Além da presença do resíduo Lys21 conservado da díade funcional e da similaridade 

com a toxina BmKK4 e outros bloqueadores putativos de canais de K+, o peptídeo ToPI1 

apresenta tamanho e hidrofobicidade semelhante às KTxs escorpiônicas, o que pode ser 

mostrado pelo seu tempo de eluição na peçonha bruta quando analisada por RP-HPLC em 

coluna C-18 (26,3%). Tipicamente, as KTxs da peçonha de escorpiões da família Buthidae 

eluem entre 18-28% de acetonitrila (Batista et al., 2002a; Nascimento et al., 2006). Assim, 

devido a essas características, e visto que alguns inibidores de peptidases apresentam 

dupla funcionalidade, inibindo peptidases e bloqueando canais de K+, sugerimos que o 

ToPI1 poderia apresentar atividade em canais de potássio. No entanto, ao testar o ToPI1s 

na concentração de 5 µM, seu efeito foi mínimo ou nulo nos sete diferentes subtipos de 

canais de K+ testados em sistema patch clamp (hKv1.1, hKv1.4, EAG1, EAG2, hERG1, hERG2 

e hERG3). Na concentração de 20 µM, houve uma redução ligeiramente maior da corrente 

em canais hKv1.1, de 5,1% (a 5 µM) para 18,3% (a 20 µM).  

Os canais de potássio dependentes de voltagem (Kv) formam a maior família entre 

os grupos de canais de K+ humanos, que também incluem as famílias dos canais ativados 

por cálcio (KCa), retificadores de influxo (KIR) e dois poros (K2P) (Gutman et al., 2005). 

Os subtipos da família Kv1 expressos mais abundantemente são Kv1.1, Kv1.2 e Kv1.4 

(Robbins & Tempel, 2012). O canal Kv1.1 é um retificador tardio, com distribuição no 

cérebro, coração, retina e músculo esquelético. Sua principal função é a manutenção do 

potencial de membrana, modulando a excitabilidade elétrica em neurônios e músculos 

(Gutman et al., 2005). Alterações na expressão e distribuição desses canais por meio de 
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deleções ou mutações em seu gene codificador (gene KCNA1) estão associadas a patologias 

neurológicas, incluindo epilepsia e ataxia (Ovsepian et al., 2016; Robbins & Tempel, 2012; 

Tomlinson et al., 2010). O canal Kv1.4 é um canal de rápida inativação (tipo-A) e encontra-

se amplamente distribuído no SNC (principalmente em membranas axonais ou próximo de 

axônios), em miócitos ventriculares e também no músculo esquelético e ilhotas 

pancreáticas (Antz & Fakler, 1998; Cooper et al., 1998; Gutman et al., 2005). A 

superexpressão desses canais é observada em miócitos ventriculares após infartos do 

miocárdio e indução de diabetes (Gutman et al., 2005). 

A família EAG, ou ether-a-go-go, inclui os membros Kv10 (ou EAG), Kv11 (ou ERG, de 

EAG related gene) e Kv12 (ou ELK, de EAG like gene). Em humanos, duas isoformas de canais 

Kv10 são conhecidas, Kv10.1 (EAG1) e Kv10.2 (EAG2). Os canais Kv10.1 são expressos quase 

exclusivamente em tecidos cerebrais e estão envolvidos com a excitabilidade celular, 

processos de memória e proliferação celular (Jimenez-Garduno et al., 2014). Canais Kv10.2 

também são expressos majoritariamente no SNC, mas também foram encontrados em 

músculo esquelético, coração, pulmão, fígado, placenta, rins e pâncreas (Ju & Wray, 2002; 

Ranjan et al., 2011). A superexpressão desses canais é observada em inúmeros tipos de 

câncer, fazendo com que esses canais sejam marcadores para diagnóstico de tumores e 

alvos terapêuticos (Asher et al., 2010; Pardo & Stuhmer, 2014). 

Por sua vez, a subfamília ERG em humanos é formada por três membros: Kv11.1 

(hERG1), KV11.2 (hERG2) e KV11.3 (hERG3). Ao contrário de outros canais Kv, canais hERG 

possuem características de gating distintas, as quais incluem lenta ativação e rápida 

inativação dependente de voltagem (Thouta et al., 2014). Canais hERG são mais 

amplamente expressos que canais EAG e sua função varia de acordo com sua localização 

(Asher et al., 2010). No coração, por exemplo, onde esses canais possuem presença 

dominante, eles conduzem o componente rápido da corrente retificadora tardia de K+ (IKr), 

a qual é crucial para a repolarização do potencial de ação das células cardíacas e, 

consequentemente, para a atividade elétrica e ritmo cardíaco normais; no SNC eles atuam 

na manutenção do potencial de membrana e no desenvolvimento de determinados 

neurônios; no sistema gastrointestinal eles regulam a motilidade do intestino. Esses canais, 

em especial o Kv11.1, também possuem expressão aumentada em diversos tipos de câncer 

e parecem atuar na regulação da proliferação e apoptose de células cancerígenas (Asher et 



 MOURÃO, C. B. F.                       2016 

  145 

al., 2010; Jehle et al., 2011; Pardo & Stuhmer, 2014). Devido a suas características 

específicas nas células cardíacas, o bloqueio moderado de canais hERG pode produzir um 

efeito benéfico antiarrítmico. No entanto, a redução das correntes em canais hERG devido 

a deficiências genéticas ou efeitos adversos de fármacos pode levar à síndrome do QT longo 

congênita ou adquirida, caracterizada pelo prolongamento do potencial de ação, 

prolongamento do intervalo QT no eletrocardiograma de superfície e um risco aumentado 

de arritmias e morte súbita (Thomas et al., 2006; Vandenberg et al., 2012). 

Uma das maiores preocupações com o uso de bloqueadores de canais iônicos como 

agentes terapêuticos é o mal funcionamento de tecidos excitáveis. Para evitar efeitos 

colaterais no SNC é imprescindível a utilização de fármacos que não ultrapassem a barreira 

hematoencefálica, ou a utilização de doses nas quais a difusão para o líquido 

cerebroespinhal é limitada. Essa abordagem deve evitar os possíveis efeitos colaterais no 

caso de canais iônicos que são expressos de forma insignificante fora do SNC. Já no caso de 

canais iônicos que são expressos tanto no SNC quanto fora dele, sugere-se que o risco de 

causar efeitos colaterais no SNC é muito menor que aquele produzido em tecidos 

periféricos, em especial em células cardíacas (Arcangeli & Becchetti, 2015). Assim, se por 

um lado a ausência de atividade evidente do ToPI1 nos canais hKv1.1, hKv1.4, EAG1, EAG2, 

hERG1, hERG2 e hERG3 o impossibilita de ser utilizado no estudo da eletrofisiologia desses 

canais ou no tratamento terapêutico das disfunções que decorrem de seu funcionamento 

anormal, por outro, esse resultado sugere menos efeitos adversos provenientes de sua 

possível utilização em humanos. Além disso, a ausência de atividade em canais hERG ou 

mesmo EAG é uma etapa fundamental para que a utilização terapêutica seja viável. Visto 

que ambos EAG e hERG pertencem à mesma família, eles compartilham cerca de 47% da 

sequência de aminoácidos (Warmke & Ganetzky, 1994). Assim, a maioria dos fármacos que 

atua em canais EAG também bloqueia canais hERG, podendo levar à síndrome do QT longo, 

arritmias cardíacas e morte súbita (Thomas et al., 2006; Vandenberg et al., 2012). Por isso, 

todos os fármacos lançados devem ter seu índice terapêutico determinado para canais 

Kv11.1, o que dificulta o desenvolvimento de terapias que os tenham como alvo, como no 

caso de tratamento terapêutico de tumores com expressão aumentada desses canais.  
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Análise comportamental em camundongos 

O peptídeo ToPI1s injetado via intraperitoneal até a dose de 200 µg por animal não 

causou alterações comportamentais e/ou fisiológicas gerais visíveis em camundongos 

durante as 72h de observação, indicando aparente ausência de toxicidade nas doses 

testadas. Esse ensaio foi realizado visando uma possível futura utilização do ToPI1 em 

ensaios in vivo, uma vez que, como dito anteriormente, a ausência de atividade in vitro, 

como no caso da atividade antitumoral, não garante necessariamente a ausência de 

atividade in vivo.  

Dentre os inibidores de peptidases de escorpiões, a fração IX-1-a, de Mesobuthus 

tamulus, não foi letal a camundongos (20-25 g) mesmo na concentração de 10 mg/kg, via 

intravenosa (Chhatwal & Habermann, 1981). Comparativamente, a dose de 200 µg de 

ToPI1 equivale a 7,1 mg/kg de animal, estando na mesma faixa da fração IX-1-a. Todavia, 

devido ao tamanho reduzido do ToPI1 (metade do composto denominado fração IX-1-a) e 

às diferentes vias de administração, os ensaios não podem ser comparados.  

Inibidores de peptidases do tipo Kunitz parecem também não apresentar efeito 

tóxico em camundongos. O PI denominado Rusvikunin, da serpente Daboia russelii russelii, 

com 6,9 kDa, apresenta maior afinidade por tripsina, embora iniba também outras 

serinopeptidases. Ele não causou letalidade ou alterações comportamentais em 

camundongos ou lagartos, sob 72h de observação, com injeção via i.p. nas doses de 1,0 a 

4,0 mg/kg de animal. Não foram observadas alterações nos tecidos cardíaco, hepático ou 

renal dos animais tratados, nem evidências de coagulação intravascular ou extravasamento 

de eritrócitos (Mukherjee et al., 2014). Além disso, camundongos imunizados com BPTI 

para a produção de anticorpos monoclonais apresentaram baixa resposta imune (Marini et 

al., 1991).  

Devido à baixa imunogenicidade também em humanos, o BPTI (ou aprotinina) é 

bastante usado na clínica como agente antifibrinolítico em cirurgias cardiopulmonares, 

transplante ortópico de fígado e em pancreatite aguda (Ascenzi et al., 2003; Hardy & 

Desroches, 1992). No entanto, resultados obtidos a partir de um grande ensaio clínico 

canadense com a utilização de aprotinina e outros dois análogos antifibrinolíticos em 

pacientes submetidos a cirurgias cardíacas de alto risco indicaram que, apesar de a 
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utilização de aprotinina apresentar menor porcentagem de hemorragia maciça após essas 

cirurgias, a taxa de mortalidade por quaisquer causas no período de 30 dias depois da 

cirurgia foi maior com seu uso em relação aos análogos (Fergusson et al., 2008). Assim, seu 

uso geral em cirurgias cardíacas de alto risco foi descontinuado, e o desenvolvimento de 

novos e potentes inibidores de serinopeptidases humanas com atividade antifibrinolítica 

continua sendo uma perspectiva atraente para o tratamento de doenças (Bajaj et al., 2011; 

Flight et al., 2009; Navaneetham et al., 2013).  

 

Síntese química e oxidação do ToPI1 

Nesse estudo mostramos que a síntese química automática (usando a estratégia 

Fmoc/t-butila em suporte sólido com resina Rink amide) do peptídeo ToPI1 é viável, tendo 

sido reprodutível nas duas vezes em que foi realizada. Igualmente, a oxidação com tampão 

contendo glutationa foi reprodutível e bem sucedida, de forma que, após a purificação do 

composto ToPI1s, o rendimento de peptídeo oxidado puro (> 97% de pureza) com massa 

molecular de 3806,8 Da foi de 7-9%. 

A oxidação para formação das pontes dissulfeto em apenas água não é 

recomendada para esse composto. Esse procedimento foi realizado por 48 h (500 µg de 

extrato de síntese para 10 mL de água, com agitação em vórtex a cada 2 h durante as 

primeiras 10 h, a 4°C) ou pelo período de seis dias, com suplementação artificial de oxigênio 

a 4°C (4 mg de extrato de síntese em 80 mL de água) (dados não mostrados). Embora o 

peptídeo oxidado e ativo contra tripsina tenha sido obtido em ambos os casos, o 

rendimento foi baixo. Além disso, na oxidação por seis dias, mais de uma fração 

cromatográfica com a mesma massa molecular foi obtida no fracionamento em RP-HPLC, 

provavelmente devido a diferentes arranjos conformacionais das pontes dissulfeto. Em um 

ensaio cromogênico realizado com o material correspondente à fração de uma única etapa 

cromatográfica, todas essas frações foram ativas em diferentes porcentagens de inibição 

contra tripsina. Não foram feitas avaliações posteriores correlacionando as diferentes 

conformações estruturais com a atividade inibitória. 

O tamanho reduzido do ToPI1 (33 resíduos de aminoácidos) em comparação com 

os demais PIs caracterizados de escorpiões (59-70 resíduos) tem como vantagem 



 MOURÃO, C. B. F.                       2016 

  148 

possibilitar sua produção por síntese química. Já os demais inibidores de peptidase 

caracterizados de escorpiões (exceto pela fração Fração IX-1-a) foram obtidos a partir da 

expressão heteróloga de precursores identificados em bibliotecas de cDNA de suas 

glândulas de peçonha. Um dos desafios da síntese química concerne às proteínas que 

necessitam de modificações pós-traducionais para exercerem sua atividade biológica. 

Todavia, essa é uma incoveniência também para expressão heteróloga em bactérias 

(Sahdev et al., 2008). Visto que a amidação C-terminal é a única modificação pós-

traducional do ToPI1, e que isso é resolvido com o uso de uma resina Rink amide, a síntese 

química pôde ser utilizada com sucesso para a produção de ToPI1.  

Em um estudo comparando síntese química com expressão heteróloga em E. coli de 

uma toxina inseticida de aranha com 39 resíduos de aminoácidos e três pontes dissulfeto, 

a síntese química mostrou-se um processo com menor consumo de materiais e de maior 

rapidez, apesar do alto custo dos reagentes químicos para a síntese (Clement et al., 2015). 

Embora a síntese química de peptídeos ricos em cisteínas exija uma etapa de oxidação in 

vitro, o mesmo foi necessário para a expressão heteróloga, visto que a toxina foi produzida 

em múltiplas formas oxidadas.  

A síntese do peptídeo ToPI1 foi necessária para a realização dos ensaios biológicos 

devido à quantidade limitada do peptídeo nativo. Embora não tenha sido possível 

identificar o pareamento das cisteínas responsáveis pelas três pontes dissulfeto no 

peptídeo nativo, consideramos que a oxidação do peptídeo sintético tenha ocorrido de 

forma a gerar o composto com conformação estrutural mais energeticamente favorável, 

assim como teria ocorrido na peçonha. Visto que, assim como o peptídeo nativo, o ToPI1s 

também apresentou atividade inibidora de tripsina, e mesma sequência primária e 

formação das três pontes dissulfeto (identificável pela igualdade de massa molecular), 

consideramos satisfatória a qualidade do peptídeo sintético oxidado. Sabemos, no entanto, 

que, com os experimentos realizados até o momento, não se pode concluir que os 

peptídeos ToPI1 nativo e sintético apresentam identidade da conformação tridimensional, 

e que isso pode afetar alguma atividade biológica para a qual a conformação estrutural seja 

essencial. 

Três compostos foram gerados nesse estudo: (i) o peptídeo ToPI1s, idêntico em 

sequência ao peptídeo nativo; (ii) o peptídeo ToPI1s-Met*, com 16 Da a mais em relação 
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ao ToPI1s, sendo sugerido que se refere ao ToPI1s com o resíduo de metionina na posição 

30 (Met30) oxidado; e (iii) o ToPI1s reduzido, obtido a partir da purificação antes da etapa 

de oxidação do extrato da síntese.  

Resíduos de metionina são conhecidos por sua susceptibilidade de oxidação em 

proteínas (Figura 1.44). Sua oxidação pode levar a alterações na função da proteína, 

exercendo assim um mecanismo de regulação da função celular sob diferentes condições 

fisiológicas (Hoshi & Heinemann, 2001). A cadeia lateral da metionina sulfóxido (MetO), 

com um oxigênio extra, é menos flexível e mais polar que a cadeia lateral da metionina 

(Met), a qual é longa, flexível e não-polar. Todavia, não necessariamente a oxidação da Met 

em proteínas leva a alterações estruturais ou perda de função biológica. Há vários 

exemplos de formação de MetO em resíduos específicos de proteínas, alguns levando à 

completa inativação da proteína e outros causando pouco ou nenhum efeito (Gao et al., 

1998; Jimenez-Vargas et al., 2011; Yin et al., 1999). 

 

 
Figura 1.44. Oxidação de resíduos de Metionina. O aminoácido metiona (Met) é facilmente 
oxidado a metionina sulfóxido (MetO) na presença de oxidantes médios. Oxidantes fortes são 
necessários para a oxidação à metionina sulfona (MetO2). Enquanto MetO2 é estável sob 
condições fisiológicas, MetO pode ser reduzido de volta para Met. Adaptado de Hoshi & 
Heinemann (2001). 

 

 Um estudo com a toxina ErgTx1, do escorpião Centruroides noxius, mostrou que a 

oxidação natural da Met35 na toxina recombinante reduziu a afinidade por canais de K+ do 

tipo hERG1 em três ordens de magnitude (Jimenez-Vargas et al., 2011). Visto que a 

oxidação não parece alterar a estrutura tridimensional da toxina, verificou-se que esse 

efeito no IC50 é devido ao papel essencial da Met35 na interação com o turret (hélice 

anfipática S5-P) extracelular do canal. 
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 Mostramos nesse estudo que a possível oxidação da Met30 no ToPI1s não alterou 

sua atividade inibidora de tripsina. Outras atividade biológicas não foram testadas com o 

ToPI1s-Met* devido à ausência de atividade ou baixa atividade do peptídeo ToPI1s nos 

experimentos realizados, como no ensaio eletrofisiológico com canais de K+ ou ensaio de 

viabilidade celular.  
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 Capítulo 2 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Caracterização estrutural do polipeptídeo ToPI1  

e estudo da relação estrutura-função 
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2.1. INTRODUÇÃO 

Nas últimas décadas tem se observado um importante aumento do número de 

sequências de peptídeos e proteínas depositadas em bancos de dados – resultante do 

avanço tecnológico das ferramentas para estudos proteômicos e também transcritômicos 

e genômicos –, e um crescente número de proteínas estruturalmente caracterizadas por 

métodos espectroscópicos, Ressonância Magnética Nuclear (RMN) e cristalografia de raios 

X. Esses métodos têm providenciado uma riqueza de conhecimentos estruturais sobre as 

enzimas e seus inibidores.  

Com isso e com o advento de técnicas da Bioquímica e Biologia Molecular, que 

permitem produzir peptídeos e proteínas mutados em determinados resíduos de 

aminoácidos de interesse, é crescente o conhecimento acerca os mecanismos de interação 

entre esses compostos e seu alvo molecular. Conhecendo-se melhor quais resíduos de 

aminoácidos do peptídeo interagem com a proteína alvo, como no caso de um 

substrato/inibidor com uma peptidase, ou uma toxina e determinado canal iônico, é 

possível desenvolver novos compostos e fármacos que ajam com maior afinidade, e que 

sejam específicos para o alvo de interesse. 

Em relação a inibidores de peptidase, inúmeros estudos da correlação estrutura-

função são apresentados na literatura. Um dos inibidores mais estudados é o BPTI, cuja 

estrutura tridimensional já foi obtida em diversos trabalhos tanto por RMN quanto por 

cristalografia em sua forma nativa, mutada, truncada, mono ou multimérica, livre ou em 

complexo com a tripsina ou outras peptidases (ver revisão por Ascenzi et al. (2003)), 

mostrando-se, assim, uma ferramenta molecular bastante atrativa para o estudo da 

conformação de proteínas, interação proteína/proteína e reconhecimento molecular. PIs 

de outras famílias estruturais também são usados amplamente como ferramentas 

moleculares para estudos de estrutura-função. Nesse contexto, modelos usando o 

pequeno loop reativo canônico dos inibidores tipo Bowman-Birk, baseados na estrutura do 

inibidor SFTI-1, têm chamado atenção (De Veer et al., 2015). 

Já em relação a toxinas de escorpiões que agem em canais de K+, o primeiro estudo 

com mutações pontuais, envolvendo a técnica de alanine scanning (substituição de 

determinados resíduos por Ala), deu-se com a charybdotoxina, ou ChTx (UniProtKB 
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P13487), isolada da peçonha do escorpião Leiurus quinquestriatus hebraeus (Park & Miller, 

1992). Esse estudo mostrou a importância de vários resíduos reativos expostos em sua 

superfície, em especial a Lys27, conforme veremos adiante. Depois disso, vários estudos 

foram publicados com análogos não-nativos, toxinas truncadas ou com mutações pontuais, 

compostos quiméricos, toxinas com marcadores fluorescentes, dentre outros (ver revisão 

por Bergeron e Bingham (2012)). Esses estudos têm demonstrado o papel fundamental da 

implementação de modelagem computacional para o mapeamento de interações 

bimoleculares (Chen & Kuyucak, 2012; Pardo-Lopez et al., 2002; Yu et al., 2004). Além disso, 

têm contribuído bastante para o avanço do estudo de canais iônicos, servindo também 

como modelos de valor inestimável para o desenvolvimento de novas terapias moleculares 

(Bergeron & Bingham, 2012). 

 Abordaremos na introdução desse capítulo os princípios da técnica de 

espectroscopia de dicroísmo circular, a qual é bastante utilizada para avaliar a estrutura 

secundária e a estabilidade química e térmica de peptídeos, sendo uma ferramenta útil e 

prática em estudos com mutações de aminoácidos. Além disso, serão apresentados os 

motivos estruturais das principais classes de inibidores de serinopeptidases, mostrando os 

resíduos-chave para a interação do complexo inibidor:tripsina, e os mecanismos de 

bloqueio de canais de potássio dependentes de voltagem (Kv) por toxinas de escorpiões. 

 

2.1.1. ESPECTROSCOPIA DE DICROISMO CIRCULAR 

O dicroísmo circular (CD, do inglês circular dichroism) tem sido cada vez mais 

reconhecido como uma técnica fundamental para a rápida caracterização estrutural de 

polipeptídeos e proteínas em solução. Resumidamente, o CD é definido como uma forma 

de espectroscopia que mede a absorção diferencial dos dois componentes circularmente 

polarizados, um que gira no sentido horário (R) e outro no anti-horário (L), por uma 

molécula assimétrica. O sinal de CD será registrado na presença de um cromóforo quiral 

(oticamente ativo), o que inclui a maioria das moléculas biológicas. Essa quiralidade pode 

ser dada por: um átomo de C com quatro substituintes distintos; ângulos diedros (C-S-S-C) 

das pontes dissulfeto; ligação covalente a uma molécula quiral; estrutura tridimensional 

assimétrica adotada em solução (Kelly et al., 2005). Em proteínas, os cromóforos de 
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interesse incluem as ligações peptídicas (absorção abaixo de 240 nm), cadeia lateral de 

anéis aromáticos (absorção na faixa de 260 a 320 nm) e pontes dissulfeto (bandas de baixa 

absorção próximo a 260 nm).  

A diferença da absorbância entre os componentes polarizados R e L geralmente é 

dada em termos de elipticidade (θ) em deg (graus), de forma que o espectro do CD é obtido 

pela medida da elipticidade em função do comprimento de onda. Para a apresentação 

gráfica, os dados são normalizados, considerando a concentração molar da molécula inteira 

ou das unidades repetitivas de um polímero, que no caso de proteínas é a ligação peptídica. 

A massa residual média (MRW, do inglês Mean Residue Weight) da ligação peptídica é 

calculada pela fórmula MRW = M/(N-1), onde M é a massa molecular do polipeptídeo ou 

proteína (em Da) e N é o número de aminoácidos desse composto (o número de ligações 

peptídicas é igual a N-1). Para a maioria das proteínas, a MRW é 110 ± 5 Da (Kelly et al., 

2005). Para a conversão da elipticidade observada em um dado comprimento de onda 

([θ]obs, em deg),  para elipticidade média residual ([θ]MRW,, em deg.cm2.dmol-1), usa-se a 

fórmula:  

�d
efg = hBi ×  dklm/�10 × & × R� 

onde d é o caminho óptico (cm) da cubeta e c é a concentração da molécula de interesse 

(g/mL, que é igual a g/cm³).  

O CD pode ser usado para obter diferentes tipos de informação, dentre as quais: 

avaliar os tipos de estrutura secundária que compõem uma proteína (porcentagem de 

hélices e folhas-β, por exemplo); avaliar alterações conformacionais de proteínas mutadas 

ou que receberam um ligante; acompanhar o dobramento de uma proteína obtida por 

biossíntese ou que foi desnaturada; avaliar a estabilidade estrutural da proteína em 

diferentes temperaturas e soluções (Kelly et al., 2005). 

Espectros obtidos na região distante do ultravioleta (far-UV), geralmente de 190 a 

260 nm, são mais comuns, e dão informações quanto aos diferentes tipos de estrutura 

secundária de proteínas. Diferentes elementos secundários possuem espectros CD 

característicos (Figura 2.1). Proteínas com estrutura em α-hélice, por exemplo, possuem 

bandas negativas em 208 e 222 nm e positiva em 193 nm; proteínas com folhas-β 

antiparalelas bem definidas possuem bandas negativas em 218 nm e positivas em 195 nm; 

(2.1) 
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e proteínas com estrutura desordenada possuem baixa elipticidade acima de 210 nm e 

bandas negativas próximo a 195 nm (Greenfield, 2006). Diferentes algoritmos usam os 

dados do espectro far-UV para dar uma estimativa das porcentagens de estruturas 

secundárias de uma proteína. A maioria deles usa um banco de dados com os espectros CD 

de diferentes proteínas cujas estruturas já foram determinadas por cristalografia de raios 

X ou RMN (Sreerama & Woody, 2000; Whitmore & Wallace, 2004).  

 

 

Figura 2.1. Espectros de dicroísmo circular (CD) na região far-UV associados a diferentes tipos 
de estruturas secundárias. Espectro da poli-L-lisina em pH 11,1 com estrutura em α-hélice (1, 
preto) e folha-β antiparalela (2, vermelho), e em pH 5,7 na conformação desordenada (3, verde); 
e colágeno placentário em sua conformação nativa em tripla hélice (4, azul) e desnaturada (5, 
ciano). Retirado de Greenfield (2006). 

 

 

Espectros na região próxima do UV (near-UV), por sua vez, abrangem a região de 

260 a 320 nm, proveniente da absorção por anéis aromáticos. Cada aminoácido possui um 

perfil característico de comprimento de onda: Trp apresenta um pico entre 290 e 305 nm; 

Tyr, entre 275 e 282 nm; e Phe possui bandas mais fracas entre 255 e 270 nm. O formato e 

intensidade das bandas nesse tipo de espectro depende do número e tipo de cada 

aminoácido na proteína, de sua mobilidade, da natureza de seu ambiente (interação com 
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outros grupos químicos) e de sua disposição espacial na proteína (Kelly et al., 2005). 

Embora sua análise seja mais complexa, o espectro near-UV de uma proteína fornece uma 

impressão geral de sua estrutura terciária, a qual pode ser usada, por exemplo, para 

comparar as formas nativa e mutante de uma proteína (Gasymov et al., 2014; Sreerama et 

al., 1999).  

Em relação às técnicas de RMN ou cristalografia de raios X, as quais podem fornecer 

informações das proteínas com resolução em nível atômico, o CD é uma técnica de baixa 

resolução estrutural. Todavia, é uma técnica que requer uma quantidade muito menor de 

amostra, assim como demanda menos tempo de experimento e análise. Dessa forma, um 

espectro de qualidade satisfatória em CD pode ser obtido com ≤ 0,1 mg (far-UV) ou 1,0 mg 

(near-UV e visível) de proteína em cerca de 30 min, sendo ainda uma técnica não destrutiva, 

ou seja, permite recuperar a amostra ao final do experimento. Por sua vez, a cristalografia 

de raios X requer a obtenção de cristais proteicos adequados para a difração dos raios X, 

de forma que a amostra utilizada      não é recuperada após os experimentos; e a RMN 

requer altas concentrações de proteína (geralmente 0,5 mM) e é limitada a proteínas ou 

fragmentos de menor tamanho (≤ 40 kDa). Além disso, o CD apresenta a versatilidade de 

se trabalhar com a proteína sob diferentes condições experimentais e pode ser usado para 

medir as taxas em que as alterações conformacionais ocorrem. O CD pode ser usado ainda 

como uma técnica aliada às demais, verificando a estrutura e estabilidade da proteína sob 

as condições usadas para a RMN (geralmente, pH levemente ácido e temperaturas 

elevadas, com maiores tempos de aquisição), ou para explorar a estrutura da proteína em 

condições próximas às usadas para a cristalização (Kelly et al., 2005). 

 

2.1.2. MOTIVOS ESTRUTURAIS DE INIBIDORES DE PEPTIDASE DE PEÇONHAS ANIMAIS 

Como abordado no Capítulo 1, a maioria dos PIs encontrados em peçonhas animais 

são inibidores de serinopeptidases. Com base em seus motivos estruturais conservados, 

esses inibidores podem ser divididos em muitas classes, sendo a classe dos inibidores do 

tipo Kunitz a mais abundante e bem caracterizada entre elas (Conlon & Kim, 2000; Isaeva 

et al., 2012; Lingaraju & Gowda, 2008; Yuan et al., 2008; Zhao et al., 2011). Essa família foi 

nomeada após a publicação do primeiro inibidor isolado em sua forma cristalina (Kunitz & 
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Northrop, 1936), assim como o primeiro a mostrarem a estequiometria 1:1 típica de 

complexos enzima:inibidor, o primeiro a ser sequenciado, e o primeiro cuja estrutura 

tridimensional foi determinada por cristalografia tanto para o inibidor livre quanto para sua 

forma em complexo com a tripsina, sendo esse inibidor atualmente designado BPTI (bovine 

pancreatic trypsin inhibitor) (ver revisão por Laskowski & Kato (1980)). Os inibidores tipo 

Kunitz (KTI) consistem em uma cadeia polipeptídica de cerca de 60 resíduos de aminoácidos 

comumente estabilizada por três pontes dissulfeto (CI-CVI, CII-CIV, CIII-CV). Eles interagem 

com peptidases pelo mecanismo clássico tipo substrato (Krowarsch et al., 2003), 

majoritariamente pela interação P1-S1, de acordo com a nomenclatura de Schechter e 

Berger (1967). Para mais detalhes sobre os motivos estruturais particulares à cada grupo 

de animais venenosos, ver o artigo de revisão Peptidase inhibitors from marine venomous 

animals and their counterparts in terrestrial venomous animals (Mourão & Schwartz, 2013) 

no Apêndice I. 

A estrutura tridimensional do BPTI, determinada tanto por cristalografia quanto por 

RMN, mostra um motivo α/β/α (Berndt et al., 1992; Deisenhofer & Steigemann, 1975; 

Wagner et al., 1987). O BPTI contém 58 resíduos de aminoácidos, três pontes dissulfeto (CI-

CVI, CII-CIV, CIII-CV) e um núcleo hidrofóbico, e sua estrutura é caracterizada por uma hélice-

310 em seu N-terminal (resíduos 3 a 7), um grampo-β dos resíduos 18 a 35, uma folha-β 

antiparalela envolvendo o resíduo 45 em contato com o 21, e uma α-hélice formada plos 

resíduos 47-56 no C-terminal (Berndt et al., 1992). Estudos de estrutura-função do 

complexo BPTI:tripsina mostraram que a alça exposta ao solvente, formada pelos resíduos 

8-19, é altamente complementar ao sítio ativo da enzima (bolsão S1), de forma que o 

resíduo na posição P1 (Lys15 no BPTI) penetra profundamente o sítio ativo para interagir 

com o resíduo na posição S1 da tripsina (Asp189) (Kawamura et al., 2011; Otlewski et al., 

2001; Prasad et al., 2004) (Figura 2.2). Estudos mostram alta afinidade do complexo 

BPTI:tripsina (PDB ID: 2FTL e 3OTJ), com KD de 5 x 10-14 M (Castro & Anderson, 1996) ou 6 

x 10-14 M (Vincent & Lazdunski (1972), citado por Ascenzi et al. (2003)). 
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Figura 2.2. Estruturas tridimensionais de polipeptídeos isolados de animais venenosos e que 
apresentam o motivo estrutural tipo Kunitz (A-D) e o complexo BTPI:tripsina (E). (A) ShPI-1 (PDB 
1SHP) da anênoma marinha Stoichactis helianthus; (B) conkunitzin-S1 (PDB 2CA7) do molusco 
marinho Conus striatus; (C) HWTX-XI (PDB 2JOT) da aranha Ornithoctonus huwena; (D) anntoxin 
(PDB 2KCR) do anfíbio Hyla annectans; (E) complexo BPTI:tripsina (PDB 3OTJ). As estruturas estão 
mostradas em diagramas de fita, onde as conformações em α-hélice estão indicadas pela cor 
vermelha, as folhas-β por amarelo, as hélices-310 por azul escuro, e as estruturas desordenadas 
por cinza. Em detalhe, o resíduo Lys na posição P1 (azul ciano de A-D). Em B, a posição alterada da 
Lys faz com que a conkunitzin-S1 não possua atividade inibidora de peptidase, apesar de 
apresentar o mesmo motivo estrutural dos demais KTIs. No complexo BPTI:tripsina, os resíduos 
em interação estão mostrados em cinza escuro para BPTI (Lys15 na posição S1) e laranja para 
tripsina (Asp189 na posição P1). A, C, D e E foram obtidos com o programa VMD (visual molecular 

dynamics), e a figura B foi obtida com o programa Discovery Studio 3.5 (Accelrys, Inc). Retirado de 
Mourão & Schwartz (2013). 

 

 Com estrura semelhante à do BPTI, a toxina ShPI-1, da anêmona marinha 

Stichodactyla heliantus, teve sua estrutura determinada por RMN (PDB ID 1SHP) (Antuch 

Complexo BPTI:tripsina (3OTJ) 
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et al., 1993) e também por cristalografia, em complexo com a tripsina (PDB ID: 3M7Q) 

(García-Fernández et al., 2012). Cerca de 40% das interações totais na interface do 

complexo ShPI-1:tripsina são formadas pela Lys13 na posição P1 (Figura 2.2) com o Asp189 

na posição S1 da tripsina. Contribuições adicionais para a estabilidade do complexo são 

dadas pelos resíduos Arg11 (sítio P3) e Ile32. O resídou Arg na posição P3 também está 

presente em outros inibidores de peptidase de anêmonas marinhas, como as kalicludinas 

(AsKC1 a AsKC3) e ShPI-2, além de outros KTIs de serpentes, escorpiões e aranhas (Figura 

2.3). Sugere-se que a menor afinidade à tripsina pelas kalcicludinas, em comparação ao 

BPTI, é devido à presença da Pro19 – equivalente à Pro21 nas dendrotoxinas (Skarżyński, 

1992) –, a qual causa um desfavorecimento para a ligação da tripsina. O BPTI possui um 

resíduo Ile na posição equivalente (Ile19) (Schweitz et al., 1995). Em anêmonas marinhas, a 

maioria das toxinas possui, na posição P1, os resíduos Lys, Arg ou Thr (Isaeva et al., 2012; 

Mourão & Schwartz, 2013), embora tenha sido mostrado que o resíduo Thr nessa posição 

forme menos interações com o sítio ativo da tripsina, levando a valores de Ki mais elevados 

(Gladkikh et al., 2012).  

Na toxina de aranha HWTX-XI (PDB ID: 2JOT), o resíduo Lys14 (P1) também mostrou-

se essencial para a atividade contra tripsina (Yuan et al., 2008). A mutação K14N reduziu 

em cerca de 105 vezes sua potência inibitória, enquanto a mutação K14A levou à ausência 

total de atividade. Propõe-se que a alta afinidade da toxina (KD de 2,3 x 10-10 M) deve-se, 

entre outros fatores, à presença da Phe17, que possui maior cadeia lateral (grupo fenil) que 

a Ile18 do BPTI (Figura 2.3), o que poderia aumentar a superfície hidrofóbica que interage 

com o bolsão hidrofóbico formado pela Phe41 e Lys60 da tripsina. Além disso, os grupos 

amino da longa cadeia lateral hidrofóbica da Arg12 da HWTX-XI tiveram um ótimo encaixe 

no bolsão positivo formado pelas hidroxilas dos resíduos Lys145, Ser146 e Gly148 da tripsina 

(Yuan et al., 2008). 
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Figura 2.3. Alinhamento representativo de inibidores de serinopeptidases tipo Kunitz de animais 
venenosos. Organismos dos quais os PIs foram isolados são indicados pelas linhas coloridas à 
esquerda: azul, anêmonas marinhas; cinza, serpentes; vermelho, escorpiões; amarelo, aranhas; 
verde, anuros; roxo, himenópteros. O alinhamento foi gerado por ClustalW (Larkin et al., 2007) e 
a sequência consenso foi colorida usando Chroma (Goodstadt & Ponting, 2001). Os resíduos-chave 
para a inibição de peptidase com maior especificidade para tripsina ou quimotripsina estão 
marcados em rosa ou azul ciano, respectivamente. O resíduo P1 está mostrado pela seta. Letras 
maiúsculas representam resíduos de aminoácidos. Letras minúsculas denotam: b, grande (big); p, 
polar; h, hidrofóbico; a, aromático. As pontes dissulfeto conservadas estão mostradas pelas linhas 
pretas. Linhas tracejadas mostram a formação de uma nova ponte dissulfeto nas toxinas de 
escorpiões (Chen et al., 2013b). 
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Dentre as toxinas de escorpiões, as rLmKTT-1a, rLmKTT-1b, rLmKTT-1c e rBmKTT-1 

se assemelham aos inibidores tipo Kunitz, mas, diferente desse motivo, possuem um 

padrão distinto das pontes dissulfeto. Nessas toxinas, as cisteínas responsáveis pela ponte 

CII-CIV estão ausentes, como na conkunitzin-S1, mas duas cisteínas adicionais na região C-

terminal parecem formar um nova ponte dissulfeto (Chen et al., 2012a; Zhao et al., 2011). 

Por sua vez, a toxina rBmKTT-2 forma quatro pontes dissulfeto, e não três, como nos 

inibidores tipo Kunitz clássicos (Chen et al., 2012a) (Figura 2.3).  

A elucidação da estrutura em solução da toxina rLmKTT-1a por RMN mostrou uma 

conformação típica dos KTI (Chen et al., 2013b). Esses dados corroboram que, apesar da 

baixa similaridade de sequência primária, resultante de uma diversidade molecular, os 

inibidores tipo Kunitz possuem um motivo estrutural conservado (Chen et al., 2013b). O 

mutante LmKTT-1a-C51A/C59A, com o mesmo padrão de pontes dissulfeto da conkunitzin-

S1, e preservando a estrutura secundária da LmKTT-1a, apresentou afinidade cinco vezes 

menor contra tripsina que a toxina nativa, embora tenha mantido a mesma atividade 

bloqueadora de canal Kv1.3. 

Simulações de dinâmica molecular com o modelo do complexo rLmKTT-1b:tripsina 

(Zhao et al., 2011), com base na interação do BPTI com a tripsina, mostraram as interações 

dos resíduos Lys12, Gly13, Lys14 e Ala15 (Figura 2.3) com o bolsão S1 da tripsina. Nas 

proximidades do sítio ativo também havia fortes interações polares e apolares entre os 

resíduos. O resíduo Phe17 também parece contribuir para o aumento da afinidade. A cadeia 

lateral da Lys14, na posição P1 da rLmKTT-1b, projeta-se dentro do sítio S1 da tripsina, 

formando ligações de hidrogênio com os resíduos Asp176 e Ser192. Assim, sugere-se que, 

apesar de ter um padrão distinto das pontes dissulfeto, a rLmKTT-1b parece interagir com 

a tripsina de forma semelhante aos demais inibidores tipo Kunitz (Zhao et al., 2011).  

Além dos inibidores com motivo estrutural tipo Kunitz, o motivo tipo Ascaris (ATI, 

do inglês Ascaris-type inhibitor) tem sido bastante identificado nas bibliotecas de cDNA da 

glândula de peçonha de escorpiões (Chen et al., 2013c). Membros dessa família 

apresentam cerca de 60 resíduos de aminoácidos e são caracterizados pela presença de 

cinco pontes dissulfeto e quatro cadeias-β curtas organizadas em duas folhas-β 

antiparalelas aproximadamente perpendiculares (Grasberger et al., 1994). Até o momento, 

foram identificados nove PIs tipo Ascaris da peçonha de escorpiões (Chen et al., 2013c; Liu 
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et al., 2015; Song et al., 2014), mas apenas três tiveram suas atividades testadas contra 

peptidases. Suas estruturas tridimensionais ainda não foram elucidadas, de forma que a 

classificação foi feita com base na similaridade de sequência primária. 

Dentre os inibidores de peptidases de animais venenosos, os PIs de anuros são os 

que mais apresentam variação em número de resíduos de aminoácidos e quantidade de 

pontes dissulfeto. Pelo menos seis classes podem ser identificadas (Mourão & Schwartz, 

2013): 

1. PIs longos, consistindo de uma glicoproteína básica de cadeia única, com 22 a 60 kDa; 

2. Inibidores do tipo Ascaris, com 56-61 resíduos de aminoácidos e cinco pontes 

dissulfeto; 

3. Inibidores do tipo Kazal, com 52-78 resíduos de aminoácidos e três pontes dissulfeto; 

4. Inibidores do tipo Kunitz, com 57-62 resíduos de aminoácidos e três pontes 

dissulfeto; 

5. Inibidores com 60 resíduos de aminoácidos e apenas duas pontes dissulfeto; 

6. Inibidores de peptidase de cadeia curta, com 17-18 resíduos de aminoácidos e uma 

única ponte dissulfeto. 

Mesmo nos inibidores de cadeia curta, como o OGTI, do sapo Odorrana grahami, 

que possui 17 resíduos de aminoácidos e estrutura secundária predominantemente 

desordenada, a importância do resíduo Lys13 para a inibição de tripsina foi confirmada pela 

inatividade do composto com a mutação K13A (Li et al., 2008). Estudos posteriores, porém, 

mostraram que a atividade inibitória do OGTI é reduzida com o tempo de incubação, devido 

a sua hidrólise pela tripsina, sendo sua atividade restrita a menos de 10 min de incubação 

com a enzima (Debowski et al., 2012). Outro inibidor de cadeia curta, o HV-BBI, isolado da 

secreção cutânea do sapo Huia versabilis, é composto por 18 resíduos de aminoácidos e 

possui uma ponte dissulfeto entre a Cys5 e Cys15, formando uma alça que é consistente com 

o motivo de inibidores de peptidase tipo Bowman-Birk (Song et al., 2008). A substituição 

da Lys8 por Arg no HV-BBI levou a uma redução de três vezes na afinidade à tripsina, 

enquanto sua substituição por Phe levou à perda total de atividade contra tripsina, mas fez 

com que o peptídeo fosse ativo contra quimotripsina (Song et al., 2008). Tanto o HV-BBI 

como o OGTI apresentam também atividade antimicrobiana (Debowski et al., 2012). 
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A estrutura cristalográfica de um análogo truncado do HV-BBI (resíduos 3-18) em 

complexo com a tripsina (resolução de 1 Å) mostra que a Lys8 projeta-se no bolsão S1 da 

enzima, e o inibidor assume, então, conformação semelhante à do substrato (Figura 2.4 A) 

(Grudnik et al., 2015). Os resíduos do loop de inibição de peptidase, altamente conservados 

nos inibidores Bowman-Birk (BBI) (Figura 2.4 B), contribuem com a afinidade à tripsina 

formando ligações de hidrogênio com o bolsão S1, ou auxiliando na estabilização da 

estrutura em folha-β do inibidor por meio de várias ligações de hidrogênio 

intramoleculares. Os resíduos fora do loop de ligação não são conservados na família BBI e 

fornecem menor contribuição para a interação do complexo enzima:inibidor, embora 

também contribuam para a afinidade do inibidor (Grudnik et al., 2015). 

 

 

Figura 2.4. Estrutura tridimensional de inibidores do tipo Bowman-Birk. (A) Estrutura 
cristalográfica do HV-BBI(3-18) (laranja; apenas uma parte do loop do inibidor está representada) 
em complexo com a tripsina (azul). (B) Sobreposição da estrutura dos inibidores HV-BBI(3-18) 
(laranja), ORB-2 (verde) e SFTI-1 (amarelo), com destaque para o loop conservado. O alinhamento 
mostra que o loop de inibição de peptidases é estruturalmente conservado em inibidores do tipo 
Bowman-Birk. Adaptado de Grudnik et al. (2015). 

 

A família de inibidores Bowman-Birk (BBI) compreende inibidores de 

serinopeptidases encontrados nas sementes de leguminosas e outras plantas. BBIs de 

dicotiledôneas geralmente possuem cerca de 8 kDa e sua cadeia polipeptídica é composta 

por dois subdomínios homólogos, sendo chamados de inibidores de dupla cabeça. Cada 

subdomínio possui um sítio reativo independente localizado em um loop conservado 

exposto ao solvente (Figura 2.4 B), o qual contém nove resíduos de aminoácidos, com uma 
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ponte dissulfeto entre os resíduos 1 e 9. Assim, quando separados, cada subdomínio possui 

atividade inibidora de peptidase. No geral, o subdomínio N-terminal inibe tripsina (Lys/Arg 

na posição P1) e o C-terminal inibe quimotripsina (Phe/Trp/Leu/Met na posição P1), 

elastase (Ala na posição P1) ou tripsina (Laskowski & Kato, 1980; Qi et al., 2005). O resíduo 

P1’ nos dois subdomínios é uma Ser conservada (Figura 2.4 B). Por sua vez, BBIs de 

monocotiledôneas podem ser divididos em duas classes, uma com cerca de 8 kDa e apenas 

um sítio reativo (o outro teria sido perdido ao longo da evolução), e outra com cerca de 16 

kDa e dois sítios reativos. A maioria dos BBIs de monocotiledôneas inibe tripsina. Os BBIs 

de dicotiledôneas têm sete pontes dissulfeto, enquanto os de monocotiledôneas com 

tamanho similar têm cinco pontes, em sua maioria. Em relação aos BBIs de 

monocotiledôneas, os de dicotiledôneas apresentam uma maior especificidade para as 

enzimas inibidas. Esses inibidores parecem conferir resistência contra insetos e patógenos 

nas plantas, tendo sido estudados como agentes de defesa em plantas transgênicas. Além 

disso, têm sido estudados como agentes terapêuticos para a prevenção de câncer, dengue 

e desordens inflamatórias e alérgicas (Qi et al., 2005).  

O loop reativo canônico de nove resíduos dos BBIs tem sido ainda mais explorado 

após a descoberta do inibidor de tripsina de girassol SFTI-1 (do inglês sunflower trypsin 

inhibitor), que é  o menor membro de ocorrência natural da família. Com apenas 14 

resíduos de aminoácidos ciclizados por meio de uma única ponte dissulfeto, o SFTI-1 é o 

mais potente inibidor de tripsina entre os BBIs já caracterizados (Ki de 110 pM) (Zablotna 

et al., 2002). SFTI-1 também inibe catepsina G (Ki < 0,15 nM) e, com menor afinidade, 

quimotripsina (Ki ~ 7,4 µM), elastase (Ki ~ 105 µM) e trombina (Ki ~ 136 µM), não 

apresentando efeito contra fator Xa (Luckett et al., 1999). Sua estrutura já foi determinada 

por RMN e cristalografia (PDB ID 1SFI) (Korsinczky et al., 2001; Luckett et al., 1999), 

propiciando um modelo ideal para o design de novas moléculas inibidoras específicas a 

suas respectivas peptidases. 

Além dos motivos dos tipos Kunitz, Ascaris e Bowman-Birk, o motivo tipo Kazal 

também já foi descrito para outros organismos, dentre os quais anêmonas e anfíbios 

(Gebhard et al., 2004; Kolkenbrock & Tschesche, 1987; Li et al., 2012; Tschesche et al., 

1987). Essa família de PIs recebeu esse nome após a publicação, por Kazal e colaboradores 

(1948), do estudo de um inibidor de tripsina bovina pancreática que é secretado com os 
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zimogênios no suco pancreático de vertebrados, posteriormente denominado de PSTI 

(pancreatic secretory trypsin inhibitor) ou SPINK1 (serine peptidase inhibitor Kazal type 1) 

(Wang & Xu, 2010). O SPINK1 liga-se rapidamente à tripsina, inibindo sua atividade, o que 

levaria à proteção do pâncreas contra a ativação prematura do tripsinogênio, sendo, assim, 

um importante fator para o início da pancreatite. Outras atividades biológicas também 

foram descritas, assim como sua distribuição em vários órgãos e tecidos humanos e 

também em outros organismos (Shibata et al., 1987; Wang & Xu, 2010). Inibidores do tipo 

Kazal são compostos tipicamente por um ou vários domínios, os quais consistem em 50-60 

resíduos de aminoácidos e três pontes dissulfeto. Essa família possui diversos membros, 

dentre os quais os ovomucoides, proteínas abundantes em claras de ovos de aves, os quais 

consistem em três domínios Kazal homólogos, cada um com seu sítio reativo contra 

serinopeptidases (Bode et al., 1985; Kato et al., 1987; Laskowski et al., 1987).  

Outros motivos estruturais de inibidores de peptidases são descritos também para 

os demais organismos (Krowarsch et al., 2003; Laskowski & Kato, 1980; Shewry, 1999). 

 

2.1.3. BLOQUEIO DE CANAIS KV POR TOXINAS DE ESCORPIÕES  

Dentre as quatro famílias de KTxs escorpiônicas, a família α-KTx é a mais estudada 

e com maior número de toxinas descritas. Essas toxinas possuem tipicamente 30 a 40 

resíduos de aminoácidos organizados em uma α-hélice unida a uma folha-β de duas fitas 

antiparalelas por três ou quatro pontes dissulfeto (estrutura CS-α/β). A charybdotoxina, ou 

ChTx, é um exemplo bastante estudado dessa família, e bloqueia canais de K+ ativados por 

Ca2+ (KCa) e canais Kv1.3. Recentemente, sua estrutura em complexo com um canal Kv foi 

elucidada (Banerjee et al., 2013), sendo esta a primeira estrutura resolvida a partir da 

cristalização de uma toxina escorpiônica ligada a canais iônicos (Swartz, 2013). Mostrou-se 

que a porção helicoidal da toxina fica voltada para o lado oposto do canal, enquanto a face 

contendo os resíduos 25-29 da estrutura em folha-β apontam para domínio do poro na 

porção extracelular do canal, bloqueando o fluxo iônico (Figura 2.5 A). Dentre esses 

resíduos, o grupo amino da cadeia lateral da Lys27 interage diretamente com o filtro de 

seletividade, formando ligações de hidrogênio com os átomos de oxigênio das carbonilas 

na porção mais externa do filtro (sítio S1) (Figura 2.5 B). Sugere-se, assim, que um íon K+ 

seria desfavorável neste sítio tanto por repulsão eletrostática, devido à carga positiva do 
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grupo amino da Lys, quanto pela indisponibilidade dos átomos de oxigênio que se ligariam 

ao K+ no sítio S1. Essas observações complementam o que já havia sido mostrado antes por 

meio de mutações sítio-dirigidas e estudos de estrutura-função de diversas KTxs 

escorpiônicas, as quais frequentemente apresentam uma Lys na posição equivalente 

(Figura 2.5 C) (Banerjee et al., 2013). 

 

 
sp|P13487|α-KTx1.1|ChTx -ZFTNVSCTTSKECWSVCQRLHN-TSRGKCMNKKCRCYS- 37 
sp|P24663|α-KTx1.3|IbTx -QFTDVDCSVSKECWSVCKDLFG-VDRGKCMGKKCRCYQ- 37 
sp|P08815|α-KTx2.1|NTx -TIINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN 39 
sp|P46111|α-KTx3.2|AgTx-2 GVPINVSCTGSPQCIKPCKDA-G-MRFGKCMNRKCHCTPK 38 
sp|P46114|α-KTx4.1|Ts7 -VFINAKCRGSPECLPKCKEAIG-KAAGKCMNGKCKCYP- 37 
sp|P55927|α-KTx7.1|Pi-2 ----TISCTNPKQCYPHCKKETG-YPNAKCMNRKCKCFGR 35 

            *     *   *:   .    .**:. **.*    

Figura 2.5. Estrutura do complexo charybdotoxina-canal Kv e exemplos de α-KTxs escorpiônicas. 
A estrutura da toxina em complexo com um mutante do canal Kv1.2 de cérebro de rato (paddle 

chimera) foi determinada por cristalografia de raios-x. (A) Vista do lado extracelular, com a toxina 
(laranja) bloqueando o domínio do poro tetramérico (verde). (B) Filtro de seletividade do 
complexo toxina-canal. Os íons K+ estão representados pelas esferas azuis. A toxina está mostrada 
em laranja, com o detalhe da cadeia lateral da Lys27 ligando-se (linhas tracejadas) aos oxigênios 
das carbonilas do filtro. (C) Alinhamento de sequências de KTxs escorpiônicas de diferentes 
famílias. Os resíduos de cisteína conservados estão mostrados em cinza, os resíduos de Lys 
conservados que interagem com o canal de K+ estão em vermelho, e os resíduos Tyr ou Phe que 
são parte da díade funcional estão em azul. Adaptado de Banerjee et al. (2013). 

 

A Lys27 em conjunto com um resíduo hidrofóbico, tipicamente a Tyr36 (posições em 

relação à ChTx), Phe ou Leu, separados por uma distância de 5-7 Å, constituem a 

denominada díade funcional para a atividade em canais da família Kv1, estando presente 

em muitas neurotoxinas bloqueadoras de canais de potássio (Figura 2.5 C). Enquanto a Lys 

interage com o filtro de seletividade, o resíduo hidrofóbico (aromático ou alifático) interage 

com um grupo de resíduos hidrofóbicos do canal iônico (Mouhat et al., 2005). Na ChTx, por 

A B 

C 
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exemplo, o anel aromático da Tyr36 interage simultaneamente com os resíduos Asp375 e 

Val377 do canal (Banerjee et al., 2013).  

No entanto, o bloqueio de canais Kv1 não depende exclusivamente da díade 

funcional. Na ausência desta, algumas toxinas reconhecem esses canais por meio de um 

anel formado por resíduos básicos, como é o caso da Tc32, do escorpião Tityus obscurus 

(Stehling et al., 2012), da Pi-1, do escorpião Pandinus imperator (Mouhat et al., 2004), e da 

κM-conotoxin RIIIK, de Conus radiatus (Verdier et al., 2005). Nesse modelo, o anel de cargas 

positivas da toxina é usado como uma âncora para os resíduos acídicos do vestíbulo 

externo do poro do canal, e o peptídeo bloqueia a região extracelular do poro como uma 

tampa, por meio de interações eletrostáticas. 

Além dos modelos da díade funcional e do anel de resíduos básicos, estudos 

recentes parecem mostrar um terceiro mecanismo de bloqueio de canais Kv1, no qual 

resíduos com carga negativa estariam alterando o mecanismo clássico de bloqueio do poro 

de canais Kv1 pela Lys da díade funcional (Chen et al., 2015b; Chen et al., 2014). Na toxina 

BmKTX, do escorpião Mesobuthus martensii, o resíduo Asp33 encontra-se espacialmente 

adjacente ao resíduo conservado Lys26 (PDB ID: 1BKT). Devido à forte repulsão eletrostática 

da carga negativa do Asp33 com os resíduos acídicos do vestíbulo externo de canais de K+, 

essa proximidade impede com que a cadeia lateral da Lys26 interaja com o filtro de 

seletividade do canal e bloqueie o poro. Essa repulsão eletrostática parece levar a uma 

reorientação da toxina, que passa, então, a usar o resíduo Arg23 para o bloqueio do poro. 
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2.2. OBJETIVOS 

2.2.1. OBJETIVO GERAL 

Caracterizar a estrutura secundária e a estabilidade química e térmica do peptídeo 

ToPI1s.  Identificar os principais resíduos de aminoácidos essenciais para a interação com 

tripsina, além de compreender o motivo para a ausência de atividade significativa em 

canais de K+ do ToPI1s, a partir de experimentos realizados com dois peptídeos análogos 

do ToPI1, com resíduos de aminoácidos específicos alterados em relação ao peptídeo 

selvagem. 

 

2.2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

o Caracterizar a estrutura secundária e a estabilidade química e térmica do peptídeo 

ToPI1 sintético por meio de espectroscopia de dicroísmo circular; 

o Sintetizar e purificar os análogos ToPI1-K16A e ToPI1-K21A; 

o Comparar o perfil dicroico referente à estrutura secundária dos peptídeos análogos 

com a do ToPI1s por meio de espectroscopia de dicroísmo circular; 

o Verificar a atividade inibidora de tripsina dos peptídeos análogos por meio de 

ensaio cromogênico; 

o Comparar a ação dos análogos em canais Kv1.1 com a ação do peptídeo selvagem 

ToPI1s por meio de ensaios eletrofisiológicos. 
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2.3. MATERIAL E MÉTODOS 

As metodologias usadas nesse capítulo que já foram descritas no capítulo anterior 

serão apresentadas apenas brevemente, ressaltando o que não é compartilhado. 

 

2.3.1. ESPECTROSCOPIA DE DICROISMO CIRCULAR 

Medidas de Dicroismo Circular (CD) foram realizadas em um espectropolarímetro 

JASCO J-815 (Japão), equipado com um controlador de temperatura Peltier (Jasco PTC-

4238715, Japão). O peptídeo ToPI1 sintético oxidado foi analisado na concentração de 0,05 

mg/mL nos seguintes tampões a 2 mM: acetato de sódio pH 3,0 e pH 5,0; Tris-HCl pH 7,0 e 

pH 9,0. Três espectros consecutivos foram registrados para cada experimento na faixa 

distante do ultravioleta (far-UV), de 190 a 260 nm, em cubeta de quartzo de 0,1 cm, a uma 

velocidade de 50 nm/min. A média dos três espectros foi acumulada e subtraída da linha 

de base da respectiva solução tampão.  

A estabilidade térmica do ToPI1 sintético oxidado (0,05 mg/mL) foi analisada nas 

condições anteriores, aumentando-se a temperatura de 25 a 95°C, permitindo a 

temperatura equilibrar antes de registrar cada espectro. Para evitar a evaporação da 

amostra, 200 µL de óleo mineral foram adicionados à cubeta, de forma a não prejudicar a 

leitura. As curvas de desnaturação térmica foram obtidas com leituras do sinal dicroico em 

208 nm, em um intervalo de 0,1°C. A cada 10°C, três espectros dicroicos foram obtidos na 

faixa distante do UV, de 190 a 260 nm, com leitura a cada 0,1 nm. A média dos registros 

acumulados na presença de ToPI1 foi subtraída dos respectivos controles (ausência de 

ToPI1). O mesmo experimento foi realizado com o peptídeo ToPI1 sintético reduzido (0,045 

mg/mL), purificado antes da etapa de oxidação, em pH 3 e 9.  

Os dados de elipticidade observada foram convertidos de miligraus para 

elipticidade média residual ([θ]MRW) em deg.cm2.dmol-1 (Kelly et al., 2005), considerando 

uma massa molecular média de 115 Da por resíduo. Os programas utilizados para o registro 

e tratamento dos dados foram o Spectra Manager (JASCO) e OriginPro 8.0. A suavização 

dos dados foi feita pelo método da Média adjacente (Adjacent-averaging), utilizando um 

intervalo de 40 pontos. Os espectros obtidos foram analisados quanto à intensidade e 
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posição das bandas dicroicas. O conteúdo de estruturas secundárias do ToPI1 a 25 e 95°C 

foi estimado pelo software de deconvulução CDNN (Versão 2.1) (Bohm et al., 1992). 

Os perfis dicroicos do peptídeo ToPI1 nativo, obtido a partir da peçonha, e dos 

análogos ToPI1-K15A e ToPI1-K21A, foram obtidos de forma semelhante, porém apenas a 

25°C. Os análogos foram dissolvidos em tampão Tris-HCl 2 mM pH 7,0 e o peptídeo nativo 

foi dissolvido apenas em água. O perfil dicroico do ToPI1s dissolvido apenas em água foi 

obtido para fins comparativos. 

Esses ensaios foram realizados no Laboratório de Espectrometria de Massa, 

EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, sob supervisão da pesquisadora Dra. Sonia 

M. de Freitas. 

 

2.3.2. SÍNTESE QUÍMICA EM FASE SÓLIDA E FORMAÇÃO DAS PONTES DISSULFETO DE DOIS 

ANÁLOGOS 

Dois análogos foram gerados a partir da comparação das sequências de 

aminoácidos do ToPI1 com inibidores de tripsina e toxinas bloqueadoras de canais de 

potássio, e denominados ToPI1-K16A e ToPI1-K21A, havendo a substituição da Lys16 ou 

Lys21 por Ala16 e Ala21, respectivamente (Figura 2.6). 

 
                          1           10             20             30    33 

ToPI1  ILKRCKTYDD CKDVCKARKG KCEFGICKCM IKS 
ToPI1-K16A ILKRCKTYDD CKDVCAARKG KCEFGICKCM IKS 
ToPI1-K21A ILKRCKTYDD CKDVCKARKG ACEFGICKCM IKS 

Figura 2.6. Sequência do ToPI1 e de seus dois peptídeos análogos a serem sintetizados. Em cinza 
estão destacados os resíduos Cys. Em azul e vermelho estão destacados os resíduos sugeridos 
como essenciais para a atividade inibidora de tripsina e bloqueadora de canais de K+, 
respectivamente. Acima encontra-se o número de resíduos de aminoácidos (AA). 

 

Os dois análogos foram sintetizados usando a estratégia Fmoc/t-butila (9-

fluorenilmetoxicarbonila) em suporte sólido, da mesma forma descrita anteriormente para 

o peptídeo ToPI1s, assim como as etapas de clivagem e oxidação para formação das pontes 

dissulfeto (seção 1.4.6). Também utilizou-se a resina Rink Amide MBHA (100-200 mesh) 

(Novabiochem®), com grau de  substituição 0,60 mmol/g (peso sugerido de 166,67 mg). A 
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verificação dessas etapas foi feita em espectrômetro de massa do tipo MALDI-TOF/TOF 

Ultraflex III, conforme descrito na seção 1.4.4. Alterações foram feitas apenas em relação 

à quantidade de solventes e Fmoc-aminoácidos usados. Os dois análogos foram 

sintetizados concomitantemente, em escala para a produção de 100 µmol de cada 

peptídeo  (375,77 mg), e excesso molar de quatro equivalentes. Para esses parâmetros, 

foram utilizados os seguintes reagentes e Fmoc-aminoácidos (Tabelas 2.1 e 2.2):  

 

Tabela 2.1. Reagentes utilizados para a síntese dos análogos ToPI1-K16A e ToPI1-K21A. Todas as 
soluções foram preparadas em N,N-dimetilformamida (DMF). Para o preparo dos reagentes, 
utilizou-se o volume calculado. 

Reagente Fornecedor 
Peso 

sugerido (g) 
Volume  

sugerido (mL) 
Volume  

calculado (mL) 

N,N-dimetilformamida (DMF) Scharlau - 7000 5429 

4-metil-piperidina 20% Carvalhaes - 500 396 

4-metil-morfolina (4-NMM)  0,4 M Sigma-Aldrich 8,13 200 132 

TBTU  (ativador) 
Peptides 
International, Inc 

25,69 
200 

132 

 

Tabela 2.2. Fmoc-aminoácidos utilizados para a síntese dos análogos ToPI1-K16A e ToPI1-K21A. 
Os dois análogos foram sintetizados concomitantemente, com escala de síntese para a produção 
de 100 µmol de cada peptídeo (375,77 mg). Para a síntese, utilizou-se o volume calculado  para 
cada F-moc aminoácido diluído em DMF. Todos os aminoácidos foram obtidos da Peptides 
International, Inc. 

Símbolo Tipo Qde* 
Peso 

sugerido (mg) 
Volume  

sugerido (mL) 
Volume  

calculado (mL) 

A Fmoc-Ala 4 1619 13 8 

C Fmoc-Cys (Trt) 12 6794 29 24 

D Fmoc-Asp (OtBu) 6 2798 17 12 

E Fmoc-Glu (OtBu) 2 1532 9 4 

F Fmoc-Phe 2 1395 9 4 

G Fmoc-Gly 4 1546 13 8 

I Fmoc-Ile 6 2403 17 12 

K Fmoc-Lys (Boc) 14 6186 33 28 

L Fmoc-Leu 2 1272 9 4 

M Fmoc-Met 2 1337 9 4 

R Fmoc-Arg (Pbf) 4 3374 13 8 

S Fmoc-Ser (tBu) 2 1380 9 4 

T Fmoc-Thr (tBu) 2 1431 9 4 

V Fmoc-Val 2 1222 9 4 

Y Fmoc-Tyr (tBu) 2 1654 9 4 

* Refere-se à quantidade de cada F-moc aminoácido nas sequências dos dois análogos combinados. 
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2.3.3. PURIFICAÇÃO DOS ANÁLOGOS SINTÉTICOS 

Os dois análogos sintéticos oxidados foram purificados por RP-HPLC de maneira 

semelhante à descrita para o peptídeo ToPI1s, conforme apresentado na seção 1.4.6.1. A 

primeira etapa de purificação também foi com uma coluna preparativa Vydac 218TP-1022 

C18 (250 x 22 mm, partícula de 10 µm, poro de   300 Å). Já as duas etapas seguintes foram 

com coluna analítica Phenomenex C18 Synergi Fusion-RP (250 x 4,60 mm, partícula de 4 

µm, poro de 80 Å). Na primeira etapa, alíquotas de aproximadamente 25 mg da amostra 

obtida da síntese e oxidada foram filtradas (filtro Millex-LCR hidrofílico PFTE, com 0,45 µm 

de poro e 25 mm de diâmetro, Millipore) e cromatografadas em coluna preparativa, com 

fluxo de 10 mL/min, conforme gradiente binário apresentado na Tabela 2.3 (etapa 1). 

Depois, as frações foram analisadas em espectrômetro de massa do tipo MALDI-TOF/TOF 

Ultraflex III, conforme descrito na seção 1.4.4, e a fração principal, contendo o peptídeo 

com 3750,35 Da (correspondente à massa molecular de cada análogo oxidado), foi 

cromatografada em coluna analítica C18, a 45°C, com fluxo de 1,0 mL/min e gradiente 

apresentado na Tabela 2.3 (etapa 2). A fração principal foi posteriormente cromatografada 

pelo mesmo método da etapa 2. Após purificação, os dois peptídeos tiveram sua massa 

molecular novamente verificada e foram posteriormente quantificados (conforme seção 

1.4.3), liofilizados e armazenados a -20°C.  

 

Tabela 2.3. Gradientes de soluções utilizados nas etapas de fracionamento para a purificação 
dos peptídeos oxidados ToPI1-K16A e ToPI1-K21A. A etapa 2 foi realizada duas vezes seguidas 
para cada peptídeo. O gradiente binário consta de uma solução aquosa de TFA 0,12% (A) e de 
uma solução de acetonitrila e TFA 0,1% (B), com fluxo de 10,0 mL/min na etapa 1 e 1,0 mL/min 
na etapa 2. Em negrito está destacado o intervalo de tempo em que a fração de interesse elui. 

ToPI1-K16A e ToPI1-K21A 

Coluna preparativa 
etapa 1 

Coluna analítica 
etapa 2 

Tempo (min) Solução B (%) Tempo (min) Solução B (%) 

0 5 0 7 

5 5 5 16 

30 50 33 22 

35 95 35 95 

45 95 40 95 

45,01 Fim 41 5 

- - 41,01 Fim 
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2.3.4. ESPECTROMETRIA DE MASSA 

A massa molecular e o grau de pureza dos análogos sintéticos foram analisados em 

um espectrômetro de massa do tipo MALDI-TOF/TOF UltraFlex III, Autoflex Speed ou 

UltrafleXtreme (Bruker Daltonics, Alemanha), operando no modo positivo refletido e linear, 

conforme descrito na seção 1.4.4. 

 

2.3.5. ENSAIOS DE INIBIÇÃO DE TRIPSINA COM ANÁLOGOS 

Os dois peptídeos análogos tiveram sua atividade inibidora de tripsina testada pelo 

método cromogênico, pela quantificação da ação enzimática de forma indireta por meio 

da liberação do produto (p-nitroanilina). Este experimento foi realizado conforme descrito 

previamente para o peptídeo ToPI1s (seção 1.4.7.1), utilizando as mesmas concentrações 

e reagentes, com concentração final de substrato igual a 0,4 mM.  

 

2.3.6. ENSAIOS ELETROFISIOLÓGICOS COM ANÁLOGOS 

Os ensaios eletrofisiológicos em sistema patch clamp foram realizados conforme 

exposto na seção 1.4.9, porém apenas em canais hKv1.1. Foram testados o peptídeo ToPI1s 

e os análogos ToPI1-K16A e ToPI1-K21A, todos a 20 µM (n ≥ 3). Gráficos da corrente em 

função da corrente máxima (I/Imáx) foram construídos para todos os grupos. A normalidade 

dos dados foi testada pelos testes Kolmogorov-Smirnov, D’Agostino-Pearson e Shapiro-

Wilk (α = 0,05). Posteriormente, aplicou-se o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis (α = 

0,05). Essas análises foram realizadas com o programa GraphPad Prism versão 6.0.  
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2.4. RESULTADOS 

2.4.1. ESTRUTURA SECUNDÁRIA E ESTABILIDADE QUÍMICA E TÉRMICA DO TOPI1S 

Devido à baixa disponibilidade do polipeptídeo ToPI1 isolado da peçonha do 

escorpião Tityus obscurus, tivemos que realizar os estudos de caracterização da atividade 

biológica (Capítulo 1) e estrutural com o polipeptídeo sintético, com mesma sequência 

primária do nativo e com a formação de três pontes dissulfeto. Os perfis dicroicos dos 

compostos nativo e sintético dissolvidos em água foram obtidos em espectropolarímetro 

de dicroísmo circular a 25°C na faixa distante do ultravioleta (far-UV), de 190 a 260 nm 

(Figura 2.7). Os espectros se sobrepõem em quase todos comprimentos de onda, com uma 

pequena diferença na banda mais negativa, que se encontra próximo a 205 nm no ToPI1 

nativo e levemente deslocada para 208 no ToPI1s. 

 

 

Figura 2.7. Espectros dicroicos dos polipeptídeos ToPI1 nativo (linha contínua) e seu sintético 
ToPI1s (linha pontilhada). As análises foram realizadas na região distante do UV a 25°C, sob as 
mesmas condições para ambos os peptídeos dissolvidos em água deionizada. Para o peptídeo 
sintético usou-se a concentração de 0,05 mg/mL, e para o nativo, de 0,045 mg/mL. 

 

As análises de deconvolução dos espectros no programa CDNN com o banco de 

dados complex CD spectra sugerem ausência de diferenças evidentes entre ToPI1 e ToPI1s 
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(Tabela 2.4). Este banco foi utilizado em todas as análises subsequentes por apresentar a 

porcentagem total mais próxima de 100%. 

 

Tabela 2.4. Porcentagem das estruturas secundárias (%) do ToPI1 nativo e seu sintético ToPI1s. 
As análises foram realizadas no programa CDNN com base na rede complex CD spectra, de 195 
a 260 nm. Os peptídeos oxidados foram diluídos em água, na concentração de 0,05 mg/mL para 
o ToPI1s e 0,045 mg/mL para o ToPI1.  

Estrutura secundária ToPI1 ToPI1s 

Hélice 10,1 10,9 
Folha-β antiparalela 24,1 21,7 
Folha-β paralela 4,3 4,2 
Voltas-β 24,6 25,6 
Desordenada 37,8 38,2 

Total 100,8 100,6 

 

O polipeptídeo ToPI1 sintético oxidado, à concentração de 0,05 mg/mL, foi 

analisado em espectropolarímetro de dicroísmo circular na faixa distante do ultravioleta 

(far-UV), de 190 a 260 nm, em diferentes temperaturas e diferentes valores de pH. As 

análises de deconvolução dos espectros a 25 e 95°C no programa CDNN com o banco de 

dados complex CD spectra sugerem predominância de estruturas do tipo β (folhas-β e 

voltas-β) e desordenadas (Tabela 2.5). 

 

Tabela 2.5. Porcentagem das estruturas secundárias (%) do ToPI1s. As análises foram realizadas 
no programa CDNN com base na rede complex CD spectra, com 0,05 mg/mL de peptídeo em 
tampão acetato de sódio 2 mM pH 3,0 e 5,0, e tampão Tris-HCl 2 mM pH 7,0 e 9,0, considerando 
os comprimentos de 195 a 260 nm. 

Estrutura secundária 
pH 3,0 pH 5,0 pH 7,0 pH 9,0 

25°C 95°C 25°C 95°C 25°C 95°C 25°C 95°C 

Hélice 12,2 12,0 13,1 13,9 13,9 13,7 13,0 11,6 
Folha-β antiparalela 13,7 17,4 11,9 13,4 12,2 14,9 14,4 19,9 
Folha-β paralela 3,5 4,0 3,4 3,8 3,6 4,0 3,8 4,2 
Voltas-β 29,3 26,2 31,8 28,3 29,1 26,2 28,1 24,7 
Desordenada 42,2 39,7 43,1 41,3 41,8 40,0 40,7 38,6 

Total 100,9 99,3 103,1 100,6 100,6 98,7 100,0 99,0 

 

Tanto o efeito do pH (Figura 2.8) quanto o da temperatura (Figura 2.9) na estrutura 

secundária do peptídeo foram discretos, havendo apenas pequenas variações nas 

porcentagens de estruturas secundárias (Tabela 2.5).  
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Figura 2.8. Efeito do pH na estrutura secundária do peptídeo ToPI1s oxidado a 25°C. Espectro 
obtido na região distante do UV, com 0,05 mg/mL de peptídeo, a 25°C, em tampão acetato de 
sódio pH 3,0 (preto) e pH 5,0 (azul); e tampão Tris-HCl pH 7,0 (vermelho) e pH 9,0 (verde). 

 

Na Figura 2.9 observa-se a pouca variação nos espectros dicroicos com o aumento 

da temperatura, de 25 a 95°C. Em valores de pH mais extremos, como 3,0 e 9,0, essa 

variação foi levemente maior que em pH 5,0 e 7,0. O cálculo de estruturas secundárias 

(Tabela 2.5) sugere um leve aumento na porcentagem de estruturas em folha-β 

antiparalelas em pH 3,0 e 9,0 a 95°C, em relação a 25°C. 

A estabilidade térmica do ToPI1s pode ser também observada pela linearidade da 

curva de desnaturação térmica (Figura 2.10) com variação do sinal dicróico na faixa de ~-

17500 a -11000 deg.cm2.dmol-1, sem atingir valores de elipticidade molar próximos de zero 

– um indicativo de desnaturação térmica. O gráfico mostra que, independente do pH, na 

faixa de 3,0 a 9,0, o peptídeo não desnaturou até os 95°C, o que inviabilizou calcular os 

parâmetros termodinâmicos. Não houve indícios de precipitação proteica em 

temperaturas elevadas. 
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Figura 2.9. Espectro na região distante do UV do peptídeo ToPI1s em função da temperatura e 
pH. As análises foram realizadas com 0,05 mg/mL de peptídeo, de 25 a 95°C, em tampão acetato 
de sódio pH 3,0 (A) e pH 5,0 (B); e tampão Tris-HCl pH 7,0 (C) e pH 9,0 (D). 
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Figura 2.10. Efeito da temperatura na estrutura do peptídeo ToPI1s oxidado. As análises foram 
realizadas com 0,05 mg/mL de peptídeo, de 25 a 95°C, em tampão acetato de sódio pH 3,0 e pH 
5,0  e tampão Tris-HCl pH 7,0 e pH 9,0. O monitoramento da desnaturação foi realizado a 208 
nm. As curvas representam a suavização dos dados nos difentes valores de pH (método de 
média adjacente com intervalo de 40 pontos). 

 

Para avaliar a estrutura secundária e estabilidade térmica do peptídeo ToPI1s em 

sua forma reduzida, uma alíquota do peptídeo sintético foi purificada antes da etapa de 

oxidação. O experimento foi conduzido nas mesmas condições do peptídeo oxidado, porém 

na concentração de 0,045 mg/mL, e análises apenas nos valores de pH mais extremos – 3,0 

e 9,0. 

Os espectros dicroicos obtidos a 25°C do peptídeo reduzido e oxidado, em pH 3,0 e 

9,0, estão apresentados na Figura 2.11. A diferença entre os espectros sugere alteração 

conformacional do peptídeo reduzido em relação ao oxidado, conforme esperado. 

Enquanto o peptídeo oxidado apresenta um espectro que sugere maior presença de 

estrutura em α-hélice em relação ao peptídeo reduzido, indicada pela banda próxima a 208 

nm, o espectro do peptídeo reduzido sugere predominância de estruturas desordenadas, 

indicada pela banda negativa próxima a 195-200 nm. 
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Figura 2.11. Espectros dicroicos do peptídeo ToPI1s reduzido (vermelho) e oxidado (preto) em 
pH 3,0 e 9,0. As análises foram realizadas na região distante do UV a 25°C, sob as mesmas 
condições para ambos os peptídeos, em tampão acetato de sódio pH 3,0 e tampão Tris-HCl pH 
9,0. Para o peptídeo oxidado usou-se a concentração de 0,05 mg/mL, e para o reduzido, de 0,045 
mg/mL.  

 

Para uma comparação mais acurada, as porcentagens de estruturas secundárias 

foram calculadas no programa CDNN, utilizando o banco complex CD spectra como 

referência (Tabela 2.6). Conforme observado na figura anterior, a análise no CDNN sugere 

que, a 25°C, o peptídeo reduzido possui cerca da metade de α-hélices em relação ao 

peptídeo oxidado (comparação com os resultados apresentados na Tabela 2.5). A 

porcentagem sugerida de folhas-β foi maior no peptídeo reduzido. Já os demais valores 

foram semelhantes. 

 

Tabela 2.6. Porcentagem das estruturas secundárias (%) do ToPI1s reduzido. As análises foram 
realizadas no programa CDNN com base na rede complex CD spectra, de 195 a 260 nm, com 
0,045 mg/mL de peptídeo em tampão acetato de sódio 2 mM pH 3,0 e tampão Tris-HCl 2 mM 
pH 9,0. 

Estrutura secundária 
pH 3,0 pH 9,0 

25°C 95°C 25°C 95°C 

Hélice 6,5 10,2  8,4 11,5 
Folha-β antiparalela 22,0 22,2 18,9 21,0 
Folha-β paralela 3,1 4,1 3,3 4,3 
Voltas-β 29,9 24,9 30,8 24,7 
Desordenada 41,5 38,4 41,0 38,00 

Total 103,1 100,0 102,4 98,4 
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Observa-se que, assim como para o peptídeo oxidado, os diferentes valores de pH 

não interferem significativamente no conteúdo das estruturas secundárias do peptídeo 

reduzido (Tabela 2.6), embora o efeito do pH seja maior no peptídeo reduzido do que no 

oxidado (Figura 2.11). Entretanto, aqui se observa uma alteração levemente maior em 

função da temperatura (Figura 2.12). O aumento da temperatura promoveu alterações 

conformacionais no polipeptídeo reduzido, condizentes com as alterações nos valores da 

banda dicroica próxima de 200 nm, com o aumento na porcentagem de formações 

estruturadas (hélices e folhas-β) e leve redução de voltas-β e estruturas desordenadas. 

 

 

Figura 2.12. Espectros na região distante do UV do peptídeo ToPI1s reduzido em função da 
temperatura e pH. As análises foram realizadas com 0,045 mg/mL de peptídeo em sua forma 
reduzida, de 25 a 95°C, em tampão acetato de sódio pH 3,0 (A) e tampão Tris-HCl pH 9,0 (B). 

 

Em comparação com o peptídeo oxidado, com o aumento da temperatura os 

espectros do peptídeo reduzido apresentam maior redução das intensidades das bandas 

dicroicas próximas de 200 nm, além de haver um deslocamento gradativo da banda 

próxima de 200 nm para maiores comprimentos de onda, próximos de 205 nm – região do 

espectro típica de estruturas em α-hélice.  

Apesar de o peptídeo reduzido apresentar maior variação do espectro dicroico em 

comparação ao peptídeo oxidado, sua desnaturação térmica não foi observada, não sendo 

possível, portanto, o cálculo dos parâmetros termodinâmicos (Figura 2.13).  
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Figura 2.13. Efeito da temperatura na estrutura do peptídeo ToPI1s reduzido. As análises foram 
realizadas com 0,045 mg/mL de peptídeo, de 25 a 95°C, em tampão acetato de sódio pH 3,0 
(vermelho) e tampão Tris-HCl pH 9,0 (preto). O monitoramento da desnaturação foi realizado a 
208 nm. 

 

2.4.2. SÍNTESE E PURIFICAÇÃO DOS ANÁLOGOS 

Os análogos ToPI1-K16A e ToPI1-K21A foram efetivamente sintetizados. Em sua 

forma reduzida, apresentaram massa molecular experimental [M+H]+ igual a 3756,2 e 

3756,3, respectivamente (Figura 2.14). A massa molecular teórica esperada para esses 

compostos reduzidos e com o C-terminal amidado é [M+H]+ = 3756,9 (uma vez que em 

ambas as sequências um resíduo Lys foi substituído por Ala, a massa molecular é a mesma 

nos dois análogos). Após clivagem e liofilização do extrato da síntese, a quantificação por 

peso seco mostrou 280 mg para o ToPI1-K16A e 293 mg para o ToPI1-K21A. 
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Figura 2.14. Massa molecular dos análogos reduzidos ToPI1-K16A (superior) e ToPI1-K21A 
(inferior). Espectro obtido por MALDI-TOF/TOF MS UltrafleXtreme (Bruker Daltonics, 
Alemanha), operando em modo positivo refletido, com matriz saturada de ácido α-ciano-4-
hidroxicinâmico. 

 

Alíquotas de cerca de 50 mg de cada análogo foram oxidadas para a formação das 

pontes dissulfeto e posteriormente purificadas. A etapa 1 consistiu em um fracionamento 

em coluna preparativa, para remoção do sal do tampão de oxidação e dos subprodutos de 

síntese. O peptídeo ToPI1-K16A eluiu aos 22,70 min (36,86% de B) e o ToPI1-K21A eluiu aos 

22,78 min (37,0% de B) (cromatogramas não mostrados). Depois, essas frações foram 

cromatografadas em coluna analítica C18 (Figura 2.15). O ToPI1-K16A eluiu aos 12,99 min 

(17,71% de B) e o ToPI1-K21A eluiu aos 12,44 min (17,59% de B). Em seguida, essas duas 

frações foram recromatografadas (Figura 2.15, quadros internos): o ToPI1-K16A eluiu aos 

12,25 min (17,55% de B) e o ToPI1-K21A eluiu aos 12,45 min (17,60% de B). Após essas três 

etapas cromatográficas, os peptídeos foram obtidos com grau de pureza de 

aproximadamente 98% (quantificação aproximada pela área sobre a curva). 



 MOURÃO, C. B. F.                       2016 

  183 

 
Figura 2.15. Fracionamento em coluna analítica C18 dos peptídeos análogos ToPI1-K16A (A) e 
ToPI1-K21A (B). (A) Perfil cromatográfico de aproximadamente 1,0 mg da fração principal de 
ToPI1-K16A eluída aos 22,70 min (36,86% de B) na corrida em coluna preparativa. O quadro 
interno mostra a recromatografia da fração principal em coluna analítica, eluída aos 12,99 min 
(17,71% de B). (B) Perfil cromatográfico de aproximadamente 1,0 mg da fração principal de 
ToPI1-K21A eluída aos 22,78 min (37,0% de B) na corrida em coluna preparativa. O quadro 
interno mostra a recromatografia da fração principal em coluna analítica, eluída aos 12,44 min 
(17,59% de B). Ambas as corridas foram realizadas em coluna analítica Phenomenex C18 
mantida a 45°C, com fluxo de 1,0 mL/min. O gradiente de acetonitrila está representado pela 
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linha azul. As linhas tracejadas na base das frações nos quadros internos mostram o tempo de 
início e fim da coleta manual das frações de interesse. 

 

Após a purificação, a massa molecular dos dois análogos foi novamente verificada 

(Figura 2.16). A massa molecular dos análogos oxidados foi 3750,2 Da para o ToPI1-K16A e 

3750,4 Da para o e ToPI1-K21A, com uma perda de 6,0 Da em relação ao peptídeo reduzido 

devido à formação das três pontes dissulfeto. A massa molecular teórica esperada para 

esses compostos oxidados e com o C-terminal amidado é [M+H]+ = 3750,9. 

 

 

Figura 2.16. Sobreposição dos espectros de massa molecular dos análogos ToPI1-K16A (azul) 
ToPI1-K21A (preto) oxidados. Espectros obtidos por MALDI-TOF/TOF MS Autoflex speed (Bruker 
Daltonics, Alemanha), operando em modo positivo refletido, com matriz saturada de ácido α-
ciano-4-hidroxicinâmico. 

 

2.4.3. COMPARAÇÃO DA ESTRUTURA SECUNDÁRIA 

Os perfis dicroicos dos compostos ToPI1s e dos análogos ToPI1-K16A e ToPI1-K21A 

em tampão Tris-HCl pH 7,0 a 25°C na faixa distante do ultravioleta (190 a 260 nm) são 

mostrados na Figura 2.17. Os espectros se sobrepõem em quase todos comprimentos de 

onda, com uma pequena diferença na banda mais negativa, que se encontra próximo a 205 

nm nos análogos e levemente deslocada para 208 no ToPI1s. Assim, sugere-se que as 
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mutações K16A e K21A não causaram alterações significativas de estrutura secundária em 

relação ao composto não mutado. 

 

 

Figura 2.17. Espectros dicroicos do polipeptídeo ToPI1s (preto) e dos análogos ToPI1-K16A 
(vermelho) e ToPI1-K21A (azul). As análises foram realizadas na região distante do UV a 25°C, 
com 0,05 mg/mL dos peptídeos diluídos em Tampão Tris-HCl 2,0 mM pH 7,0. 

 

2.4.4. ENSAIOS DE INIBIÇÃO DE TRIPSINA COM ANÁLOGOS 

Ambos os peptídeos análogos inibiram tripsina em concentrações semelhantes ao 

peptídeo não mutado ToPI1s (Figura 2.18). O valor calculado de IC50 foi de 171,2 nM para 

ToPI1-K16A (95% IC 158,8 a 184,5)  e 201,96 nM para ToPI1-K21A (95% IC 191,4 a 213,0). 

O valor de IC50 obtido para o ToPI1s em condições semelhantes, com [S] = 0,4 mM, foi de 

195,8 nM (95% IC 193,1 a 198,7). Para o cálculo do valor de IC50 utilizou-se o gráfico com o 

eixo-x (referente à concentração de inibidor) em escala logarítima, com ajuste não-linear 

das respostas normalizadas, considerando inclinação variável (variable slope), assim como 

realizado para o peptídeo ToPI1s (Capítulo 1). As análises foram feitas com o programa 

GraphPad Prism versão 6.0. Para comparar estatisticamente os valores de IC50 foi realizado 

um pós-teste de significância (extra sum-of-squares F test) com nível de significância 
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definido a 5% (α = 0,05). A análise mostrou que existe diferença significativa entre os 

valores de IC50 obtidos com os diferentes compostos [F(2, 179) = 0,5846, p = 0,0035].  

Apesar da pouca diferença, ToPI1-K16A foi um pouco mais ativo que ToPI1-K21A e 

ToPI1s. A comparação não foi feita em relação aos valores de Ki
app devido à maior flutuação 

desses dados nos ensaios cromogênicos, conforme observado no Capítulo 1 para o ToPI1s 

com diferentes concentrações de substrato. Esses resultados mostram que os resíduos 

Lys16 e Lys21 não são os principais responsáveis pela atividade inibidora de tripsina. 

 

 

Figura 2.18. Atividade inibidora de tripsina dos análogos ToPI1s-K16A (círculos fechados) e 
ToPI1s-K21A (círculos abertos). Os ensaios foram realizados a 25°C, com 400 nM de tripsina e 
0,4 mM de substrato BAPNA. A reação foi monitorada por 10 min, sendo esse o período 
considerado para o cálculo da atividade residual. Os valores estão representados como média ± 
erro padrão da média (n ≥ 3). Esse experimento foi realizado em duas réplicas independentes. 

 

2.4.5. ENSAIOS ELETROFISOLÓGICOS COM ANÁLOGOS 

Visto que o peptídeo ToPI1s apresentou uma redução da corrente máxima 

ligeiramente maior em canais hKv1.1 (5,1% com 5 µM e 18,3% com 20 µM) do que nos 

outros subtipos testados, escolhemos esse subtipo para testar os dois análogos mutados 

do ToPI1s. Na concentração de 20 µM tanto o ToPI1-K16A quanto o ToPI1-K21A tiveram 

menor efeito em canais hKv1.1 do que o ToPI1s na mesma concentração (Figuras 2.19).  
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Figura 2.19. Efeito do ToPI1s e de seus dois análogos na corrente de canais hKv1.1. O subtipo 
hKv1.1 foi testado com a adição de 20 µM de ToPI1s, ToPI1-K16A e ToPI1-K21A. (A) Em preto, 
corrente controle. Em vermelho, corrente obtida após administração dos compostos. Para 
registro das correntes de hKv1.1, as células foram mantidas a um potencial de repouso de -90 
mM, hiperpolarizadas a -100 mV por 500 ms e despolarizadas a +40 mV por 500 ms, seguido de 
um passo de repolarização a -50 mV (500 ms). O tempo entre os pulsos foi de 10 s. A figura 
mostra os traços de corrente representativos dos resultados obtidos com n ≥ 3 células.  (B) 
Embora se observe uma diferença de redução da corrente com os três compostos, a análise dos 
grupos não resultou em diferença estatística pelo teste não-paramétrico de Kruskal Wallis. 

 

Enquanto o ToPI1s causou uma redução de 18,3% na corrente máxima (I/Imáx = 

0,8173 ± 0,022), o ToPI1-K16A e o ToPI1-K21A reduziram a corrente em 6,9% (I/Imáx = 

0,9313 ± 0,021) e 3,9% (I/Imáx = 0,9606 ± 0,014), respectivamente. Esses valores mostram 

que os análogos mutados tiveram atividade entre 2,7 a 4,7 vezes menor que o peptídeo 

selvagem, apresentando efeito semelhante ao peptídeo selvagem quando testado na 

concentração de 5 µM. No entanto, devido à ausência de normalidade dos dados (causada 

principalmente pelo baixo valor de n), tivemos que aplicar o teste não-paramétrico de 

Kruskal-Wallis (α = 0,05), o qual mostrou ausência de diferença significativa entre as 

medianas dos grupos (KW = 5,982; p = 0,0502). 
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2.5. DISCUSSÃO 

Caracterização estrutural e estabilidade do peptídeo ToPI1s 

Experimentos de CD feitos com o peptídeo ToPI1s oxidado em diferentes valores de 

pH (3,0 a 9,0) mostraram espectros muito similares, indicando que ele apresenta 

conformações semelhantes em pH 3,0 a 9,0. Além disso, espectros obtidos em diferentes 

temperaturas (25 a 95°C) mostraram que o ToPI1s oxidado é bastante termoestável, 

mesmo a 95°C. Adicionalmente, experimentos realizados com a técnica Calorimetria 

Diferencial de Varredura (DSC, do inglês Differential Scanning Calorimetry), com 50 µM de 

ToPI1s oxidado em tampão HBS-N (10 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl), mostraram que o 

peptídeo não sofre alterações conformacionais significativas até os 120°C (dados não 

mostrados). A DSC consiste em uma técnica de análise térmica que registra o fluxo de 

energia calorífica associado a transições dos compostos em função da temperatura e do 

tempo. Ela mede a quantidade de calor que é emitida (processos exotérmicos) ou absorvida 

(processos endotérmicos) em excesso pelo material com base na diferença de temperatura 

entre a célula com amostra e a célula de referência (contendo apenas solvente), enquanto 

ambas são submetidas simultaneamente a um mesmo programa de aquecimento ou 

arrefecimento sob pressão constante (Gill et al., 2010; Johnson, 2013). A alta estabilidade 

estrutural do ToPI1s é vantajosa, por exemplo, caso ele venha a ser utilizado em 

formulações farmacêuticas ou em processos industriais nos quais são necessárias etapas 

de altas temperaturas ou variados valores de pH. 

Essa estabilidade térmica deve-se, em partes, à presença de três pontes dissulfeto 

no ToPI1, que contribuem para a estrutura tridimensional compacta, e é comum entre 

inibidores de peptidase (Chen et al., 2001; Grzesiak et al., 2000a; Makhatadze et al., 1993; 

Vakorina et al., 2011; Zhao et al., 2011) e toxinas de escorpiões com ação em canais de 

potássio (Stehling et al., 2012; Wang et al., 2002). O BPTI, por exemplo, apresenta 

desnaturação térmica (Tm) acima de 100°C em pH neutro. Em pH ácido a Tm é menor (86°C 

em pH 2,0), mas ainda assim elevada em comparação a muitas outras proteínas 

(Makhatadze et al., 1993).  

Além de avaliar a estabilidade química e térmica de uma molécula, o espectro CD 

far-UV de uma proteína geralmente reflete seu conteúdo de estrutura secundária, de 
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forma que proteínas com o mesmo motivo estrutural possuem espectros semelhantes 

(Figura 2.20). 

 

Figura 2.20. Espectro de dicroísmo circular de inibidores tipo Kunitz de escorpião e do clássico 
inibidor BPTI. Retirado de Chen et al. (2012a). 

 

Existem vários métodos para estimar as porcentagens de estrutura secundária de 

uma proteína a partir de seu espectro de CD. No entanto, a maioria deles oferece 

resultados mais fidedignos para proteínas globulares bem estruturadas, sendo menos 

precisos para polipeptídeos com maior conteúdo de folhas-β (Greenfield, 2006). É difícil 

comparar os resultados de diferentes métodos devido aos diferentes conjuntos de 

referências e diferentes atribuições de estruturas secundárias usadas pelos mesmos, sendo 

errôneo calcular a média dos resultados obtidos pela análise de diferentes métodos, a não 

ser que eles usem o mesmo algoritmo nas análises (Sreerama & Woody, 2000). 

Independente disso, fazer a análise usando diferentes métodos pode aumentar a 

credibilidade de predições estruturais. Recomenda-se usar os métodos SELCON, CDNN e 

K2D para a determinação da conformação de proteínas globulares em solução, e CONTIN 

ou LINCOMB para a conformação de polipeptídeos (Norma J. Greenfield, 2004, 

www.niu.edu/analyticallab/cd/handout.pdf). Assim, embora as toxinas de escorpiões 

sejam muitas vezes comparadas a pequenas proteínas, devido à presença de pontes 

dissulfeto e estrutura globular, é de interesse analisar seu conteúdo conformacional 

também por outros métodos.  
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As análises de deconvolução dos espectros do ToPI1s oxidado sugerem 

predominância de estruturas do tipo β (folhas-β e voltas-β) e desordenadas, e menor 

quantidade de α-hélice. Bontems e colaboradores (1991) sugeriram que a sequência 

consenso Cys-[...]-Cys-x-x-x-Cys-[...]-Gly-x-Cys-[...]-Cys-x-Cys, compartilhada também pelo 

ToPI1, é a assinatura para toxinas de escorpiões com o motivo α/β, e que o resíduo Gly 

nessa posição seria altamente conservado devido ao impedimento estérico entre a hélice 

e a folha-β. Estudos posteriores mostraram que o resíduo Ala nessa posição também é 

viável (Blanc et al., 1997; Dauplais et al., 1995; Tenenholz et al., 1997). A toxina BmKK4, 

com a qual o precursor da ToPI1 apresenta similaridade, possui um resíduo Asp no lugar da 

Gly/Ala conservada. Além de causar uma protuberância na metade da folha-β (o que faz 

com que sua cadeia lateral hidrofóbica se mova para fora do núcleo hidrofóbico em direção 

ao solvente), o resíduo Asp18 forma uma ponte salina com o resíduo Arg19
, o que parece ser 

um dos motivos pela baixa afinidade da toxina por canais de K+ (Zhang et al., 2004). 

De acordo com a sugestão de Bontems e colaboradores (1991), embora possuam 

diferentes organizações gênicas, a maioria das toxinas de escorpiões que agem em canais 

de K+ estão estruturalmente relacionadas, apresentando o motivo Cysteine-Stabilized α/β 

(CS-α/β), no qual duas pontes dissulfeto ligam de forma covalente um segmento da α-

hélice com uma fita da folha-β (Tabela 2.7) (Rodríguez de la Vega & Possani, 2004).  

 

Tabela 2.7. Diversidade de toxinas com ação em canais de potássio da peçonha de escorpiões 
(KTxs). Adaptado de Chen et al. (2013b). 

Subfamília Estrutura gênica* Motivo 3-D Atividade 

α-KTx Um íntron no PS CS-α/β Kv1, hERG, SkCa, BKCa, IKCa 
β-KTx Um íntron no PM e dois no PS CS-α/β Kv1.3, antimicrobiana, antimalária 
γ-KTx Um íntron no PS CS-α/β hERG 
κ-KTx Um grande íntron no PS CS-α/α Kv1.3 
δ-KTx Dois íntrons no PM Kunitz-type Kv1.3, inibidores de serinopeptidase 
* PS refere-se ao peptídeo sinal, e PM, ao peptídeo maduro. 

  

Exceções englobam as κ-KTxs, que apresentam o motivo CS-α/α (duas α-hélices 

paralelas conectadas por duas pontes dissulfeto), e as toxinas tipo Kunitz, com estrutura 

α/β/α (três ou quatro pontes dissulfeto, uma hélice-310 N-terminal, uma folha-β 

antiparalela e uma α-hélice C-terminal (Berndt et al., 1992; Camargos et al., 2011; Chen et 



 MOURÃO, C. B. F.                       2016 

  191 

al., 2013b; Vandendriessche et al., 2012). Enquanto as KTxs com motivo CS-α/β parecem 

compartilhar um ancestral comum (Zhu et al., 2004), as com motivo CS-α/α e as tipo Kunitz 

foram sugeridas de terem evoluído, separadamente, de seu próprio ancestral, de forma 

que as KTxs seriam um exemplo de evolução convergente de toxinas (Chen et al., 2013b). 

Além dessas, recentemente uma nova subfamília de KTXs foi descoberta, compreendida 

pela toxina SjAPI-2, que apresenta o motivo estrutural previamente discutido tipo Ascaris, 

com cinco pontes dissulfeto (Chen et al., 2015a). 

Diferentemente da maioria dos inibidores de peptidase isolados de animais 

peçonhentos/venenosos, o polipeptídeo ToPI1 apresenta um tamanho reduzido, com 

apenas 33 resíduos de aminoácidos. Sem similaridade com nenhum PI descrito atualmente, 

esse composto apenas se assemelha a poucos bloqueadores/possíveis bloqueadores de 

canais de potássio caracterizados da peçonha de escorpiões. Entretanto, ao contrário do 

esperado, sua atividade foi mínima nos subtipos de canais de K+ testados e sua afinidade 

pela tripsina é bastante evidente (Ki de 5,3 ± 0,76 x 10-10 M a 25°C), comparável à afinidade 

dos PIs mais potentes de peçonhas animais (Mourão & Schwartz, 2013) e do BPTI (Castro 

& Anderson, 1996). Até o momento, apenas inibidores de peptidase dos tipos Kunitz e 

Ascaris foram caracterizados da peçonha de escorpiões. Sugere-se, assim, que o ToPI1 faça 

parte de uma nova classe de inibidores de peptidases.  

Devido à quantidade bastante limitada de material, maiores estudos comparativos 

não puderam ser feitos com o peptídeo ToPI1 nativo. Apesar disso, mostramos que o 

peptídeo sintético obtido nesse estudo possui estrutura secundária bastante similar, se não 

idêntica, ao peptídeo nativo. No entanto, sabemos que, embora o peptídeo sintético tenha 

mesma sequência primária e massa molecular que o peptídeo nativo, incluindo três pontes 

dissulfeto e amidação C-terminal, e que ambos possuem atividade inibidora de tripsina e 

compartilham o espectro dicroico referente à estrutura secundária, a não determinação 

das pontes dissulfeto de ambos os peptídeos nos impossibilita de determinar se, de fato, o 

peptídeo sintético é idêntico ao nativo. Aparentemente, no caso do ToPI1, o pareamento 

das pontes dissulfeto não é tão determinante para a atividade inibidora de tripsina. Essa 

observação deve-se ao fato de que, como apresentado anteriormente, diferentes frações 

cromatográficas resultantes do fracionamento da amostra de ToPI1s oxidada em água por 

seis dias inibiram tripsina em um ensaio cromogênico. Todas essas frações apresentaram a 
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mesma massa molecular de 3806,89 Da, porém tiveram diferentes tempos de retenção, 

sugerindo diferentes arranjos conformacionais. Por sua vez, toxinas que atuam em canais 

de K+ possuem estrutura tridimensional bastante conservada, com cisteínas pareadas na 

configuração CI-CIV, CII-CV, CIII-CVI no caso das α-KTxs (Banerjee et al., 2013; Zhang et al., 

2004). Devido à semelhança da sequência primária do ToPI1 com sequências de outras 

KTxs, é bastante possível que ele apresente esse mesmo pareamento das pontes dissulfeto. 

No entanto, uma configuração diferente, dentre outros fatores (como ausência de resíduos 

de aminoácidos essenciais à afinidade aos canais Kv), poderia causar ausência de atividade. 

Ainda que seja esperado que a conformação estrutural mais energeticamente 

favorável tenha sido formada no processo de oxidação após a síntese do ToPI1s, e que essa 

conformação seria igual à forma gerada na peçonha do escorpião, de modo que o peptídeo 

sintético e o nativo seriam estruturalmente idênticos, existe uma possibilidade de que isso 

não tenha acontecido. Considerando esse caso de conformações distintas, não 

descartamos a possibilidade de o ToPI1 nativo ser, ao contrário de seu equivalente 

sintético, ativo em canais K+ (o que não foi testado devido à baixa disponibilidade de 

peptídeo). Embora essa possibilidade de o peptídeo sintético e o nativo serem 

estruturalmente distintos seja uma preocupação em muitos estudos com peptídeos 

sintéticos e recombinantes, em especial nos casos em que seus equivalentes nativos não 

tenham estrutura determinada, a oxidação de peptídeos sem o direcionamento das 

cisteínas a serem pareadas, assim como feito com o ToPI1s, é comumente observada em 

experimentos de diversos laboratórios de pesquisa (Chen et al., 2012a; Clement et al., 

2015; Gao et al., 2013; Song et al., 2014; Zhao et al., 2011).  

Além desses estudos de estrutura secundária e estabilidade química e térmica, a 

elucidação da estrutura tridimensional do ToPI1 pode fornecer novos dados para a 

compreensão de seu mecanismo de ação, ajudando a caracterizar essa, ao que tudo indica, 

nova classe de inibidores de peptidases. Experimentos têm sido realizados a fim de obter a 

estrutura tridimensional do ToPI1s em solução por RMN1, assim como por modelagem 

molecular, e também a estrutura do complexo ToPI1s:tripsina por cristalografia de raios-

                                                 
1 Essa etapa está sendo realizada em parceria com a Profa. Dra. Cristiane Ano Bom, do Laboratório de 
Bioquímica Estrutural de Proteínas (LABEP) da Universidade Federal do Rio de Janeiro, e o Dr. Francisco 
Gomes Neto, da Fundação Oswaldo Cruz – FIOCRUZ, Rio de Janeiro. 
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x2. No entanto, ainda não obtivemos os cristais e os espectros de RMN ainda estão sob 

análise.  

Dentre as vantagens da técnica de RMN destacam-se a possibilidade de elucidar 

estruturas de proteínas em solução e estudar dinâmica molecular e interações de 

macromoléculas biológicas. No entanto, a complexidade de análise e de interpretação dos 

dados ainda permanece um desafio. Atualmente, nos arquivos do Protein Data Bank (PDB), 

apenas cerca de 10% das estruturas proteicas foram determinadas por RMN, enquanto a 

maioria foi resolvida pela técnica de cristalografia de raios X (Vranken, 2014).  

Análise da sequência primária do ToPI1 no servidor HHpred – o qual realiza buscas 

por proteínas homólogas com estruturas caracterizadas, mesmo nos casos de homologia 

remota (Soding et al., 2005) – mostra maior homologia (apesar de baixos scores) com as 

toxinas ImKTx104 (α-KTx 28.1, PDB ID 2LIX) do escorpião Isometrus maculatus; Tc1 ou To1 

(α-KTx 13.1, PDB ID 1JLZ) do escorpião Tityus obscurus; BmTx3B (α-KTx 16.2, PDB ID 1M2S) 

do escorpião Mesobuthus martensii; Tsk (α-KTx 4.2, PDB ID 1TSK), de Tityus serrulatus, 

dentre outras. Todas essas toxinas apresentam as cisteínas pareadas na configuração CI-

CIV, CII-CV, CIII-CVI e o motivo estrutural CS-α/β (típico ou modificado, como no caso da 

ImKTx104) (Chen et al., 2012b; Wang et al., 2002; Wang et al., 2005), sugerindo que o ToPI1 

também apresente essa conformação estrutural.  

Alguns modelos de estrutura tridimensional estão sendo feitos por meio de 

diferentes estratégias, usando a estrutura dessas toxinas como molde. Até o momento, os 

resultados mais expressivos foram mostrados pelo software I-Tasser, usando a toxina Tsk 

(PDB ID 1TSK) como molde (Figura 2.21). Apresentamos aqui os resultados preliminares 

para auxiliar na discussão, e não como um modelo finalizado. Nesse modelo, as pontes 

dissulfeto estão na configuração típica das  α-KTx (C5-C22, C11-C27, C15-C29), de forma que a 

única ponte que não se formou adequadamente foi a terceira (C15-C29) com uma distância 

de 3,80 Å. Mais ajustes estão sendo realizados para obter o modelo estrutural mais 

representativo para o ToPI1s. 

 

                                                 
2 Essa etapa está sendo realizada em colaboração com o Prof. Dr. João Alexandre R. G. Barbosa, do 
Laboratório de Biofísica Molecular, no Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasília.  
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Figura 2.21. Estrutura do peptídeo ToPI1 predita por modelagem molecular pela estratégia I-
Taser. A estrutura apresentada ainda está em fase de refinamento, portanto, deve ser 
considerada dentro de suas limitações. C score = -3,69. 

 

Relação estrutura-função 

O baixo grau de similaridade do ToPI1 com outros compostos inibidores de 

peptidase dificulta a identificação dos resíduos de aminoácidos essenciais para a atividade 

inibidora de tripsina, dentre os quais se destacam resíduos positivamente carregados, 

como Lys ou Arg na posição P1. Visto que o peptídeo ToPI1 apresenta oito lisinas (K) e duas 

argininas (R), e devido ao alto custo de síntese e à limitação de tempo, apenas dois 

peptídeos análogos foram sintetizados para a realização de experimentos que permitissem 

avaliar a relação estrutura-função do ToPI1. A escolha deu-se a partir da comparação das 

sequências de aminoácidos do ToPI1 com inibidores de enzimas tipo tripsina, visando a 

produção de compostos que tivessem redução ou perda dessa atividade. Além disso, a 

sequência do ToPI1 também foi comparada com sequências de toxinas bloqueadoras de 

canais Kv, a fim de compreender a ausência ou baixa atividade do ToPI1s.  

Para a comparação com outros inibidores de peptidase com ação contra tripsina, 

demos preferência aos inibidores tipo Kunitz devido à sua maior abundância em peçonhas 

de animais, à presença de três pontes dissulfeto (assim como o ToPI1), e à sequência de 

seu loop canônico de ligação à tripsina, que possui resíduos semelhantes na sequência do 

ToPI1. Todavia, o peptídeo ToPI1 não foi inserido no alinhamento de sequências devido à 

baixa similaridade. Nesses inibidores, o resíduo essencial para a atividade inibidora de 

tripsina é a Lys (ou Arg) na posição P1 (Hedstrom, 2002; Laskowski & Kato, 1980), 
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acompanhado de um resíduo hidrofóbico (Ala, Gly ou Phe) na posição P1’, sendo Ala o 

resíduo mais comum. Esses resíduos encontram-se destacados em azul na Figura 2.22 A. 

Além disso, é comum a presença de uma Cys na posição P2 (precedendo a Lys-P1) em 

muitos inibidores tipo Kunitz. Dessa forma, no ToPI1, essa organização “Cys-resíduo básico-

resíduo hidrofóbico” parece colocar o resíduo Lys16 como o equivalente para a posição P1, 

precedido pela Cys15 (P2) e seguido pela Ala17 (P1’). Assim, o resíduo Lys16 foi escolhido para 

a mutação por Ala16, gerando então o composto denominado ToPI1-K16A (Figura 2.22 C). 

Vale salientar que, embora haja uma similaridade na estrutura primária desses compostos, 

não necessariamente essas regiões equivalem a um mesmo arranjo na estrutura 

tridimensional.  

Ao comparar o ToPI1 com toxinas de escorpiões bloqueadoras de canais de K+ 

(Figura 2.22 B), o resíduo Lys21 parece ser o resíduo-chave para essa atividade, e, portanto, 

foi mutado por Ala, gerando o análogo ToPI1-K21A (Figura 2.22 C). A substituição de 

resíduos por Ala é bastante utilizada em estudos de mutação dirigida, uma vez que Ala é 

um dos aminoácidos mais simples, apresentando baixa reatividade química (Bergeron & 

Bingham, 2012).  

Dentre as toxinas que tiveram similaridade com a sequência precursora do ToPI1 

em buscas realizadas em bancos de dados não redundantes, a BmKK4 foi a única cuja 

estrutura e atividade biológica foram caracterizadas até o momento (Li et al., 2003; Zeng 

et al., 2001; Zhang et al., 2004). No entanto, em comparação com outros membros da 

família α-KTx, sua afinidade por canais de K+ é bastante baixa, estando relacionada à 

presença do resíduo Arg19 (maior volume da cadeia lateral) no lugar da clássica Lys da díade 

funcional. Em um fenômeno semelhante, as toxinas Pi4 e Pi7, do escorpião Pandinus 

imperator, possuem diferentes afinidades para canais Kv1.1 devido à mutação natural do 

resíduo 26. A Pi4, que apresenta o resíduo crítico Lys26, é uma potente bloqueadora de 

canais Kv1.1, enquanto a Pi7, que possui Arg26, é inativa para esse canal em concentrações 

equivalentes (Olamendi-Portugal et al., 1998). Além disso, a mutação K27R na ChTx 

mostrou uma redução de três ordens de magnitude em sua afinidade por canais de K+ tipo 

Shaker em relação à toxina selvagem, embora ainda permanecesse na faixa de nanomolar 

(Goldstein et al., 1994).  
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Inibidores de tripsina tipo Kunitz 

 

sp|P0DJ46|LmKTT-1a -KKKCQLPSDVGKGKASFTRYYYNEESGKCETFIYGGVGGNSNNFLTKEDCCRECAQGSC 59 
sp|P0DJ45|LmKTT-1b -KNKCQLPSDVGKGKASFTRYYYNEEGGKCETFIYGGVGGNSNNFLTKEDCCRECAQGSC 59 
sp|P0DJ48|LmKTT-1c -KNKCQLPSDVGKGKASFTRYFYNEESGKCETFIYGGMGGNSNNFLTKEACCRECAQGSC 59 
sp|P0DJ50|BmKTT-2 --VDCTLPSDTGRCKAYFIRYFYNQKAGECQKFVYGGCEGNSNNFLTKSDCCKQCSPGKC 58 
sp|P0DJ49|BmKTT-1 -QKDCSLPVDTGRGKGWFLRYYYNKNSKTCESFIYGGVGGNKNNFLNIENCCKICKAKNC 59 
sp|P68425|HWTX-XI -IDTCRLPSDRGRCKASFERWYFN--GRTCAKFIYGGCGGNGNKFPTQEACMKRCAKA-- 55 
sp|Q9TWG0|AsKC1 INKDCLLPMDVGRCRASHPRYYYNSSSKRCEKFIYGGCRGNANNFHTLEECEKVCGVR-- 58 
sp|Q9TWF9|AsKC2 INKDCLLPMDVGRCRARHPRYYYNSSSRRCEKFIYGGCRGNANNFITKKECEKVCGVR-- 58 
      * ** * *: :. . *:::*  .  * .*:***  ** *:* . . * : *      

 

Comparação com bloqueadores de canais de K+ 
 

ToPI1   ---ILKRCKTYDDCKDVCKARKG-----KCEFGICKCMIKS 33 
sp|Q95NJ8|BmKK4 ----QTQCQSVRDCQQYCLTP------DRCSYGTCYCKTT- 30 
sp|P13487|α-KTx1.1|ChTx  -ZFTNVSCTTSKECWSVCQRLHN-TSRGKCMNKKCRCYS-- 37 
sp|P24663|α-KTx1.3|IbTx  -QFTDVDCSVSKECWSVCKDLFG-VDRGKCMGKKCRCYQ-- 37 
sp|P08815|α-KTx2.1|NTx  -TIINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN- 39 
sp|P55927|α-KTx7.1|Pi-2  ----TISCTNPKQCYPHCKKETG-YPNAKCMNRKCKCFGR- 35 
sp|P46111|α-KTx3.2|AgTx-2 GVPINVSCTGSPQCIKPCKDA-G-MRFGKCMNRKCHCTPK- 38 
sp|P46114|α-KTx4.1|Ts7  -VFINAKCRGSPECLPKCKEAIG-KAAGKCMNGKCKCYP-- 37 

                        *    :*   *          :*    * *     

Análogos 
 

                          1           10             20            30   33 
ToPI1  ILKRCKTYDD CKDVCKARKG KCEFGICKCM IKS 
ToPI1-K16A ILKRCKTYDD CKDVCAARKG KCEFGICKCM IKS 
ToPI1-K21A ILKRCKTYDD CKDVCKARKG ACEFGICKCM IKS 

Figura 2.22. Comparação do peptídeo ToPI1 com inibidores de peptidase tipo Kunitz e toxinas 
de escorpiões bloqueadoras de canais de potássio, e sequência dos dois peptídeos análogos ao 
ToPI1, designados ToPI1-K16A e ToPI1-K21A. Espaços (-) foram introduzidos para maximizar o 
alinhamento. (*) resíduos idênticos na mesma coluna, (:) substituições conservativas, (.) ou 
semi-conservativas. Em cinza, estão destacados os resíduos Cys. Em azul e vermelho estão 
destacados os resíduos sugeridos como essenciais para a atividade inibidora de tripsina e 
bloqueadora de canais de K+, respectivamente. Os números à direita ou acima das sequências 
referem-se à quantidade de resíduos de aminoácidos. 

 

Os dois análogos obtidos tiveram perfil dicroico semelhante ao peptídeo selvagem, 

sugerindo ausência de alterações significativas em suas conformações secundárias. Assim, 

quaisquer resultados diferentes em comparação ao ToPI1s seriam devido à ausência dos 

resíduos Lys16 ou Lys21. Em relação à atividade inibidora de tripsina, no entanto, os dois 

análogos mantiveram sua atividade. Além disso, ao contrário do esperado, o análogo 

ToPI1-K16A, construído para não apresentar atividade inibidora de tripsina ou para ter 

atividade substancialmente menor que seu análogo não mutado ToPI1s, foi o composto 

A 

B 

C 
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que apresentou menor valor de IC50, mostrando-se ainda mais ativo que o ToPI1s. Conclui-

se, então, que os resíduos Lys16 ou Lys21 não são primordiais para a interação do complexo 

ToPI1:tripsina. Como o análogo mutado ToPI1-K16A foi construído devido à similaridade 

do fragmento de sequência 15CKAR18 do ToPI1 com o sítio reativo de inibidores tipo Kunitz 

(Hedstrom, 2002; Laskowski & Kato, 1980), onde a Lys16 supostamente seria o resíduo P1 

responsável pela interação com o sítio S1 da tripsina, a permanência da inibição contra 

tripsina mesmo com a substituição desse resíduo por Ala16 é mais uma evidência de que o 

ToPI1 constitui uma nova classe de inibidores de serinopeptidases. Até então, mesmo com 

a ausência de similaridade de sequência primária, pensamos que o ToPI1 poderia se tratar 

de uma forma variante dentro dessa família. Mas, devido à ausência também de 

similaridade com o sítio reativo dos inibidores tipo Kunitz, descartamos essa possibilidade. 

Mais experimentos se fazem necessários para determinar o sítio reativo do ToPI1. 

Em relação à atividade bloqueadora de canais de potássio, ambos os análogos 

tiveram atividade de aproximadamente 3 a 5 vezes menor que o peptídeo ToPI1s em canais 

hKv1.1 na concentração de 20 µM. As análises estatísticas pelo teste não-paramétrico de 

Kruskal-Wallis, no entanto, não mostraram diferença significativa entre as medianas dos 

grupos, provavelmente devido ao baixo número amostral. Os mesmos resultados 

analisados pelo ANOVA de uma via, por exemplo, resultaram em diferença significativa. 

Entretanto, para esse teste é requerido que os dados apresentem distribuição Gaussiana. 

Apesar disso, os resultados sugerem que, apesar da baixa atividade do ToPI1s em canais 

hKv1.1, os resíduos Lys16 e Lys21 parecem interagir de alguma forma com esse canal, de 

modo que sua substituição por Ala reduziu a atividade. 

A ausência do resíduo hidrofóbico na porção C-terminal do ToPI1, que junto com a 

Lys21 formariam a díade funcional para atividade em canais Kv, pode ser um dos motivos de 

o ToPI1s apresentar baixa atividade nesses canais. A redução de atividade nos análogos 

mutados sugere que a atividade do ToPI1s em canais Kv, ainda que baixa, pode estar 

relacionada ao mecanismo do anel básico, embora a baixa atividade do peptídeo selvagem 

nos impossibilite de tirar maiores conclusões. 

Das KTxs isoladas da peçonha do escorpião T. obscurus, diferentemente da Tc30, 

que possui os resíduos da díade funcional clássica para o bloqueio de canais Kv1 (Lys27 e 

Tyr36), a Tc32 tem um resíduo Ser na posição equivalente à Lys27 e não possui resíduos 
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aromáticos, compondo, assim, uma nova subfamília de KTxs (α-KTx 18) (Batista et al., 

2002a). A Tc32 é uma potente bloqueadora de canais Kv1.3 de linfócitos T humanos (KD de 

10 nM), com baixa atividade bloqueadora em canais de K+ do tipo Shaker (KD de 4,7 µM 

para Tc32) (Batista et al., 2002a). Sua estrutura, caracterizada por RMN (PDB 2JP6), 

mostrou um típico padrão CS-α/β dos membros da α-KTx, com uma α-hélice conectada por 

duas pontes dissulfeto a uma folha-β de três fitas antiparalelas. Simulações de interação 

molecular mostraram que mesmo na ausência da díade clássica, outros resíduos Lys da 

Tc32 podem bloquear o poro externo de canais Kv, com destaque para a Lys34 (Stehling et 

al., 2012). O alinhamento da sequência do ToPI1 com a toxina Tc32 é bastante fraco, com 

maior similaridade na porção C-terminal (Figura 2.23). Na posição equivalente da Lys34 da 

Tc32, no entanto, o ToPI1 possui a Met30. Porém, os últimos resíduos do ToPI1 são 

constituídos pelos resíduos 32KS33, com propriedades semelhantes aos últimos resíduos da 

Tc32 (34KA35). Assim, seria válido testar o ToPI1s em canais Kv1.3 de linfócitos. 

 

ToPI1  -----------ILKRCKTYDDCKDVCKARKGKCEFGICKCMIKS 
sp|P60211|Tc32  TGPQTTCQAAMCEAGCKGLGKSMES-------CQGDTCKCKA-- 

                           **   .. :        *:   ***     

Figura 2.23. Alinhamento da sequência do ToPI1 com a toxina Tc32, do escorpião Tityus 

obscurus. Em destaque está mostrado o principal resíduo de aminoácidos essencial para a 
atividade bloqueadora de canais de K+. Espaços (-) foram introduzidos para maximizar o 
alinhamento. (*) resíduos idênticos na mesma coluna, (:) substituições conservativas, (.) ou 
semi-conservativas. 
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CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

 
Apresentamos, nesse trabalho, a purificação e caracterização de um polipeptídeo 

inibidor de serinopeptidase sem similaridades com nenhum outro descrito até o momento. 

Destaca-se o fato de ser o primeiro PI funcionalmente caracterizado a ter sido purificado 

diretamente da peçonha de um escorpião, uma vez que todos os demais PIs caracterizados 

de escorpiões até então, sejam eles do tipo Kunitz ou Ascaris, foram obtidos a partir da 

expressão heteróloga de precursores identificados em bibliotecas de cDNA de suas 

glândulas de peçonha. Além disso, o ToPI1s possui alta afinidade à tripsina, na faixa de nano 

a picomolar, semelhante ao BPTI, que é um dos inibidores canônicos de serinopeptidases 

mais estudados. 

O tamanho reduzido do ToPI1 (33 resíduos de aminoácidos) tem como vantagem 

possibilitar sua produção por síntese química, facilitando futuros estudos de caracterização 

desse composto. Outra vantagem é o fato de sua oxidação espontânea (sem 

direcionamento de quais pares de cisteína formariam pontes dissulfeto) ter gerado o 

composto ativo contra tripsina. 

Até o momento, realizamos experimentos com apenas duas enzimas, tripsina e 

quimotripsina, de forma que somente a primeira foi inibida. Adicionalmente, está prevista 

a análise com outras enzimas, dentre as quais serinopeptidases (fator Xa, elastase 

neutrofílica e plasmina), metalopeptidase (MMP-1), aspartil peptidase (catepsina D), 

cisteinopeptidases (catepsinas B, L e K) e treonina-peptidase (proteassoma). Assim, a 

especificidade do ToPI1s poderá ser melhor avaliada, e possíveis aplicações para o peptídeo 

podem surgir em detrimento dos resultados obtidos. 

Experimentos em colaboração têm sido realizados para avaliar o efeito do ToPI1s 

na replicação do vírus HIV em linfócitos T CD4+ purificadas de pacientes infectados pelo 

HIV-1 virêmico. Resultados preliminares mostram redução da replicação viral para níveis 

próximos de zero (pg/mL) quando as células CD4+ foram estimuladas com anti-CD3/anti-

CD28 (1,0 µg/mL) na presença de 5,0 µg/mL de ToPI1s para o indivíduo HC-11 nas amostras 

de sobrenadante avaliadas com 3, 6 e 9 dias de estímulo. Mais indivíduos estão sendo 

avaliados. 
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A potente atividade inibidora de tripsina do ToPI1s em conjunto com ausência de 

citotoxicidade nas células testadas, ausência de maiores efeitos em canais de K+ e a não 

ocorrência alterações comportamentais e/ou fisiológicas visíveis em camundongos 

injetados com ToPI1s o tornam um candidato atrativo para futuras aplicações terapêuticas. 

Estruturalmente, o ToPI1 parece se assemelhar às α-KTxs. Espera-se que em breve 

obtenhamos os resultados estruturais por RMN ou cristalografia de raios-x, os quais serão 

fundamentais para compreender melhor o mecanismo de interação do complexo 

ToPI1:tripsina. O estudo com os análogos mutados serviu para mostrar que os resíduos 

Lys16 e Lys21 não são fundamentais para a atividade inibidora de tripsina. Já em relação à 

atividade bloqueadora de canais de K+, eles exerceram uma influência relativamente maior, 

principalmente a Lys21, visto que, no peptídeo com esse resíduo substituído por Ala21, a 

atividade foi menor em hKv1.1 em relação ao peptídeo selvagem. 
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