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LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Esquema das proteases e o seu local de clivagem. As setas indicam o local de 
clivagem em cada um dos exemplos. As exopeptidases clivam nas extremidades (N-
terminar ou C-terminal) da cadeia polipeptídica enquanto as endopeptidades clivam nas 
demais posições da cadeia polipeptídica. 

Figura 2. Nomenclatura dos subsítios de uma protease e os resíduos complementares de 
seu substrato (Schechter e Berger, 1967). A protease está representada pela área em 
rosa. A posição cindível indica a posição que será clivada na cadeia polipeptídica. S1, 
S1’, Sn, são os subsítios correspondentes na protease. P1, P1’, Pn são os resíduos do 
peptídeo. Usualmente não são numerados os resíduos além de P6 e P6̓. 

Figura 3. Tríade catalítica das serino proteases. A tríade está localizada no sítio ativo da 
enzima, onde ocorre a catálise. A tríade é uma estrutura coordenada que consiste em 
três aminoácidos: His57, Asp102 e Ser195. 

Figura 4. Bolsão de especificidade S1 da elastase, tripsina e quimotripsina. Elastase tem 
especificidade para clivar após resíduos pequenos na posição P1 como valina (Val) e 
alanina (Ala). Tripsina tem especificidade na posição P1 para resíduos carregados 
positivamente como lisina (Lys) e arginina (Arg) e o bolsão de especificidade S1 
apresenta um resíduo de aspartato (Asp189). Quimotripsina tem especificidade na posição 
P1 para resíduos aromáticos como triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe) 
apresentando no bolsão de especificidade S1 um resíduo de serina (Ser189). (Adaptado - 
Introduction to Protein Structure (2nd ed.), Garland Publishing, página 123 (1999). 

Figura 5. Estrutura da tripsina representada em cartoon. A esturutra está colorida em 
rainbow, iniciando com N-terminal em azul até o C-terminal em vermelho. A tríade 
catalítica (His57, Asp102, Ser195) esta representada por sticks e esferas semitransparentes. 
O resíduo Asp189 posiciona-se no fundo do bolsão de especificidade S1 para um P1 Arg 
ou Lys. 

Figura 6. Estrutura da quimotripsina representada em cartoon. A cadeia A é uma cadeia 
curta de 13 resíduos (verde), as cadeias B e C contêm 131 (ciano) e 97 (violeta) 
resíduos, respectivamente. As cadeias laterais da tríade catalítica (His57, Asp102, Ser195) e 
o resíduo do bolsão de especificidade S1 Ser189 está representado na forma de sticks e 
esferas semitransparentes. 

Figura 7. Mecanismo catalítico das serino proteases. 

Figura 8. Exemplos de fontes naturais de inibidores de proteases e suas famílias. A) 
Feijão-caupi (Vigna unguiculata – família BBI). B) Soja (Glycine max – Famiíla 
Kunitz/BBI). C) Amendoim (Arachis hypogaea – família BBI). D) Girassol (Helianthus 
annuus - Familia BBI). E) Cevada (Hordeum vulgare – família Kunitz/Cereal/Potato type I) 
F) Melão de São Caetano (Momordica charantia – família Squash). G) Arroz (Oryza 
sativa – família BBI/Cistatina). H) Mostarda-branca (Brassica hirta – Familia Mustarda) I) 



 
 

Batata (Solanum tuberosum – família Potato type II). J) Jararaca-da-mata (Bothrops 
jararaca – família Kininogen). K) Mosca (Sarcophaga peregrina – família Kininogen). L) 
Sapo (Pelophylax esculentus – família BBI). 

Figura 9. A) Inibidor BBI derivado de soja (Glycine Max) (PDB -  1PI2). B) Inibidor BBI 
derivado de soja (Glycine Max) (PDB - 1K9B). C) Inibidor BBI derivado de soja (Glycine 
Max) (PDB - 2BBI).  D) Inibidor BBI derivado de ervilha (Pisum sativum) (PDB - 1PBI). E) 
Inibidor BBI derivado de cevada (Hordeum vulgare) (PDB - 1C2A). F) Inibidor BBI 
derivado de feijão-azuqui (Vigna angularis) (PDB - 1TAB). G) Inibidor BBI derivado de 
feijão moyashi (Vigna radiata) (PDB - 3MYW). H) Inibidor BBI derivado de semente de 
girassol (Helianthus annuus) (PDB - 1SFI). 

Figura 10. Alinhamento de sequência de diferentes BBI. As cisteínas são conservadas e 
estão evidenciadas em amarelo.  

Figura 11. A) Complexo binário. Modelo entre o BTCI (verde) em complexo com a 
tripsina (vermelho). O loop que interage com tripsina está destacado em vermelho. B) 
Complexo ternário. Modelo do complexo entre BTCI (verde) e tripsina (vermelho) e 
quimotripsina (azul). C) Modelo do BTCI. O loop 1 inibitório (vermelho) está representado 
entra as fitas 1 e 2. O loop inibitório 2 (azul) está localizado entre as fitas 4 e 5. D) O loop 
inibitório que interage com quimotripsina está demonstrado em azul, as cadeias laterais 
dos resíduos Cys51, Cys59 e P1-Phe53 estão destacadas em sticks. O loop inibitório que 
interage com a tripsina está demonstrado em vermelho, as cadeias laterais dos resíduos 
Cys24, Cys32 e P1-Lys26 estão destacadas em sticks. *Todas as cisteínas estão 
destacadas em sticks e os átomos de enxofre em amarelo em todas as estruturas. 

Figura 12. Sequência consenso entre a posição P3 a P6' encontrada nos inibidores BBI. 
P1 indica o resíduo que determina a especificidade da inibição e Xxx indica qualquer um 
dos 20 aminoácidos. A ponte de dissulfeto é representada pela linha amarela. 

Figura 13. Alinhamento das sequências dos peptídeos derivados de BBIs depositadas no 
PDB. As estruturas resolvidas por cristalografia estão descritas como XTAL e as 
resolvidas por ressonância magnética nuclear com RMN. N*=número de resíduos na 
sequência. 

Figura 14. Estruturas dos peptídeos derivados dos BBIs depositadas no PDB. Cisteínas 
destacadas em amarelo e sticks. A) Peptídeo cíclico sintético com 11 resíduos (PDB - 
1OX1). B) Peptídeo cíclico sintético com 11 resíduos (PDB - 1HD9). C) Peptídeo cíclico 
sintético com 11 resíduos (PDB - 1GM2). D) Peptídeo cíclico sintético com 13 resíduos 
(PDB - 4XOJ). E) Peptídeo cíclico sintético com 14 resíduos (PDB - 1SFI). F) Peptídeo 
cíclico sintético com 14 resíduos (PDB - 1JBL). G) Peptídeo cíclico sintético com 14 
resíduos (PDB - 4HGC I). H) Peptídeo cíclico sintético com 14 resíduos (PDB - 1JBL. G) 
Peptídeo cíclico sintético com 14 resíduos (PDB - 6BVY). 

Figura 15. Alinhamento dos peptídeos derivados do BTCI adquiridos. Os peptídeos 
denominados ptryp9, ptryp8, ptryp7 e ptryp6 foram desenhados para interagir com a 
tripsina. A linha amarela representa a ligação dissulfeto, fazendo com os peptídeos sejam 



 
 

cíclicos. Apesar de desenhada apenas para o ptryp6, todos os peptídeos possuem a 
ligação dissulfeto. N*= número de aminoácidos na sequência. 

Figura 16. A) Cristal usado na coleta de dados. B) Loops usados para coletar os cristais. 
C) Detector Rayonix MarCCD SX165. D) Detector Dectris Pilatus 2M. 

Figura 17. Atividade enzimática da tripsina em complexo com ptryp9. 

Figura 18. Atividade enzimática da tripsina em complexo com ptryp8. 

Figura 19. Atividade enzimática da tripsina em complexo com ptryp7. 

Figura 20. Atividade enzimática da tripsina em complexo com ptryp6. 

Figura 21. Atividade dos peptídeos ptryp8, ptryp7 e ptryp6. 

Figura 22. IC50 do ptryp9. 

Figura 23. Imagens dos cristais do complexo entre ptryp9 e tripsina. Os cristais foram 
obtidos na condição com sulfato de lítio monohidratado 1 M, HEPES sódio 0,1 M pH 7,5. 

Figura 24. Empacotamento cristalino e os canais de solvente. Os canais estão 
demonstrados pelo espaçamento entre as proteínas. A) Empacotamento cristalino no 
grupo espacial trigonal P3221. B) Empacotamento cristalino no grupo espacial 
ortorrômbico P212121. 

Figura 25. Modelo tridimensional do complexo ptryp9 e tripsina no grupo espacial P3221. 
A) Modelo do complexo entre ptryp9_3 (magenta) e tripsina (ciano). A tripsina está 
representada em cartoon, o peptídeo esta representado em sticks e esferas. B) Modelo 
do ptryp9 está encoberto pela densidade eletrônica de um omit map 2Fo-Fc com um 
contorno de σ = 1,5 (verde), os enxofres das cisteínas estão destacados em amarelo. C) 
Omit map 2Fo-Fc com um contorno de σ = 1,5 do peptídeo em verde. 

Figura 26. Modelo tridimensional do complexo ptryp9_5 e tripsina no grupo espacial 
P212121. A) Modelo do complexo entre ptryp9 (laranja) e tripsina (ciano). A tripsina está 
representada em cartoon, o peptídeo esta representado em sticks e esferas. B) Modelo 
do ptryp9_5 está encoberto pela densidade eletrônica de um omit map 2Fo-Fc com um 
contorno de σ = 1,5 (verde), os enxofres das cisteínas estão destacados em amarelo. C) 
Omit map 2Fo-Fc com um contorno de σ = 1,5 do peptídeo em verde. 

Figura 27. Stereo View (crossed eye) dos peptídeos ptryp9-D (A, magenta) e ptryp9-L (B, 
laranja), os átomos estão representados por esferas e as ligações por barras.  

Figura 28. Distribuição dos ângulos de torção da ligação Sγ-Sγ observados em 1505 
pontes dissulfeto em 331 estruturas de proteínas depositadas no PDB. Picos ocorrem em 
-87 e +97 graus (Retirado e adaptado de Craig DB, et al.,2013). 



 
 

Figura 29. Sobreposição do ptryp9-D (ciano) e ptryp9-L (azul) mostrando os ângulos 
torcionais entre as cisteínas (Sγ-Sγ). O ângulo torcional para o peptídeo ptryp9-D é de 
93,5° e do peptídeo ptryp9-D é de 105,7°. As cadeis laterais dos resíduos Cys1, Cys9 e 
Lys3 estão demonstradas em sticks. 

Figura 30. Sobreposição do ptryp9-D (magenta), ptryp9-L (laranja) e BTCI (branco). A 
ligação de dissulfeto entre as cisteínas (Cys1 - Cys9) esta destacada em amarelo. 

Figura 31. Sobreposição de peptídeos ptryp9-L e ptryp9-D com outros peptideos 
derivados de BBIs. A) sobreposição dos peptídeos ptryp9-L e ptryp9-D com outros 
peptídeos derivados de BBIs naturais em complexo com a tripsina resolvidos por 
cristalografia de raios X. B) superposição dos pepetideos ptryp9-L e ptryp9-D com outros 
peptídeos sintéticos derivados de BBis naturais resolvidos por RMN. 

Figura 32. Superfície eletrostatica do ptryp9 ligado a tripsina calculada de -5 kT/e a +5 
kT/e. O gradiente positivo esta representado em azul e o gradiente negativo em 
vermelho. A) Bolsão S1 da tripsina detacado em vermelho. B) Zoom do bolsão S1 com o 
ptryp9 ligado, a ponte de dissulfeto esta demonstrada em sticks. 

Figura 33. Stereo view (cross-eye) do complexo entre ptryp9 e tripsina. A) Stereo view do 
ptryp9-L (cyano) em complexo com tripsina (cinza). B) Stereo view dos contatos 
intermoleculares do ptryp9-L em complexo com a tripsina. Os contatos estão destacados 
de amarelo. Lys3 e Cys9 estão destacadas. C) Stereo view dos contatos intermoleculares 
do ptryp9-D em complexo com a tripsina. Os contatos estão destacados de amarelo. Lys3 
e Cys9 estão destacadas. 

Figura 34. Contatos intermoleculares dos peptídeos ptryp9-L, ptryp9-D e BTCI. A) 
contatos intermoleculares do ptryp9-D (rosa) destacados em vermelho. B) Contatos 
intermoleculares do ptryp9-L (verde) destacados em preto. C) Contatos intermoleculares 
do BTCI (azul-claro) destacados em preto.  

Figura 35. Área acessível ao solvente do peptídeo ptryp9 em complexo com a tripsina. A 
superfície da tripsina em azul escuro e a superfície do ptryp9 em laranja. A tripsina esta 
demonstrada em cartoon e o peptídeo destacado em sticks. As cisteínas estão 
destacadas. 

Figura 36. Imagens dos cristais do complexo entre ptryp8 e tripsina. Os cristais foram 
obtidos na condição com sulfato de lítio monohidratado 1 M, HEPES sódio 0,1 M pH 7,5. 

Figura 37. Modelo tridimensional do complexo ptryp8 e tripsina no grupo espacial 
P212121. A) Modelo do complexo entre ptryp8 (azul) e tripsina (ciano). A tripsina está 
representada em cartoon, o peptídeo esta representado em sticks e esferas. B) Modelo 
do ptryp8 está encoberto pela densidade eletrônica de um omit map 2Fo-Fc com um 
contorno de σ = 1,5 (verde), os enxofres das cisteínas estão destacados em amarelo. C) 
Omit map 2Fo-Fc com um contorno de σ = 1,5 do peptídeo em verde. 



 
 

Figura 38. Sobreposição do ptryp8 com outros inibidores derivados de BBIs naturais em 
complexo com a tripsina resolvida por cristalografia de raios X. As cadeias principais da 
tripina estão respresentadas em ribbons e os peptídeos em sticks. 

Figura 39. Modelo tridimensional do ptryp8 e a superposição dos peptídeos derivados. A) 
Modelo tridimensional do ptryp8. Destacado em amarelo a distância entre os Cα. B) 
Sobreposição do ptryp8 (azul) com o peptídeo do BTCI (branco), ptryp9-L (laranja) e 
ptryp-D (ciano). C) Stereo View (crossed eye) da sobreposição do ptryp8 (azul) com o 
peptídeo do BTCI (branco), ptryp9-L (laranja) e ptryp-D (ciano). 

Figura 40. Sobreposição dos peptídeos ptryp8 (azul), ptryp9-L (magenta) e ptryp9-D 
(verde). As interações intermoleculares estão destacadas em amarelo (ptryp8), preto 
(ptryp9-L) e vermelho (ptryp9-D). 

Figura 41. Contatos do ptryp8 com a tripsina. A tripsina (azul) está representada em 
cartoon e os resíduos que fazem contato com o ptryp8 (cinza) destacados em laranja. Os 
contatos estão destacados em amarelo.  

Figura 42. ASA do peptídeo ptryp8 em complexo com a tripsina. A superfície da tripsina 
em azul claro e a superfície do ptryp8 em magenta. A tripsina esta demonstrada em 
cartoon e o peptídeo destacado em sticks e a ASA do ptryp8 em mesh. As cisteínas 
estão destacadas em amarelo. 
 
Figura 43. . Imagens dos cristais do complexo entre ptryp9 e tripsina. Os cristais foram 
obtidos na condição com sulfato de lítio monohidratado 1 M, HEPES sódio 0,1 M pH 7,5. 

Figura 44. Modelo tridimensional do complexo ptryp7tetra e tripsina no grupo espacial 
P41212. A) Modelo do complexo entre ptryp7tetra (laranja) e tripsina (ciano). A tripsina esta 
representada em cartoon, o peptídeo esta representado em stick. B) Modelo do ptryp7tetra 
está encoberto pela densidade eletrônica de um omit map 2Fo-Fc com um contorno de σ 
= 1,0 (verde), os enxofres das cisteínas estão destacados em amarelo. C) Omit map 2Fo-
Fc com um contorno de σ = 1,0 do peptídeo em verde. 

Figura 45. Modelo tridimensional do complexo ptryp7orto e tripsina no grupo espacial 
P212121. A) Modelo do complexo entre ptryp7ortho (verde) e tripsina (ciano). A tripsina está 
representada em cartoon, o peptídeo esta representado em sticks e esferas. B) Modelo 
do ptryp7ortho está encoberto pela densidade eletrônica de um omit map 2Fo-Fc com um 
contorno de σ = 1,0 (verde), os enxofres das cisteínas estão destacados em amarelo. A 
densidade do ptryp7orto mostrou uma dupla conformação para a cys1 e o C-Terminal na 
Lys3. C) Omit map 2Fo-Fc com um contorno de σ = 1,0 do peptídeo em verde. 

Figura 46. Sobreposição dos peptídeos ptryp7ortho e ptryp7tetra com outros peptideos 
derivados de BBIs. A) Sobreposiçao dos peptídeos ptryp7ortho(roxo) e ptryp7tetra (cinza) 
com outros peptídeos derivados de BBIs naturais em complexo com a tripsina resolvidos 
por cristalografia de raios X. Tripsina esta representrada em ribbons e os peptídeos em 
sticks. B) Sobreposição dos peptídeos ptryp7ortho (vermelho) e ptryp7tetra (laranja) com o 
peptídeos ptryp9-L (ciano),ptryp9-D (roxo), BTCI (verde) e sintéticos derivados do BTCI.  



 
 

C) Sobreposiçao dos peptídeos ptryp7ortho, ptryp7tetra com outros inibidores derivados de 
BBIs. 

Figura 47. Contatos dos peptídeos ptryp7ortho e ptryp7tetra. A tripsina esta representada 
em ciano e os petideos em sticks.  A) streo view (cross-eye) dos contatos polares (verde) 
entre o ptryp7ortho (cobre) e a tripsina (ciano). B) streo view (cross-eye) dos contatos 
polares (verde) entre o ptryp7tetra (grafite) e a tripsina (ciano). 

Figura 48. Área acessível ao solvente dos peptídeos ptryp7. A) Área acessível ao 
solvente (roxa) do ptryp7ortho com 3 resíduos destacados em amarelo em complexo com a 
tripsina representada em cartoon. B) Área acessível ao solvente (roxa) do ptryp7tetra com 
5 resíduos destacados em amarelo em complexo com a tripsina representada em 
cartoon. 

Figura 49. Imagens do cristal do complexo Ptryp6. Os cristais foram obtidos em HEPES 
sódio 0,1M pH 7,5, sulfato de lítio monohidratado 1,5M. 

Figura 50. Modelo do complexo entre ptryp6 (verde) e tripsina (ciano). A tripsina esta 
representada em cartoon, o peptídeo esta representado em stick. Os enxofres das 
cisteínas estão destacadas em amarelo o omit map 2Fo-Fc esta destacado em verde com 
um σ = 1,0. B) Modelo do ptryp6 (verde) com um omit map 2Fo-Fc com um σ = 1,0 
(verde). C) Omit map 2Fo-Fc com um contorno de σ = 0,5 do ptryp7 em verde. 

Figura 51. Distância entre os Cα das cisteínas dos peptídeos derivados do BTCI e do 
BTCI estão representadas apenas as cadeias principais. A) Distância entre os Cα das 
cisteínas do ptryp9-L. B) Distância entre os Cα das cisteínas do ptryp9-D. C) Distância 
entre os Cα das cisteínas do BTCI. D) Distância entre os Cα das cisteínas do ptryp8. E) 
Distância entre os Cα das cisteínas do ptryp6. 

Figura 52. Sobreposição dos peptídeos derivados do BTCI. A) Modelo do ptryp6. A 
distância entre os Cα estão destacadas em amarelo. B) sobreposição do ptryp6 
(vermelho) com o BTCI (branco). C) sobreposição do ptryp6 (vermelho) com os peptídeos 
ptryp-L (verde) e ptryp9-D (azul). D) sobreposição do ptryp6 (vermelho) com o ptryp8 
(laranja). E) sobreposição do petryp6 com os peptídeos ptryp7ortho (ciano) e ptryp7tetra 
(roxo). F) sobreposição de todos os peptídeos derivados do BTCI.  

Figura 53. Stereo View (Cross eye) dos contatos polares do ptryp6. A tripsina esta 
representada em cartoon. As cadeias laterias e o ptryp6 estão representados em sticks.  

Figura 54. ASA do ptryp6 em complexo com a tripsina. A ASA da trpsina (azul) esta 
complexada com ptryp6 com 6 resíduos representada em sticks envolvida por esferas 
transparentes. 
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RESUMO 
  
Inibidores naturais foram classificados em várias famílias diferentes, entre elas 

destaca-se a classe de inibidores Bowman-Birk Inhibitor (BBI). BBI são moléculas 

de baixa massa molecular e apresentam alto conteúdo de cisteína. Além de suas 

funções biológicas, alguns inibidores da família BBI têm sido descritos como 

agentes supressores de carcinogênese em vários órgãos e tecidos. Um inibidor 

BBI extraído de Vigna unguiculata denominado Black-eyed pea 

trypsin/chymotrypsin inhibitor (BTCI) foi caracterizado estruturalmente e 

bioquimicamente. O BTCI apresenta dois loops reativos que interagem com 

tripsina e quimotripsina simultaneamente, por meio dos aminoácidos Lys26 para 

inibição de tripsina e Phe53 para inibição de quimotripsina. Estruturas dos 

complexos foram depositadas no Protein Data Bank (PDB). Uma análise 

estrutural dos complexos mostrou a presença de um loop inibitório formado pela 

ligação de dissulfeto entre os resíduos Cys24 e Cys32 do BTCI. No presente estudo 

investigamos estruturalmente e funcionalmente os peptídeos sintéticos derivados 

dos loops inibitórios do BTCI. Foram desenhados variações dos peptídeos 

sintéticos (ptryp9, ptryp8, ptryp7 e ptryp6) para os estudos propostos. Neste 

estudo apresentamos a correlação entre ensaios de inibição e as estruturas 

cristalográficas dos peptídeos sintéticos derivados do BTCI. Vários cristais foram 

obtidos em diferentes condições dos complexos entre os peptídeos sintéticos e a 

enzima. Os cristais foram expostos em diferentes comprimentos de onda e seus 

padrões de difração medidos na linha MX2 do Laboratório Nacional de Luz 

Síncrotron (LNLS, Campinas, Brasil). O ptryp9 foi resolvido em dois grupos 

espaciais, ptryp8 em um grupo espacial, ptryp7 em dois grupos espaciais e o 

ptryp6 em um grupo espacial utilizando o método de substituição molecular para a 

busca inicial das fases. Ao final foram resolvidas 6 estruturas diferentes 

construídas e refinadas utilizando pacotes computacionais. Os valores de Rfree e 

Rwork foram monitorados ciclos após ciclos. Os ensaios de atividade dos peptídeos 

sintéticos demonstraram diferentes níveis de inibição, sendo o ptryp9 melhor em 

comparação com os demais. As estruturas cristalográficas dos peptídeos 

reduzidos mostram mudanças estruturais ocasionados pela redução dos 

peptídeos propostas apoiando uma hipótese que a redução de sequência altera a 

atividade desses peptídeos. 



 
 

ABSTRACT 
 
Natural inhibitors have been classified into several different families among which 

the class of inhibitors Bowman Birk Inhibitor (BBI) stands out. BBI are low 

molecular weight molecules that have high cysteine content. In addition to their 

biological functions, some inhibitors of the BBI family have been described as 

suppressive agents for carcinogenesis in various organs and tissues,. A BBI 

inhibitor extracted from Vigna unguiculata called Black-eyed pea 

trypsin/chymotrypsin inhibitor (BTCI) was characterized structurally and 

biochemically. BTCI presents two reactive loops that interact with trypsin and 

chymotrypsin simultaneously, by means of the amino acids Lys26 for inhibition of 

trypsin and Phe53 for inhibition of chymotrypsin. Structures of BTCI-enzyme 

complexes were deposited in the Protein Data Bank (PDB). A structural analysis of 

the complexes showed the presence of an inhibitory loop formed between the 

disulfide bond between Cys24 and Cys32 residues of BTCI. In the present study, we 

investigated structurally and functionally the synthetic peptides derived from 

inhibitory loops of BTCI. Variations of the synthetic peptides (ptryp9, ptryp8, ptryp7 

and ptryp6) were designed for the proposed studies. Several crystals were 

obtained under different conditions of the complexes between the synthetic 

peptides and the enzyme. The crystals were exposed at different wavelengths and 

their diffraction patterns measured at the MX2 line of the Laboratório Nacional de 

Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, Brasil). Ptryp9 was solved in two space groups, 

ptryp8 in one space group, ptryp7 in two space groups and ptryp6 in one space 

group using the molecular substitution method for the initial search of the phases.  

In total, 6 different structures were constructed and refined using the computer 

packages. The Rfree and Rwork values were monitored after cycles. The activity 

assays of the synthetic peptides demonstrated different inhibition levels, ptryp9 

being better compared to the others. The crystallographic structures of the 

reduced peptides show structural changes caused by the reduction of the 

proposed peptides supporting a hypothesis that the sequence reduction changes 

the activity of these peptides. 
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1. Introdução 

1.1 Proteases 

As proteases estão presentes em todos os organismos participando em 

vários processos biológicos. Na literatura as proteases podem ser encontradas 

como: peptidase, proteinase ou enzima proteolítica significando o mesmo. Nesse 

texto usaremos apenas o termo proteases para o fácil entendimento. As 

proteases são imprescindíveis para diversos processos biológicos, como a 

digestão, a coagulação do sangue, defesa do hospedeiro contra agentes 

externos, infecção, replicação viral, cicatrização de feridas e doenças 

progressivas, entre outras funções biológicas (Nelson e Cox, 2011; Neurath H. 

1989). 

A nomenclatura das enzimas foi inicialmente definida pelo comitê 

especializado de Bioquímica e Biologia Molecular (Nomenclature Committee of 

the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB) 

(Enzyme Nomenclature, 1992). Um banco de dados ENZYME 

(expasy.org/enzyme) é um repositório de informações relativas à nomenclatura de 

enzimas, classificando a família de acordo com a atividade biológica exercida e 

fornecendo um número EC (Comissão Enzimática). 

Seis classes de enzimas foram reconhecidas desde que a primeira lista de 

classificação de enzimas e nomenclatura foi aprovada pela União Internacional de 

Bioquímica em 1961 (IUBMB, 1961). No entanto, tornou-se evidente que 

nenhuma das seis classes poderia descrever o grupo de enzimas que catalisam o 

movimento de íons ou moléculas através das membranas ou sua separação 

dentro das membranas. Em agosto de 2018 estas enzimas foram classificadas 

sob uma nova classe. Desta forma, a nomenclatura atual apresenta sete classes 

baseadas no tipo de reação: oxirredutases (EC 1), transferases (EC 2), hidrolases 

(EC 3), liases (EC 4), isomerases (EC 5), ligases (EC 6) e translocases (EC 7). 
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Tabela 1. Classificação das enzimas de acordo com o tipo de reação. 
CLASSE DA 

ENZIMA TIPO DE REAÇÃO 

Oxidorredutases Reação de óxido-redução ou transferência de elétrons 

Transferases Transferência de grupos funcionais 

Hidrolases Reações de hidrólise 

Liases Quebra de ligações covalentes para formar duplas ligações, ou 
adição a duplas ligações 

Isomerases Transferência de grupos dentro da mesma molécula para formar 
isômeros 

Ligases Formação de ligações acoplada à hidrólise de ATP 

Translocases Catalisam a translocação de hidrogênios, cátions inorgânicos, 
aminoácidos e peptídeos e outros compostos. 

 

As proteases são enzimas que pertencem à subclasse das hidrolases que 

catalisam a quebra de ligações peptídicas em cadeias polipeptídicas. Proteases 

podem ser divididas em endopeptidases e exopeptidases que clivam ligações em 

posições distintas na cadeia polipeptídica (Figura 1). As exopeptidases podem ser 

subdivididas em aminopeptidase e carboxipeptidase. As aminopeptidase clivam 

ligações peptídicas da região do N-terminal e as carboxiproteases clivam ligações 

peptídicas na região do C-terminal (Beynon, R.J. e Bond, J.S. 1989). 

 

 

 Local de clivagem Protease 

Triipeptidil peptidase 

Carboxipeptidase 

Peptidil peptidase 

Endopreptidase 

 Dipeptidil peptidase 

Aminopeptidase  

 

 

 

 



20 
 

Figura 1. Esquema das proteases e o seu local de clivagem. As setas indicam o local de 
clivagem em cada um dos exemplos. As exopeptidases clivam nas extremidades (N-
terminar ou C-terminal) da cadeia polipeptídica enquanto as endopeptidades clivam nas 
demais posições da cadeia polipeptídica. 
 

Uma forma para classificação das proteases é dada pelo mecanismo 

catalítico, isto é, a propriedade do aminoácido ou cofator que é encontrado no 

sítio ativo da enzima. Esse resíduo é responsável pelo ataque a ligação peptídica 

ou pela ativação do co-fator mediando a clivagem (Nelson e Cox, 2011; Neurath 

H. 1989). 

As hidrolases são distribuídas em 13 subgrupos, dentro desses subgrupos 

estão às proteases que agem em ligações peptídicas divididas em 19 subtipos 

diferentes. Assim, as proteases mais descritas na literatura são as proteases 

aspárticas (EC 3.4.23), proteases de cisteína (EC 3.4.22), metaloproteases (EC 

3.4.24), serino proteases (EC 3.4.21) e treonina proteases (3.4.25) (Barrett, A. J., 

Et. al., 2003).  

O conjunto completo de proteases presentes em um organismo ou tecidos 

humanos representa aproximadamente 2 % do genoma humano (X.S. Puente, et 

al, 2003; V. Quesada, et al, 2009), divididas em um quantitativo de 3 % proteases 

aspárticas, 23 % proteases de cisteína, 36 % metaloproteases e 32 % serino 

proteases (Southan, C., 2001). Proteases aspárticas ou aspartil-proteases, como 

a protease do HIV, apresentam um resíduo de aspartato envolvido na catálise. As 

metaloproteases apresentam um íon metálico bivalente, geralmente zinco, mas 

podendo ser encontrados outros íons como, cobalto, ferro ou manganês, no sítio 

ativo, podendo ser utilizados como cofatores. As proteases aspárticas e as 

metaloproteases apresentam um mecanismo catalítico diferente, o agente 

nucleófilo que ataca a ligação peptídica é uma molécula de água, enquanto que 

nos demais grupos de protease o agente nucleófilo é um grupo químico de um 

aminoácido presente no sítio catalítico (Ben M Dunn, 2002). Proteases de cisteína 

são do tipo em que o nucleófilo é o grupo sulfidrilo (grupo tiol, grupo mercaptano 

ou grupo sulfidrila) de um resíduo de cisteína. Um exemplo de proteases de 

cisteína são as caspases, que estão relacionadas com a morte celular 

programada (Guy S Salvesen, 2002). Nas treoninas proteases e nas serino 
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proteases o mecanismo catalítico é mediado por um grupo hidroxila da cadeia 

lateral de um resíduo de treonina/serina como o agente nucleófilo responsável por 

atacar a ligação peptídica (Peter N Walsh e Syed S Ahmad, 2002), como nas 

subunidades catalíticas do proteassoma.  

Informações sobre as proteases e seus respectivos inibidores, podem diferir 

entre organismos, origem, homologia de sequência e estrutura, dentre outros 

critérios (Rawlings, N.D. e Barrett, 1993). O banco de dados MEROPS 

(https://www.ebi.ac.uk/merops/) é um recurso de informação para as proteases e 

seus respectivos inibidores. Neste banco de dados às proteases são classificadas 

por clã, família e por características individuais. O banco de dados também 

oferece uma ferramenta de busca por homologia de sequência e estrutural dando 

uma ênfase na porção responsável pela catálise enzimática. As famílias estão 

divididas e subdividas em grupos e classificadas de acordo com os critérios de 

semelhança estrutural, compartilhamento de ancestral comum, entre outros 

parâmetros, os quais podem ser ajustados de acordo com o interesse. 

Uma nomenclatura altamente aceita e aplicada foi introduzida em 1967 por 

Schechter e Berger (Schechter e Berger, 1967). Essa nomenclatura é baseada na 

especificidade do local de interação de um substrato com a protease. Nessa 

nomenclatura é considerado que o sítio catalítico é flanqueado por sublocais de 

especificidade, onde cada um dos subsítios é capaz de se ligar uma cadeia lateral 

de um aminoácido. Por convenção, esses subsítios na protease são chamados S 

(subsítios) e os subtíos do substrato são chamados P (proteína). 

Os subsítios localizados na protease que se ligam os resíduos do substrato 

são descritos como Sn..., S3, S2, S1, S1’, S2’, S3’, ...Sn’.  As cadeias laterais dos 

aminoácidos que se ligam no subsítio da protease são descritos partindo do N-

terminal para o C-terminal como, Pn..., P3, P2, P1, P1’, P2’, P3’, ...Pn’. O ponto 

fundamental para o entendimento da nomenclatura de Schechter e Berger são as 

posições P1 - P1’ da proteína ou substrato que formam a ligação peptídica 

cindível (hidrolisável ou clivável) que é clivada pela protease. A posição P1 da 

proteína ou substrato interage diretamente no sitio S1 da enzima. (Figura 2) 

(Schechter e Berger, 1967). 

https://www.ebi.ac.uk/merops/
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Figura 2. Nomenclatura dos subsítios de uma protease e os resíduos complementares de 
seu substrato (Schechter e Berger, 1967). A protease está representada pela área em 
rosa. A posição cindível indica a posição que será clivada na cadeia polipeptídica. S1, 
S1’, Sn, são os subsítios correspondentes na protease. P1, P1’, Pn são os resíduos do 
peptídeo. Usualmente não são numerados os resíduos além de P6 e P6̓. 

1.1.1 Serino proteases 

As serino proteases são amplamente disseminadas na natureza, 

encontradas em todos os reinos da vida (Rawlings ND et. al., 2008). Estas 

enzimas foram denominadas por apresentarem um resíduo de serina que é 

responsável pelo mecanismo catalítico. Grande parte das serino proteases são 

biossintetizadas na forma de zimogênios, a forma inativa da enzima. Enzimas 

digestivas como quimotripsina e tripsina são sintetizadas na forma de zimogênio, 

uma vez que a enzima na forma ativa pode degradar os tecidos onde são 

sintetizadas (Khan, A R et al. 1999). 

As serino proteases estão envolvidas em muitos processos fisiológicos 

como: digestão, coagulação, dissolução de coágulo sanguíneo, controle do fluxo 

sanguíneo, lise celular na resposta imunológica, penetração do espermatozoide 

no óvulo, renovação de proteínas celulares (Stroud, R.M, 1974; Neurath H. 1989 

Otlewski, J. et al, 1999). 

Uma característica comum às serino proteases, como em quimotripsina, 

tripsina e elastase são a presença dos aminoácidos de Ser195 e de His57 que 

estão descritos como essenciais para sua atividade. Esses resíduos estão 
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localizados estruturalmente em uma fenda entre barris β da protease, assim como 

o aminoácido Asp102 que está imerso em um bolsão inacessível ao solvente 

(Figura 3). Esses três resíduos interagem entre si por meio de ligações de 

hidrogênio e são conhecidos como a tríade catalítica, sendo responsável pela 

atividade enzimática (Khan, A R et al. 1999). 

 

 
Figura 3. Tríade catalítica da tripsina de bos tauros. A tríade está localizada no sítio ativo 
da enzima, onde ocorre a catálise. A tríade é uma estrutura coordenada que consiste em 
três aminoácidos: His57, Asp102 e Ser195.  

Dentre as enzimas que constituem as serino proteases, três delas são bem 

caracterizadas, estas são quimotripsina, tripsina e elastase. Estas enzimas 

apresentam propriedades catalíticas semelhantes, porém, com diferentes sítios de 

especificidades. O subsítio S1 da enzima e o resíduo P1 da proteína são os 

principais componentes que definem a especificidade da enzima (Figura 4).  

His57 

Ser195 
Asp102 
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Figura 4. Bolsão de especificidade S1 da elastase, tripsina e quimotripsina. Elastase tem 
especificidade para clivar após resíduos pequenos na posição P1 como valina (Val) e 
alanina (Ala). Tripsina tem especificidade na posição P1 para resíduos carregados 
positivamente como lisina (Lys) e arginina (Arg) e o bolsão de especificidade S1 
apresenta um resíduo de aspartato (Asp189). Quimotripsina tem especificidade na posição 
P1 para resíduos aromáticos como triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe) 
apresentando no bolsão de especificidade S1 um resíduo de serina (Ser189). (Adaptado - 
Introduction to Protein Structure (2nd ed.), Garland Publishing, página 123 (1999). 

1.1.2 Tripsina 

A tripsina (EC 3.4.21.4) é uma enzima digestiva sintetizada como 

tripsinogênio na forma de zimogênio no pâncreas e secretada no duodeno. A 

enteroquínase, uma serino protease localizada na mucosa do duodeno cliva o 

tripsinogênio especificamente na ligação peptídica entre os resíduos de Lys15 e 

Ile16, resultando na β-tripsina. Essa nova conformação assumida pela β-tripsina 

faz com que ela se torne mais ativa que o tripsinogênio (Robinson, N. C et. al., 

1973).  A tripsina é uma endoprotease que pertence à família S1 das serino 

proteases, catalizando a hidrólise de ligações peptídicas específicas após 

resíduos carregados positivamente (Arg e Lys), apresentando uma maior 

atividade quando a posição P1 é um aminoácido de arginina (Keil, 1992) exceto 

quando é seguido de prolina (Rodriguez et. al., 2008). 

 De acordo com Klein existe uma seletividade dos subsítios P2, P1 e P1҆ 

para a atividade da trispina. Ainda de acordo com Klein, a presença de um 

aminoácido de prolina na posição P1҆ bloqueia a ação da tripsina com a exceção 
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de que na posição P1 tenha uma lisina ou arginina e na posição P2 tenha um 

aminoácido de arginina ou metionina. Além disso, se um aminoácido de lisina ou 

arginina é encontrado na posição P1 a seguinte seletividade na posição dos 

aminoácidos bloqueia a ação da tripsina (Tabela 2).  

Tabela 2. Seletividade nos subsítios P2, P1 e P1̓. Restrições de aminoácidos na posição 
P1 e P2 que bloqueiam a atividade de tripsina na presença de Lys ou Arg na posição P1. 
*Quando temos uma prolina na posição P1̓, a combinação mostrada deve acontecer para 
que a tripsina tenha atividade.  

P2 P1 P1 ̓
Asp Lys Asp 
Cys  Lys Asp 
Cys Lys His 
Cys Lys Tyr 
Arg Arg His 
Cys Arg Lys 
Arg Arg Arg 
Met Arg Pro* 
Arg Lys Pro* 

A estrutura da tripsina bovina foi resolvida em 1974 (Stroud R.M e 

Dickerson E.R, 1974) por cristalografia de raios X. A tripsina é uma proteína 

formada por uma cadeia de 223 resíduos, contendo seis ligações dissulfeto. A 

estrutura da tripsina apresenta um arranjo tridimensional globular com uma única 

cadeia polipeptídica. A estrutura apresenta folhas β do tipo antiparalelo que juntas 

se organizam formando dois barris β unidos assimetricamente contendo 

pequenos segmentos de hélice α (Figura 5). A resolução da estrutura pôde 

evidenciar os resíduos mais importantes para a atividade enzimática da tripsina. O 

bolsão S1 da tripsina é formado pelos resíduos 189 a 195 e 214 a 220. As 

cadeias principais e várias das cadeias laterais dessa região são expostas para 

formar várias interações intermoleculares com os resíduos específicos (Arg/Lys) 

na posição P1 (S. Chakraborty, et al. 2000). 
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Figura 5. Estrutura da tripsina de bos tauros (PDB – 4I8H). A esturutra está demonstrada 
com o N-terminal em azul e o C-terminal em vermelho. A tríade catalítica (His57, Asp102, 
Ser195) esta representada por bastões e esferas semitransparentes. O resíduo Asp189 
posiciona-se no fundo do bolsão de especificidade S1 para um resíduo de Arg ou Lys na 
posição P1. 

1.1.3 Quimotripsina  

A primeira serino protease que foi explorada com detalhamento foi a 

quimotripsina (EC 3.4.21.1), uma enzima digestiva sintetizada no pâncreas, 

juntamente com as enzimas tripsina e elastase. A quimotripsina é uma enzima 

digestiva do tipo endoprotease, pertencendo à família S1 das serino proteases. 

Em 1935 Kunitz e Northrop purificam a quimiotripsina (Kunitz e Northrop, 1935) e 

posteriormente Hartley descreveu a sequência primária (Hartley, 1964).  

 A estrutura da quimiotripsina bovina (Figura 6) foi determinada em 1967 

(David M. Blow, 1967) utilizando o método de cristalografia de raios X, sendo a 

primeira estrutura de uma protease resolvida a um nível atômico e a primeira 

demonstrando o mecanismo catalítico. Com a resolução da estrutura David Blow 

foi capaz localizar precisamente os aminoácidos importantes em sua estrutura 

tridimensional. Inicialmente a quimotripsina é sintetizada na forma de zimogênio 

Asp
189 

Asp
102 

His
57 
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195 
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denominada quimotripsinogênio com 245 resíduos. O quimotripsinogênio é 

ativado pela clivagem específica da ligação peptídica entre a Arg15 e a Ile16, 

formando a π-quimotripsina. A π-quimotripsina sofre uma autólise removendo 

dois dipeptídeos, resultando na enzima ativa α-quimotripsina (H. Tsukada e D.M. 

Blow, 1985).  

A α-quimotripsina é uma proteína globular composta por dois domínios, 

onde ambos apresentam folhas β antiparalelas dispostas como barris β na 

estrutura. A quimiotripsina apresenta especificidade para clivagem de ligações 

peptídicas após os aminoácidos aromáticos devido ao seu bolsão hidrofóbico (H. 

Tsukada e D.M. Blow, 1985). 

 

Figura 6. Estrutura tridimensional da quimotripsina. A cadeia A é uma cadeia curta de 13 
resíduos (verde), as cadeias B e C contêm 131 (ciano) e 97 (violeta) resíduos, 
respectivamente. As cadeias laterais da tríade catalítica (His57, Asp102, Ser195) e o resíduo 
do bolsão de especificidade S1 Ser189 estão representados na forma de bastões e esferas 
semitransparentes. 

  

Ser189 

Asp102 

His57 
Ser195 
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Devido ao seu bolsão hidrofóbico a quimotripsina cliva preferencialmente 

após os resíduos de tirosina, triptofano e fenilalanina com alta especificidade, 

podendo também clivar após os resíduos de leucina, metionina e histidina com 

menor atividade (Keil, 1992). Odani demonstrou que o aminoácido de fenilalanina 

na posição P1 é o resíduo ideal para inibir quimotripsina, demonstrando a 

sequência de afinidade decrescente Phe>Trp>Leu>Met>Val>Ala>D-Trp>Gly 

(Odani, S e Ono, T, 1980). Algumas exceções para os residuos hidrofóbicos na 

posição P1 foram descritas (Keil, 1992): 

I. Quando triptofano é encontrado em P1 a clivagem é inexistente 

quando metionina ou prolina são encontrados na posição P1.̓ 

II. Quando apresentando um aminoácido de prolina na posição P1 ̓

inativa totalmente a clivagem independente do aminoácido na 

posição P1. 

III. Quando encontrado um aminoácido de metionina na posição P1 a 

clivagem é bloqueada pela presença do aminoácido tirosina na 

posição P1҆.  

IV. Quando encontrado um aminoácido de histidina na posição P1 a 

presença de aspartato, metionina ou triptofano em P1҆ bloqueia a 

clivagem.  

1.1.4 Mecanismo de ação 

Em 1935, o interesse por inibidores de proteases se tornou amplo quando 

Kunitz e Nortrop começaram a investigar e isolaram o inibidor BPTI (Bovine 

Pancreatic Trypsin Inhibitor) de tripsina extraído do pâncreas bovino (Kunitz, M., e 

J. H. Northrop, 1935). Posteriormente, em 1945, Kunitz isolou o inibidor STI 

(Soybean Trypsin Inhibitor) de tripsina extraído de sementes de soja (Kunitz, M., 

1945).  

O BPTI apresenta 58 resíduos em sua sequência primária e sua estrutura 

foi resolvida por cristalografia de raios X em 1970 por Robert Huber (Huber et. al., 

1970). Posteriormente, em 1978 o inibidor BPTI foi resolvido em complexo com 

tripsina, sendo a primeira estrutura fornecendo informações sobre o mecanismo 
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de inibição das serino proteases (Huber e Bode, 1978). Devido aos esforços de 

Huber e colaboradores a resolução do complexo inibidor-enzima forneceu 

detalhes atômicos a respeito de como o inibidor interage com a enzima. O 

complexo entre BPTI e tripsina revelou a existência de um intermediário 

tetraédrico, podendo assim se compreender o mecanismo catalítico (Figura 7).  

De acordo com a quimotripsina os passos do processo catalítico podem ser 

descritos da seguinte forma (Figura 7):  

I. Ligação de substrato: A região do substrato/inibidor e o sítio 

catalítico da enzima interagem de maneira específica através dos 

seus resíduos P e bolsões S, respectivamente.  

II. Ataque nucleofílico: O aminoácido Ser195 atua como um nucleófilo, 

auxiliado pela His57 que sequestra um próton da Ser195. Isto é 

potencializada pelo Asp102. O resultado do ataque nucleofílico é uma 

ligação covalente entre o oxigênioɣda cadeia lateral da Ser195 e o 

carbono da carbonila do resíduo do substrato na posição P1. A 

carga negativa que se desenvolve no oxigênio da carbonila do 

substrato é estabilizada por ligações de hidrogênio formadas com a 

cadeia principal da enzima. Esta região da enzima é chamada de 

“buraco do oxiânionestabilizando a carga negativa no oxigênio.  

III. Protonação: O aminoácido de His57 doa um próton ao nitrogênio do 

grupo amino do substrato, permitindo a quebra da ligação peptídica 

do substrato e a liberação do peptídeo contendo novo N-terminal 

como um peptídeo livre, o primeiro produto da reação. 

IV. Hidrólise: O passo final é um ataque pela água à ligação éster entre 

o peptídeo restante do substrato e o oxigénio da Ser195. Isso forma o 
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segundo produto, um peptídeo com um grupo carboxilo (novo C-

terminal), e regenera a hidroxila da Ser195. O segundo peptídeo 

então se dissocia da enzima permitindo outro ciclo catalítico. 

Figura 7. Mecanismo catalítico das serino proteases.  

1.2.1 Inibidores de serino protease 

Os inibidores de serino proteases naturais são capazes de controlar as 

proteases que participam de muitos processos fisiológicos e patológicos, tais 

como liberação de hormônio, digestão, defesa do hospedeiro, coagulação 

sanguínea, progressão de doenças, hipertensão, distrofia muscular, câncer, 

síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) e infecções microbianas (Roberts, 

RM., et al, 1995; Almonte, AG, et al, 2011; Khan, MS., et al, 2011; Clemente, A., 

et al, 2013). Tem sido descrito que os inibidores de proteases desempenham a 

função no controle dos processos proteolíticos e quando não desempenhados 

corretamente podem ocasionar uma desordem fisiológica no equilíbrio 

homeostático, a expansão das células tumorais e de doenças degenerativas 

(Lopez-Otin, C et al, 2008; Farady, CJ et al, 2010; Qi, RF et al, 2005).  
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Inibidores de proteases têm sido isolados e caracterizados por um grande 

número de organismos, incluindo plantas, animais e microorganismos (Valueva e 

Mosolov, 2004; Christeller, 2005; Haq et al., 2004; Supuran et al., 2002; Mosolov 

and Valueva, 2005; Mosolov et al., 2001) (Figura 8). Inibidores de proteases de 

origem natural são essenciais para regular a sua atividade biológica intrínseca 

(Qi, RF et al., 2005), classificados com base na identidade de sequências, 

incluindo os inibidores das famílias Serpinas, Kunitz, Kazal, e Bowman-Birk 

inhibitors (BBI) (Otlewski J, et al., 1999; Laskowski e Kato, 1980; Habib e Fazili, 

2007).  

Inibidores de proteases são encontrados frequentemente em plantas 

(Richardson, 1991; Shewry, 1998). Os ininibidores de proteases provenientes de 

plantas são geralmente pequenas proteínas que são encontradas principalmente 

em tecidos de armazenamento como tubérculos e sementes, mas também 

encontrados nas partes aéreas das plantas (De Leo et al., 2002). Os inibidores de 

proteases naturais são induzidos em plantas em resposta a ferimentos 

provocados por insetos ou patógenos (Ryan, 1990). Em plantas, os ininbidores de 

proteases atuam como proteínas anti-metabólicas interferindo no processo 

digestivo de insetos, fitófagos e microorganismos (Habib e Fazili, 2007). O 

mecanismo dos inibidores de proteases naturais atua sobre as proteases 

presentes em tripas de insetos ou secretadas por microorganismos, causando 

uma redução na disponibilidade de aminoácidos necessários para o seu 

crescimento e desenvolvimento (Lawrence e Koundal, 2002; Eckelkamp, 1993; 

Konarev, A, et al., 2002; Green, T. R e Ryan, A. C, 1972, Richardson, M, 1991; 

Franco, et al, 2003). 
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Figura 8. Exemplos de fontes naturais de inibidores de proteases e suas famílias. A) 
Feijão-caupi (Vigna unguiculata – família BBI). B) Soja (Glycine max – famíla Kunitz/BBI). 
C) Amendoim (Arachis hypogaea – família BBI). D) Girassol (Helianthus annuus – família 
BBI). E) Cevada (Hordeum vulgare – família Kunitz/Cereal/Potato type I) F) Melão de São 
Caetano (Momordica charantia – família Squash). G) Arroz (Oryza sativa – família 
BBI/Cistatina). H) Mostarda-branca (Brassica hirta – família Mustarda) I) Batata (Solanum 
tuberosum – família Potato type II). J) Jararaca-da-mata (Bothrops jararaca – família 
Kininogen). K) Mosca (Sarcophaga peregrina – família Kininogen). L) Sapo (Pelophylax 
esculentus – família BBI). 

Inibidores de proteases naturais foram reconhecidos como agentes 

defensivos potentes contra predadores e patógenos por ensaios diretos ou por 

expressão em plantas transgênicas (Krattiger, 1997).  Inibidores de proteases 

naturais foram testados em vários parasitóides, predadores e patógenos 

(Lawrence e Koundal, 2002; Pannetier et al., 1997; Koiwa et al., 1998; Urwin et 
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al., 1997; Vain et al., 1998; Williamson e Hussey, 1996). Resultados mostraram 

que os inibidores de proteases foram capazes de diminuir o desenvolvimento de 

larvas (Tribolium confusum) em soja (Lawrence e Koundal, 2002), o crescimento 

de nematóides da espécie Globodera tabacum, Globodera pallida e Meloidogyne 

incognita (Williamson e Hussey, 1996), na regulação gênica induzida por 

patógenos ou insetos durante germinação de sementes de arroz (Oryza sativa) 

(Lin et al., 2006) e na germinação de esporos e no crescimento do fungo 

Alternaria alternata em trigo mourisco (Fagopyrum esculentum) (Dunaevskii et al., 

1997).  

A nome da família BBI foi concedida em referência aos pioneiros no estudo 

desse tipo de inibidores. Bowman e Birk foram os primeiros a identificar e 

caracterizar um membro desta família derivado de soja (Glycine max) (Bowman 

1946; Birk et al., 1963). BBIs são estáveis em altas temperaturas e mantêm sua 

atividade em uma grande faixa de pH nos sistemas digestivos de humanos e 

animais (Voss, RH et al., 1996; Philipp, S et al.,1998; Ventura et. al., 1975; Silva 

et. al., 2001). Os inibidores BBI foram encontrados em leguminosas (Fabaceae) 

(dicotiledôneas), na família das gramíneas (monocotiledôneas) e cereais 

(Poaceae) (Laing e McManus, 2002; Tanaka et al., 1997; Norioka e Ikenaka, 

1983; Odani et al. 1986).  

BBIs são inibidores ricos em cisteína em sua sequência e são amplamente 

distribuídos em monocotiledôneas e dicotiledóneas (Lin et al., 2006). Em plantas 

monocotiledôneas são encontrados BBIs de dois tipos. Um tipo consiste em uma 

única cadeia polipeptídica com massa molecular de aproximadamente de 8 kDa 

com apenas um loop (alça β) reativo. Outro tipo apresenta massa molecular de 16 

kDa com dois loops reativos (Tashiro et al., 1987, 1990; Prakash et al., 1996). Em 

BBIs encontrados em monocotiledôneas com o tamanho de aproximadamente 8 

kDa, o loop reativo está localizado apenas no N-terminal com atividade contra 

tripsina (Prakash et al., 1996).  

Os inibidores de plantas dicotiledôneas consistem de uma única cadeia 

polipeptídica com a massa molecular de 8 kDa, sendo encontrados 

particularmente em sementes (Laskowski M Jr e Kato I. 1980). Esses inibidores 
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são conhecidos como de ‘‘dupla-cabeça - double headed’’, com dois domínios 

homólogos cada um contendo um loop reativo.  Tem sido sugerido que os BBIs 

que apresentam em sua estrutura dois loops reativos tenham surgido de uma 

duplicação genética de um inibidor ancestral com apenas um loop reativo em sua 

estrutura (Mello et al., 2003). Os inibidores naturais de BBIs interagem 

independentemente ou simultaneamente, com duas proteases, que podem ser 

iguais ou diferentes (Raj et al., 2002; Birk, 1985). O primeiro sítio reativo da 

maioria dos inibidores de dicototiledôneas inibe a tripsina, enquanto o segundo 

inibe tripsina, quimotripsina e elastase (Qi et al., 2005). Estruturalmente foi 

demonstrado que o loop reativo inibitório de tripsina está localizado no N-terminal 

e o loop reativo inibitório de quimotripsina está localizado no C-terminal (Odani, S. 

e Ikenaka, T, 1973; Barbosa et. al., 2007). Estes resultados sugerem que os dois 

locais reativos são separados aproximadamente por 40 Å (Song HK et al., 1999; 

Barbosa et. al., 2007). Os BBIs estruturalmente compreendem um arranjo binário 

de dois subdomínios com um arranjo conservado de sete pontes dissulfeto, com 

um papel principal na estabilização de seus sítios reativos (Chen et al., 1992; Lin 

et al., 1993; Barbosa et. al., 2007). 

Várias estruturas tridimensionais de BBIs naturais foram resolvidas por 

cristalografia de raios X (Figura 9). Em BBIs de dupla cabeça, foi demonstrado 

que a afinidade das proteases pelo inibidor é alterada quando um sítio já está 

ocupado. Um loop reativo com 11 resíduos de BBI foi descrito em amendoim 

(Arachis hypogoea) (Norioka S e Ikenaka T., 1983A; Norioka S e Ikenaka T., 

1983B). O inibidor de amendoim não exibiu nenhuma atividade contra 

quimotripsina quando ligado com tripsina e vice-versa (Tur et al., 1972). Da 

mesma forma que a atividade de BBIs de soja diminui 100 vezes quando um sítio 

já estava ocupado (Tur et al., 1972), é possível que em alguns casos exista um 

impedimento estérico quando duas proteases independentes tentam se ligar ao 

inibidor (McBride, J. D., et al, 2002). 
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Figura 9. A) Inibidor BBI derivado de soja (Glycine Max) (PDB -  1PI2). B) Inibidor BBI 
derivado de soja (Glycine Max) (PDB - 1K9B). C) Inibidor BBI derivado de soja (Glycine 
Max) (PDB - 2BBI).  D) Inibidor BBI derivado de ervilha (Pisum sativum) (PDB - 1PBI). E) 
Inibidor BBI derivado de cevada (Hordeum vulgare) (PDB - 1C2A). F) Inibidor BBI 
derivado de feijão-azuqui (Vigna angularis) (PDB - 1TAB). G) Inibidor BBI derivado de 
feijão moyashi (Vigna radiata) (PDB - 3MYW). H) Inibidor BBI derivado de semente de 
girassol (Helianthus annuus) (PDB - 1SFI). 

Os BBIs apresentam um alto grau de similaridade de sequência.  Os BBIs 

de dicotiledóneas apresentam em sua sequência 14 cisteínas, enquanto os BBIs 

de monocotiledóneas com um tamanho semelhante apresentam 10 cisteínas. 

Essas cisteínas conservadas nos BBIs apresentam uma característica de formar 

ligações de dissulfeto entre elas que proporcionam estabilidade estrutural e 

ajudam também a manter a conformação ativa dos loops inibitórios (Prakash, B 
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et. al., 1996; McBride, J. D, et. al., 1998; Odani, S et. al., 1986, Odani, S, et. al., 

1973) (Figura 10). 

 
Figura 10. Alinhamento de sequência de diferentes BBI. As cisteínas são conservadas e 
estão evidenciadas em amarelo.  

Os BBIs naturais têm sido motivo de investigação por vários estudos, 

inclusive atuando como um composto anticarcinogênico (Kennedy 1998). O BBI 

naturais derivado da soja com atividade inibitória contra tripsina e quimotripsina foi 

demonstrado como sendo um potencial agente anticarcinogênico em sistemas in 

vivo e in vitro (Kennedy 1998). Inibidores derivados dos BBIs foram demonstrados 

como sendo adequados na redução na proliferação de células de câncer de 

mama MCF7 por meio da acumulação de MAP quinase fosfatase-1 (Wen et al., 

2005). Além da inibição de proteases já descritas, estes potenciais como 

compostos anticarcinogênicos tem sido descrito baseado na inibição de outras 

proteases do tipo tripsina-like e quimotripsina-like envolvidas nos mecanismos do 

câncer (McBride, J. D., e Leatherbarrow, R.J., 2001; A Mehdad et. al., 2016). 
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1.2.2 Black-eyed pea trypsin/chymotrypsin inhibitor (BTCI) 

O BTCI é uma proteína globular de uma cadeia polipeptídica com 83 

resíduos, isolado de sementes de Vigna unguiculata (c.v. Seridó) (Ventura e Filho, 

1966. Morhy e Ventura, 1987) com uma massa molecular de 9071 Da. 

Inicialmente Ventura e Aragão mostram que o BTCI não apresentava estruturas 

secundárias, sendo sua estrutura desprovida de hélice α (Ventura e Aragão, 

1978). Em 1987 estudos desenvolvidos por Morhy e Ventura, purificaram o BTCI 

e mostraram sua sequência primária (Morhy e Ventura, 1987). O sequenciamento 

dos aminoácidos mostrou que a sequência do BTCI apresenta uma grande 

quantidade de cisteínas como é característica dos BBIs. O BTCI apresenta em 

sua sequência 14 cisteínas, formando 7 ligações dissulfeto ao longo de sua 

estrutura. Estudos estruturais desenvolvidos por Freitas et al, demostram que 

BTCI era composto estruturalmente principalmente por folhas β e alças β (Freitas 

e Ventura, 1996).  

O BTCI apresenta vários resíduos hidrofóbicos expostos ao solvente, o que 

é considerado fonte de tendências de auto-associação (Barbosa et. al., 2007; P. 

Kumar, a G.A et. al., 2004; R.H. Voss, U et. al.,1996). O BTCI apresenta 

característica de auto-associação em solução. Utilizando a técnica de microscopia 

de dispersão da luz e de força atómica foi demonstrado que a auto-

oligomerização faz com o BTCI seja encontrado em vários oligômeros, variando 

dentre monômeros, dímeros, trímeros e hexâmeros (M.M. Ventura et. al., 1981; 

L.P. Silva, et. al., 2005).  

As constantes de dissociação (KD) da interação do BTCI com α-

quimotripsina e tripsina foram previamente estimados em 1,15 x 10-7 M e 6,25 x 

10-9 M a 298K respectivamente (S.M. de Freitas et. al., 1999; H.C. Fachetti et. al., 

1984). Estudos demonstraram que a interação entre o BTCI e a tripsina é um 

processo endotérmico e espontâneo com variação entrópica positiva (H.C. 

Fachetti et. al., 1984; R.J. Baugh et al,1972; G.D. Brand et. al, 2017).  Esse 

processo é acompanhado por uma mudança de entropia, resultante do 

deslocamento de moléculas de água localizadas na interface (C. L. Stevens e  M. 

A. Lauffer, 1965; R. Jaenicke e M. A. Lauffer, 1969) Os primeiros estudos 
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termodinâmicos da interação com BTCI e a α-quimotripsina demonstraram ser um 

processo endotérmico e espontâneo no qual a variação entrópica é positiva (S.M. 

de Freitas, et al, 1999), posteriormente Brand e colaboradores utilizando técnicas 

de ITC (Isothermal titration calorimetry) com concentrações de 5 µM demonstrou 

que a interação do BTCI com a α-quimotripsina é exotérmica (G.D. Brand et. al, 

2017). Em concentrações mais altas, predominam os fatores endotérmicos, 

provavelmente derivados da auto-oligomerização do BTCI (S. M. De Freitas et al, 

1997).  

Foram feitas análises in silico da interface de interação entre o inibidor 

BTCI e a tripsina e quimotripsina. Foi demonstrada a capacidade da contribuição 

virtual para identificação de cadeias laterais de aminoácidos mais importantes 

para a interação (Honda, D. E, et al, 2018).  

Ensaio de estruturas secundária realizado por Freitas e Ventura utilizando 

a técnica de Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) mostraram que o 

BTCI estruturalmente é formado por 32 % de folhas β, 23 % de alças β e 28 % da 

sua estrutura é desordenado (Freitas e Ventura, 1996).  

O BTCI apresenta em sua estrutura sete ligações dissulfeto conferindo 

uma alta estabilidade estrutural. Essa estabilidade foi demonstrada em diferentes 

pH, na faixa de pH 3,0 a 10,0. A estabilidade foi testada em temperaturas na faixa 

de 25 a 95 oC em pH 3,0 e 7,0, demonstrando que após o BTCI ser submetido a 

essas condições extremas mantem seu nível de atividade em 96 % (Ventura et. 

al., 1975 e Silva et. al., 2001). 

A primeira estrutura do BTCI em complexo com a tripsina (complexo 

binário) foi resolvida por difração de raios X a 1,55 Ǻ e depositada no PDB com o 

código 2G81 (Barbosa et. al., 2007). Posteriormente, em 2011 a estrutura do 

BTCI em complexo com tripsina e quimotripsina (complexo ternário) foi resolvida 

por difração de raios X com uma resolução de 1,68 Ǻ e depositada no PDB com o 

código 3RU4 (Figura 11. A-B). A resolução da estrutura apresentou detalhes no 

nível atômico do BTCI e suas interações com as proteases. A forma geral da 

molécula de BTCI assemelha-se a um cilindro alongado com dimensões de 

aproximadamente 42 x 22 x 18 A3. A estrutura do BTCI enovela em dois 
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subdomínios compactos semelhantes, cada um com 30 resíduos. Cada 

subdomínio apresenta 3 fitas-β formando uma folha-β antiparalela (Figura 11.D). 

A distância entre os átomos Cα dos resíduos de Lys26 e Phe53 é de 32,5 Ǻ 

demonstrando que a estrutura do BTCI é muito semelhante aos outros BBIs. A 

distância entre os dois loops reativos do BTCI possibilita a inibição de duas 

proateses simultanemante e de forma independente (Freitas et. al., 1997; Barbosa 

et. al., 2007). 

O BTCI apresenta dois loops reativos delimitados estruturalmente por 

ligações de dissulfeto que correspondem à região especifica para a inibição de 

proteases. O primeiro o loop reativo (CTKSIPPQC) entre os resíduos de Cys24 a 

Cys32, localizado no subdomínio 1 entre as fitas 1 e 2, com a presença do resíduo 

de Lys26, específico para a interação com tripsina (Figura 11. D). Interação entre 

BTCI e tripsina é mediada por muitos contatos polares e ligações de hidrogênio e 

uma ponte salina entre Lys26 e Asp189 (S. M. De Freitas et al, 1997). Além de Lys26 

do BTCI, o Asp189, Ser190, Gly193, Ser195 e Ser210 da tripsina são os resíduos mais 

importantes para o processo de inibição (Barbosa et. al., 2007). 

O outro loop reativo (CTFSIPAQC) entre as Cys51 a Cys59, localizado no 

subdomínio 2 entre fitas 4 e 5, mostrou a presença do resíduo de Phe53, 

especifico para a inibição de quimotripisina (Freitas et. al., 1997; Barbosa et. al., 

2007) (Figura 11.D). A análise cristalográfica do BTCI revelou que a ligação do 

BTCI à quimotripsina é mediada por contatos de natureza hidrofóbica no bolsão 

S1 (S. M. De Freitas et al, 1997). No entanto, existem várias ligações de 

hidrogênio que são importantes para o processo de inibição envolvendo os 

resíduos adjacentes ao resíduo Phe53, inclusive a cadeia principal da Cys51 do 

BTCI com os resíduos Gly193, Ser195 e Gly216 da quimotripsina (Freitas et. al., 

1997). 
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Figura 11. A) Complexo binário. Modelo entre o BTCI (verde) em complexo com a 
tripsina (vermelho). O loop que interage com tripsina está destacado em vermelho. B) 
Complexo ternário. Modelo do complexo entre BTCI (verde) e tripsina (vermelho) e 
quimotripsina (azul). C) Modelo do BTCI. O loop 1 inibitório (vermelho) está representado 
entra as fitas 1 e 2. O loop inibitório 2 (azul) está localizado entre as fitas 4 e 5. D) O loop 
inibitório que interage com quimotripsina está demonstrado em azul, as cadeias laterais 
dos resíduos Cys51, Cys59 e P1-Phe53 estão destacadas em bastões. O loop inibitório que 
interage com a tripsina está demonstrado em vermelho, as cadeias laterais dos resíduos 
Cys24, Cys32 e P1-Lys26 estão destacadas em bastões. *Todas as cisteínas estão 
destacadas em bastões e os átomos de enxofre em amarelo em todas as estruturas.  

 

1.2.3 Peptídeos sintéticos derivados de BBIs 

Historicamente os primeiros estudos de caracterização de peptídeos 

sintéticos derivados de um inibidor BBI natural (soja) foram introduzidos por 

Nishino e Terada (Nishino, N.et. al., 1975; Nishino, N, et. al., 1977; Terada, S, et. 

al., 1978). A retenção da atividade inibitória demonstrada em estudos com 

peptídeos sintéticos derivados de BBIs estimulou vários trabalhados a investigar 

os requisitos mínimos de tamanho para a manutenção da atividade inibitória 

(Nishino, N., et al, 1975). Nishino e colaboradores sintetizaram pela primeira vez 

um peptídeo cíclico com atividade baseada nos nove resíduos (resíduos 14 a 22) 

derivados do loop inibitório BBI de soja (Nishino, N., et al, 1975). Foi demonstrado 

que os peptídeos sintéticos descritos por Nishino com o resíduo de Lys na 

posição P1 inibem a tripsina com valores de micromolar (Nishino, N., et al, 1977). 

Terada e colaboradores demonstraram resultados semelhantes aos apresentados 

D 
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por Nishino utilizando peptídeos sintéticos derivados de BBIs (Terada, S., et al, 

1978). As sequências dos nonapeptídeos sintéticos analisados por Terada foram 

CTKSNPPQC e CALSTPAQC (Terada, et al., 1978). As sequências dos 

nonapeptídeos sintéticos analisados foram modificados na posição P1 

(sublinhado) demonstrando os resíduos que conferem especificidade para tripsina 

e quimotripsina (Terada et al., 1978). 

No início dos anos 90 foi demonstrado que os peptídeos sintéticos 

derivados dos loops inibitórios dos BBIs mantinham uma atividade inibitória 

significativa e suas características eram mantidas em comparação as proteínas 

originais (Li, Y. L. et al, 1994; Zhu, G. et al, 2001; Brauer, A. et. al., 2001). A 

conservação da atividade dos peptídeos sintéticos sugeriu a hipótese de que os 

loops reativos dos BBIs representam um motivo estrutural independente (Brauer, 

A. et. al., 2001). Posteriormente vários inibidores peptídicos, isolados de 

bibliotecas foram descritos, incluindo inibidores de α-quimotripsina (Krook, M., et 

al., 1997), fator VIIa (Dennis, M. S. et al., 2000), antígeno específico da próstata 

(Wu, P., el al., 2000), e calicreína-2 humana (Heinis, C., et al., 2009; Hekim, C.et 

al.,2006), dentre outros. 

Têm sido reportados peptídeos sintéticos derivados dos loops reativos de 

sementes de girassol da espécie Helianthus annus (Luckett, S. 1999; Korsinczky, 

M. L. 2001), de sementes de melão da espécie Momordica cochinchinensis (Heitz, 

A., et al, 2001; Hernandez, JF, et al, 2000) e de diversos peptídeos derivados da 

pele de sapos (Li et al., 2007; S. Chakraborty, et al., 2000; L. Zhang. et al, 2018) . 

Desde então, muitos estudos descreveram peptídeos mono, bi e tricíclicos 

projetados para imitar a atividade inibitória dos BBI (McBride, J. D, et al, 2002). 

O menor inibidor BBI natural descrito vem de sementes de girassol, 

apresenta 14 aminoácidos (GRCTKSIPPICFPD), massa de 1513 Da e uma 

ligação de dissulfeto (Cys3 - Cys11) (Luckett, S. et. al., 1999). O inibidor SFTI-1 

(sunflower trypsin inhibitor 1)  apresenta atividade inibitória especificamente 

contra tripsina (Korsinczky, M et. al., 2001). Devido a sua compacta esturura, 

SFTI-1 apresenta um modelo para estudos de inibidores derivados de BBIs. 

Peptideos derivados do SFTI-1 com 9 aminoácidos (CTKSIPPIC) com uma 
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ligação de dissulfeto (Cys1 ‐ Cys9) foram sintetizados (M. L. Korsinczky, et al., 

2004). 

Os estudos de peptídeos sintéticos derivados de BBIs demostraram que a 

atividade dos peptídeos é dependente da ciclização da estrurura, onde, os que 

não exibem essa característica apresentam pouca ou nenhuma atividade inibitória 

(Domingo, G. J, et al, 1995; Terada, S., et al, 1978, Dittmann, K. H., et al, 2001; 

McBride, J. D, et al, 2002). Isso foi confirmado pelos estudos dos análogos 

derivados do peptídeo de SFTI-1 (Zablotna, E. et al, 2002; Jaulent, A. M, et al, 

2001). Foi demonstrado que os análogos dos peptideos de SFTI-1 que 

apresentavam ciclização por ligação de dissulfeto ou por ligação do C-terminal 

com o N-Terminal apresentavam alguma atividade inibitória, análogos que 

estavam lineares não apresentavam atividade (Zablotna, E. et al, 2002; Jaulent, 

A. M, et al, 2001). Outro estudo desenvolvido por Maeder demosntoru que um 

peptídeo cíclico derivado de uma leguminosa da espécie Macrotyloma axillare 

com 11 resíduos (SCTKSIPPQCY) apresentou maior atividade inibitória do que o 

inibidor com 9 resíduos (CTKSIPPQC) (Maeder, D. L. et al, 1992). De arcodo com 

Gariani uma hipótese é que resíduos adicionais depois das pontes de dissulfeto 

melhoram as propriedades de inibição conferindo uma maior estabilidade 

estrutural (Gariani, T. et. al., 1997). 

Em geral inibidores BBIs (incluindo BTCI) apresentam uma sequência 

consenso com um núcleo de 9 aminoacidos entre a posição P3 a P6' (Prakash et 

al., 1996) (Figura 12). 

 

Figura 12. Sequência consenso entre a posição P3 a P6' encontrada nos inibidores BBI. 
P1 indica o resíduo que determina a especificidade da inibição e Xxx indica qualquer um 
dos 20 aminoácidos. A ponte de dissulfeto é representada pela linha amarela. 

Além dos resíduos de cisteína são descritos vários resíduos altamente 

conservados para a conservação dos peptídeos sintéticos derivados dos BBIs 

‒Cys‒Thr/Ala‒Xxx‒Ser/Ala‒Xxx‒Pro‒Pro/Ala‒Xxx‒Cys‒ 

P3        P2        P1       P1’       P2’    P3’      P4’       P5’   P6’ 



44 
 

(Song HK et al., 1999). Tsunogae descreveu que a presença da prolina na 

posição P3' apresentando uma configuração cis (Tsunogae Y, et al.,1986) e uma 

cisteína na posição P3 são essenciais para a formação da ligação de dissulfeto 

(Tsunogae Y, et al.,1986). Estudos descritos por Gariani demonstraram que 

peptídeos com mais de 9 resíduos e mais de uma ligação de dissulfeto em sua 

estrutura apresentavam melhora na sua atividade e uma maior estabilidade 

estrutural (Gariani, T. e Leatherbarrow, R., et al, 1997).  

Os resíduos que desempenham papel importante no aspecto estrutrura e 

função dos peptídeos sintéticos derivados de BBIs foram mapeados a partir das 

sequências dos loops inibitórios de proteínas conhecidas (Figura 13). As 

modificações nas posições P3 a P6’ em peptídeos sintéticos demonstrou que os 

resíduos na posição P2, P1, P2’ e P3’ são os resíduos de maior interação com a 

proteína e consequemente os mais importantes para a inibição (Descours, A. et 

al, 2002).  

Uma prolina na configuração cis na posição P3’ é conservada em todas as 

proteínas do tipo BBI (McBride, J. D, et al, 1998).  De acordo Brauer, mutações 

pontuais na sequência dos inibidores demostraram que a substituição da cis-Pro-

P3’ por alanina foi capaz de alterar a atividade (Brauer, A. et. al., 2001) mostrando 

a importância do resíduo na posição específica. Embora uma prolina na posição 

P4' não seja essencial para a atividade, ela estabiliza efetivamente a conformação 

cis-Pro (Brauer, A. et. al., 2001). O loop reativo também possui um aminoácido de 

treonina na posição P2 altamente conservado. Verificou que a treonina na posição 

P2 era o resíduo ideal por apresentar interações de hidrogênio intra-loop e 

interações hidrofóbicas com a enzima (Brauer AB, et al., 2003; Song HK et al., 

1999). 

Estruturas de alguns peptídeos da família BBI foram resolvidas por 

ressonância magnética nuclear (RMN), mostrando que os peptídeos são 

estruturados em solução (Pavone, V, et. al., 1994; Li, Y et. al., 1994). Estruturas 

do complexo entre peptídeo e tripsina foram determinadas por difração de raios X, 

mostrando que o peptídeo derivado adota a mesma conformação quando ligado à 

protease. A conservação da estrutura nos peptídeos sintéticos explica a sua 

atividade de inibição (Li, Y et. al., 1994) (Figura 14). 
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Figura 13. Alinhamento das sequências dos peptídeos derivados de BBIs depositadas no 
PDB. As estruturas resolvidas por cristalografia estão descritas como XTAL e as 
resolvidas por ressonância magnética nuclear com RMN. N*=número de resíduos na 
sequência. 

  

P2 P3’ P1’ P3 P1 P4’ N* P6’ P2’ P5’ 
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Figura 14. Estruturas dos peptídeos derivados dos BBIs depositadas no PDB. Cisteínas 
destacadas em amarelo e sticks. A) Peptídeo cíclico sintético com 11 resíduos (PDB - 
1OX1). B) Peptídeo cíclico sintético com 11 resíduos (PDB - 1HD9). C) Peptídeo cíclico 
sintético com 11 resíduos (PDB - 1GM2). D) Peptídeo cíclico sintético com 13 resíduos 
(PDB - 4XOJ). E) Peptídeo cíclico sintético com 14 resíduos (PDB - 1SFI). F) Peptídeo 
cíclico sintético com 14 resíduos (PDB - 1JBL). G) Peptídeo cíclico sintético com 14 
resíduos (PDB - 4HGC I). H) Peptídeo cíclico sintético com 14 resíduos (PDB - 1JBL. G) 
Peptídeo cíclico sintético com 14 resíduos (PDB - 6BVY). 

1.3 Aplicações dos inibidores de protease 

As proteases desencadeiam um evento irreversível, portanto, sua atividade 

deve ser controlada. Nesse contexto, os inibidores de proteases são importantes 

ferramentas da natureza para regular a atividade proteolítica de suas proteases 

alvo, para bloqueá-las em casos de emergência, ou para sinalizar interações ou 

eliminação de receptores (Turk, 2006). Como resultado, a natureza desenvolveu 

várias estratégias para controlar a proteólise, incluindo regulação espacial e 

temporal, ativação de zimogênio e degradação de protease por meio da inibição 

de proteases por inibidores macromoleculares (Farady C et. al., 2010). 

A B C D 

E F G H 
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Inibidores sintéticos são amplamente utilizados para o estudo de proteases 

com o objetivo de criar uma nova intervenção terapêutica (Leung, D. et. al. 2000). 

Historicamente os primeiros estudos de inibidores de proteases foram 

estimulados pela busca de agentes biotecnológicos para a produção de 

variedades de plantas resistentes contra agentes externos (Richardson 1977; 

Ryan 1973), como foi descrito por testes in vitro realizados por Shewry e Lucas 

(Shewry e Lucas, 1997). Com o avanço da tecnologia, os inibidores de protease 

atingiram outro nível de finalidade, aplicados em diversas áreas, como, na 

agronômica e na medicina (Fear et. al., 2007).  

Os estudos de BBIs têm atraído um grande interesse biotecnológico devido 

às suas múltiplas funções. Dentro desses estudos, as funções dos BBIs vão 

desde o controle de pragas em plantas transgênicas, até o aspecto clínico, 

incluindo desordens antineoplásicas, inflamatórias e alérgicas (Li, J., et a, 2007). 

Os inibidores BBI também têm sido descritos como agentes supressores de 

carcinogênese (iniciação, promoção e progressão), em diversos órgãos e tecidos 

(mama, cólon, fígado, pulmão, esôfago e epitélio oral), em células de origem 

hematopoiéticas e células do tecido epitelial e do tecido conjuntivo (Kennedy, 

1998 a; Deryugina et. al., 2002; Zucker et. al., 2003). 

BTCI apresentou efeitos in vitro e in vivo sobre o desenvolvimento de uma 

praga de algodão, conhecido como bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis), 

por meio da inibição de proteases do tipo tripsina-like e quimotripsina-like. O 

inibidor foi capaz de provocar alterações morfológicas lesivas em larvas causando 

o atrasado no seu crescimento, e em insetos adultos diminuiu a população da 

praga, mostrando seu potencial de expressão em plantas transgênicas, 

projetadas para resistência a pragas (Franco et. al., 2003).  

 De acordo com Carvalho e colaboradores, BTCI foi o primeiro BBI a 

apresentar efeitos na regulação da homeostase de fluidos, aumentando o fluxo 

urinário, na excreção fracionada de Na+ e K+. Além disso, foi demonstrado que o 

BTCI apresenta atividade potencializadora da ação da guanilina, um peptídeo 

hipotensor, evidenciando efeitos no processo de filtração glomerular em ratos 

perfundidos (Carvalho F et. al., 2008). Ambos os efeitos são devido à capacidade 
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do BTCI de inibir proteases do tipo quimotripsina-like, desempenhando assim 

função no metabolismo renal da guanilina em um processo natriurético (Carvalho 

F. et. al., 2008). 

Foi demonstrado que o BTCI pode atuar modulando a atividade da 

bradicinina e dos seus peptídeos análogos in vivo, prolongando a meia vida dos 

peptídeos na corrente sanguínea, auxiliando na ação cardiofisiológica e 

potencializando a ação hipotensora (da Cunha Morales Álvares, Alice et al. 2014). 

De acordo com Joanniti e colaboradores, foi demonstrado que aplicações 

tópicas de BTCI em camundongos foram capazes de reduzir a incidência e o 

volume de lesões pré-malignas causadas por indução química de câncer de pele 

não melanoma (Joanitti GA et. al., 2010). Especificamente, os efeitos preventivos 

da aplicação tópica de BTCI foram o retardo da progressão do câncer de pele não 

melanoma e a produção de mediadores inflamatórios envolvidos na progressão 

tumoral (Joanitti GA et. al., 2010). 

O BTCI induz efeitos citostáticos e citotóxicos em células cancerígenas de 

mama, linhagem MCF-7. Estes efeitos indicam morte celular por apoptose 

associada a alterações morfológicas, alterações do núcleo e mitocôndrias, 

aumento do número de células com potencial reduzido de membrana 

mitocondrial, fragmentação do DNA e células com integridade da membrana 

plasmática alterada (Joanitti GA et. al., 2010). O BTCI foi caracterizado como um 

potente inibidor do proteassoma 20S, agindo na inibição a atividade proteolítica 

da enzima tripsina-like do proteassoma, induzindo, assim, efeitos citostáticos e 

citotóxicos em células de câncer de mama MCF-7 por indução de apoptose 

(Souza L da C et. al., 2014). O BTCI inibe a atividade das proteases tripsina-like, 

quimotripsina-like e a caspase-like com constante de associação de 1.0x10-7 M, 

7.0x10-7 M e 14.0x10-7 M, respectivamente. BTCI suprimiu a viabilidade celular 

de adenocarcinoma de mama humano inibindo a atividade do proteassomo 20S 

(A Mehdad et. al., 2016). 
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2. Justificativa  

Proteases desempenham função determinante em processos 

fiosiopatológicos. Logo, o desequilíbrio das proteases pode implicar em várias 

consequências fisiopatológicas. Os inibidores de proteases são os principais 

sistemas de defesa em humanos e plantas ajudando a regular e equilibrar as 

atividades das proteases. Compreender os papéis que os inibidores de protease 

desempenham e consequentemente o controle da ação das proteases apresenta-

se como uma oportunidade para o desenvolvimento de novos compostos com 

potencial biotecnológicos e/ou farmacêuticos (Turk, 2006; Abbenante, G., et. al., 

2005; Losso, JN, 2008). 

Além da possibilidade no desenvolvimento de novos agentes terapêuticos o 

estudo de inibidores de proteases provenientes de plantas é altamente relevante 

na área agrícola (Habib e Fazili, 2007). Em segundo plano, a interação entre 

protease e inibidor é um exemplo interessante e sistema de modelo útil para 

estudar as interações intermoleculares. 

As aplicações dos inibidores de proteases têm sido exploradas no 

desenvolvimento de drogas (Turk, 2006). Têm sido reportados que algumas 

patologias como, a hipertensão, insuficiência cardíaca, algumas formas de câncer 

e alguns tipos vírus são mediadas por porteases (Wensing et. al., 2010). Na 

literatura tem sido descrito alguns alvos de proteases bem estabelecidos, como a 

enzima conversora da angiotensina (ECA) e a protease do HIV (Arts EJ e Hazuda 

DJ. 2012). ECA é uma metaloprotease de zinco que atua como uma 

carboxipeptidase, sendo essa uma das proteases centrais no sistema renina-

angiotensina. Inibidores da ECA são amplamente usados como fármacos no 

tratamento de doenças como pressão arterial elevada, insuficiência 

cardíaca, diabetes tipo I e diabetes tipo II (Hirsch, J. 2003). Outros exemplos 

importantes incluem o Argatroban da companhia GlaxoSmithKline, um inibidor de 

trombina que a FDA (Food and Drug Administration) aprovou para o tratamento 

de distúrbios de coagulação em 2000; o inibidor de DPP4 JANUVIA® (Sitagliptin) 

da Merck foi aprovado para o tratamento de diabetes em 2006; e VELCADE® 
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(Bortezomib), um inibidor de proteassoma da companhia Millennium, aprovado 

para o tratamento do mieloma múltiplo em 2003 (Chen D., et al. 2011). 

Além de um potencial desenvolvimento de drogas, o controle das 

proteases e seus inibidores são descritos como biomarcadores na identificação, 

validação e diagnóstico de algumas doenças (Tamir, Ayala et al. 2016). As 

expressões diferenciadas de algumas proteases e seus respectivos inibidores em 

algumas doenças fazem com que esse sistema seja usado como biomarcadores 

no diagnóstico precoce e prognósticos permitindo uma escolha na terapia 

adequada. Um exemplo de biomarcador no câncer de mama é a serino protease 

ativadora de plasminogênio e seu inibidor PAI-1 (Look, M. P. e Foekens, J. A. 

1999) e a serino protease prostatina (PRSS8) (Tamir, Ayala et al. 2016). Outro 

exemplo são as serino proteases relacionadas com calicreína (KLKs) que estão 

envolvidas em vários tipos de câncer. Foi demonstrado que as KLKs estavam 

superexpressas no câncer, o que as torna biomarcadores clinicamente relevantes 

para o prognóstico e o monitoramento (Goettig, Peter et al. 2010). 

Como já foi descrito, o BTCI é um inibdor em potencial para aplicações 

biotecnológicas. O BTCI pode ser aplicado na área agrícola no controle de 

pragas, como o bicudo do algodoeiro (Franco et. al., 2003), na mediação de 

respostas inflamatórias (A Mehdad et. al., 2016), na inibição da subunidade 20S 

do proteassomo (Souza L da C et. al., 2014; A Mehdad et. al., 2016), na 

prevenção e no controle de células cancerígenas no tratamento de câncer de pele 

não melonoma e contra células cancerígenas do câncer de mama (Joanitti GA et. 

al., 2010) e também na regulação da homeostase (Carvalho F et. al., 2008) e 

como agente anti-hipertensivo (da Cunha Morales Álvares, Alice et al. 2014).  

Mediante estas aplicações do BTCI e evidências na literatura 

demonstrando que os peptídeos derivados da família BBI conservam sua 

atividade inibitória e sua estrutura (Li, Y et. al.,1994, Zhu, G et. al., 2001, Brauer, 

A. et al., 2001) o desenho racional de peptídeos derivados do BTCI, bem como o 

estudo da estrutura e função, são estratégias para fins biotecnológicos. Peptídeos 

cíclicos ricos em cisteínas têm sido descritos como de alto potencial para o 

desenho de drogas, devido à sua estabilidade estrutural (Wang, C. K., et. al., 
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2014). Alguns exemplos de peptídeos ricos em cisteína utilizados na produção de 

drogas estão relatados na literatura. Vc1.1 (cVc1.1) é um peptídeo com 22 

resíduos contendo 2 ligações de dissulfeto (Cys1‐Cys3 e Cys2‐Cys4) derivado de 

um peptídeo do veneno do caramujo cone (cone snail's) (R. J. Clark et al., 2010). 

O Kalata B1 (kB1) é um peptídeo derivado de ciclotídeos, uma família de 

peptídeos cíclicos de ocorrência natural que são caracterizados por um arranjo de 

ligação dissulfeto (Cys1-Cys4, Cys2-Cys5 e Cys3-Cys6) (D. J. Craik et, al., 1999).  

Tendo em vista o crescente interesse em peptídeos cíclicos ricos em 

cisteínas, neste trabalho priorizamos o estudo estrutural do complexo de 

proteases com peptídeos derivados do BTCI por meio da determinação da 

estrutura tridimensional e testes de atividades destes complexos. A conservação 

da atividade de peptídeos derivados de outras moléculas (McBride J, D. e 

Leatherbarrow R,J., 2001) justifica o desenho de inibidores de protease altamente 

potentes derivados dos inibidores naturais. Portanto a utilização dos peptídeos 

derivados BTCI encontrados em sementes de Vigna unguiculata, para este estudo 

foi baseada nas informações citadas bem como na facilidade de obtenção por 

meio de síntese química, visando, futuramente o desenho de novos fármacos, 

considerando o potencial biotecnológico, conforme relatado. 
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3. Objetivos  

3.1 Geral:  

Este trabalho tem como objetivo a resolução da estrutura tridimensional e 

análise da atividade dos peptídeos bioativos derivados do inibidor BTCI, em 

complexo com a tripsina por difração de raios X. 

3.2 Específico: 

• Desenho dos peptídeos derivados do ininbidor BTCI que interagem com 

tripsina. 

• Aquisição e análise de pureza dos peptídeos que interagem com 

tripsina por espectrometria de massa. 

• Análise da função inibitória dos peptídeos contra tripsina. 

• Análise de polidispersividade por Espalhamento de Luz Dinâmico 

(ELD). 

• Testar condições de cristalização para os peptídeos e o complexo 

peptídeo-tripsina. 

• Experimentos de difração e coleta de dados cristalográficos. 

• Processamento dos dados cristalográficos. 

• Construção dos modelos dos complexos entre os peptídeos e tripsina.  

• Refinamento dos modelos cristalográficos.  

• Validação dos modelos cristalográficos.  

• Depósito das estruturas no PDB. 

• Análise estrutural dos modelos. 
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4. Materias e Métodos 

4.1 Desenhos dos peptídeos 

Os peptídeos derivados foram desenhados conforme considerando 

diminuir seu tamanho entre 9 e 6 resíduos a patir do C-terminal (Figura 15).  Os 

peptídeos derivados do BTCI foram sintetizados e adquiridos de forma comercial 

junto à empresa Aminotech - Diadema, São Paulo. O ptryp9 é formado por 9 

resíduos que correspondem ao loop reativo do BTCI, da Cys24 à Cys32 na 

sequência. Os demais peptídeos, de tamanho menor que o ptryp9, são os 

derivados do peptídeo original. Os peptídeos, ptryp8, ptryp7 e ptryp6 são uma 

redução no C-terminal do peptídeo original, sempre mantendo os peptídeos 

cíclicos pela ligação dissulfeto. 

 

 

Figura 15. Alinhamento dos peptídeos derivados do BTCI adquiridos. Os peptídeos 
denominados ptryp9, ptryp8, ptryp7 e ptryp6 foram desenhados para interagir com a 
tripsina. A linha amarela representa a ligação dissulfeto, fazendo com os peptídeos sejam 
cíclicos. Apesar de desenhada apenas para o ptryp6, todos os peptídeos possuem a 
ligação dissulfeto. N*= número de aminoácidos na sequência.  

 

 

N* 
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4.2 Ensaio enzimático 

As atividades inibitórias dos complexos, ptrypN-tripsina, foram avaliadas 

mediante análise das atividades tripsina (Sigma-Aldrich) usando o substrato Nα-

benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) (Sigma-Aldrich) (Erlanger, B. F., et al, 

1961). As concentrações de tripsina utilizada no ensaio foram determinadas de 

medições de absorbância em um espectrofotômetro JASCO V-530 (JASCO, 

Tóquio, Japão).  Usando os valores para tripsina de MM = 24 kDa e A1%280;1-cm = 

15,9. Todos os componentes do ensaio foram diluídos em Tris-HCl 50 mM, CaCl2 

20 mM, pH 8,2. O complexo ptrypN-tripsina foi formado pela incubação de 250 μL 

de enzima a uma concentração inicial fixa (2,57 μM para tripsina) com 250 μL do 

ptrypN em várias concentrações à temperatura ambiente por 15 min. Após esta 

incubação, 1250 μL de BAPNA a 0,064 mg/mL foram adicionados. A reação foi 

interrompida pela adição de 250 μL de ácido acético a 30 %, levando a um 

volume final de 2 mL. A hidrólise enzimática do substrato foi avaliada por 

absorbância a λ = 410 nm. As atividades residuais das enzimas, na presença dos 

complexos, foram estimadas considerando a atividade enzimática sem inibidor 

como 100 %. Os valores obtidos são uma média de três medições independentes. 

4.3 Análises da pureza e sequência dos peptídeos 

As análises de pureza dos peptídeos foram feitas em com a colaboração 

do técnico do Laboratório de Toxinologia da Universidade de Brasília (UnB). Os 

espectros de massa (MS e MS/MS) (Anexo I) foram adquiridos utilizando o 

equipamento MALDI Autoflex Speed TOF/TOF (Bruker Daltronics) operado no 

modo positivo refletivo. Uma mistura de peptídeos foi empregada na calibração 

externa do espectrômetro (Peptide Calibration Standard III, Bruker Daltonics, 

Bremen, Germany). O equipamento foi controlado utilizando o software Flex 

Control versão 3.4 e as análises foram realizadas utilizando o software Flex 

Analysis (versão 3.4 Build 76, Bruker Daltonics). As análises foram realizadas a 

partir de um volume correspondente a 1 μL do peptídeo purificado, na molaridade 
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de 30 pM (solução contendo 5 % de acetonitrila em água), misturado a 3 µL de 

uma solução de α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA). A mistura foi 

adicionada em duplicata diretamente na placa MALDI target plate MTP Ground 

Steel. 

4.4 Cristalização dos complexos 

 Os ensaios de cristalização para os complexos entre os peptídeos 

(ptryp9, ptryp8, ptryp7 e ptryp6) e tripsina foram realizados por cocristalização. A 

tripsina liofilizada foi adquirida de forma comercial (Sigma-Aldrich, Alemanha) de 

pâncreas bovino (Bos tauros). Inicialmente a enzima tripsina foi ressuspendida em 

tampão Tris-HCl 50 mM, CaCl2 20 mM, pH 8,2 com o objetivo de diminuir a 

autólise. A enzima foi incubada com os respectivos peptídeos inibidores em gelo 

durante 1 hora, até o início dos ensaios de cristalização. Nos primeiros ensaios de 

cristalização a relação peptídeo/enzima foi de 2:1. Com o objetivo de ocupar 

todos os sítios da enzima pelo inibidor, essa proporção foi otimizada utilizando 

uma concentração de tripsina de 2,6 mM e concentração dos peptídeos de 51,5 

mM, resultando na relação estequiométrica de peptídeo/tripsina de 

aproximadamente 20 vezes. 

 A cocristalização dos complexos entre os peptídeos e tripsina foi feitas pelo 

método de difusão de vapor em placas de gota sentada (sitting drop) ou gota 

pendurada (hanging drop) utilizando a metodologia de matriz esparsa (J. Jancarik 

e S.-H. Kim, 1991). Em busca das melhores condições de cocristalização dos 

complexos, foram feitos screenings utilizando kits comerciais das empresas 

Hampton Research (Crystal screen I e II), Jena Bioscience (JCSG e PACT) e 

Molecular Dimension (JCSG e Morpheus). Os reagentes usados na cristalização 

em geral apresentam em sua composição química um agente precipitante. Os 

agentes precipitantes atuam com o objetivo de levar o sistema acima do ponto de 

saturação, fazendo com que a proteína se precipite de forma ordenada obtendo 

cristais.  
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 Os primeiros ensaios de cristalização foram feitos com auxilio de um robô 

(Mosquito Crystal Nanolitre Protein Crystallisation Robot, TTP Labtech, Reino 

Unido) em placas com 96 poços. As gotas de cristalização feitas com o auxílio do 

robô tinham um volume de 200 nL (100 nL reservatório + 100 nL complexo) 

equilibradas com 100 µL de volume no reservatório do poço. As placas de 

cristalização foram observadas em uma lupa com a menor perturbação possível, 

e mantidas em sala de temperatura controlada (20 ºC). Posteriormente as 

condições ideais de cristalização foram otimizadas em placas manuais de 24 

poços com volume das gotas de 3 µL (1,5 µL reservatório + 1,5 µL complexo) 

equilibradas com 500 µL do reservatório do poço. 

4.5 Coleta de dados de difração e processamento 

dos dados 

Os cristais dos complexos entre os peptídeos (ptryp9, ptryp8, ptryp7 e 

ptryp6) e a tripsina, foram submetidos à difração de raios X na linha MX-2 de 

macromoléculas no Laboratório Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) (Campinas - 

São Paulo). A linha de luz do LNLS tem uma faixa de um comprimento de onda 

de 0,83 a 2,48 Å. O maior fluxo de elétrons na linha é o de 1,45 Å ou 8550,6379 

elétrons volt (eV). Visando a proteção dos cristais no momento da difração, alguns 

cristais foram imersos em uma solução crioprotetora formulada de acordo com a 

solução na qual o complexo foi cristalizado (McFerrin e H. Snell, 2002). Os cristais 

foram retirados das gotas com o auxílio de um loop e colocados na linha de 

difração com um fluxo contínuo de nitrogênio a 100 K e expostos aos raios X. O 

fluxo contínuo de nitrogênio tem o objetivo de prolongar a vida do cristal frente 

aos danos provocados pelos raios X.  

No experimento de difração, medimos as intensidades dos pontos de 

difração correspondentes aos feixes de raios X difratados. Os detectores MarCCD 

SX165 (Rayonix, LLC - USA) e Pilatus 2M (Dectris - SWI) foram usados na coleta 

de dados de intensidade e direção dos feixes difratados. Nas primeiras coletas de 

dados foi usado o MarCCD SX165 (Figura 16C). Posteriormente a linha MX-2 do 
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LNLS sofreu uma otimização passando a usar o detector Pilatus 2M (Dectris) 

(Figura 16D). 

 

Figura 16. A) Cristal usado na coleta de dados. B) Loops usados para coletar os cristais. 
C) Detector Rayonix MarCCD SX165. D) Detector Dectris Pilatus 2M. 

A coleta foi feita com oscilação de 0,5° por imagem. A difração de raios X 

gera as imagens com o padrão de difração com as intensidades. Duas 

informações podem ser encontradas nas reflexões (pontos de difração) das 

imagens de difração. A primeira vem do arranjo geométrico das reflexões, que 

fornece toda a informação sobre a rede cristalina e sua simetria do cristal. A 

segunda vem da intensidade da reflexão que dá parte da informação sobre o 

conteúdo da rede. Durante a indexação, os pontos devem ser encontrados, 

nomeados com números inteiros (h, k, l = índices de Miller) e a geometria do 

cristal deve ser determinada com precisão para que as intensidades possam ser 

integradas. Parte dos valores de intensidade (I) e de I/σ são determinados e 

armazenados para a determinação dos parâmetros cristalográficos. Durante o 

escalonamento, os valores integrados das diferentes imagens coletadas no 

experimento de difração são combinados em um conjunto de fatores de estrutura 

e normalizados, também de acordo com a simetria. Os processamentos de dados, 

indexação, integração e escalonamento, foram feitos utilizando os programas 

XDS (W. Kabsch, 2010) e o pacote computacional CCP4 (M. D. Winn et al. 2011), 

B 

D C 

A 



58 
 

para determinar os parâmetros da célula unitária, grupo espacial e para calcular o 

coefficient matthews para determinar quantas moléculas estão presentes na 

unidade assimétrica.  

Para buscar as fases iniciais do modelo foi utilizado o método de 

Substituição Molecular (MR) (Rossmann, M. G. 1990), utilizando o programa 

PHASER (A.J. McCoy, et. al., 2007). O modelo de busca para a tripsina foi o PDB 

2G81 (Barbosa et. al., 2007). 

4.6 Refinamento e construção dos modelos 

cristalográficos 

O resultado de um experimento cristalográfico não é realmente uma 

imagem dos átomos, mas um mapa da distribuição de elétrons na molécula, ou 

seja, um mapa de densidade eletrônica. O processo de refinamento geralmente 

envolve ciclos alternados de otimização automatizada e correções manuais que 

melhoram a concordância dos modelos com os mapas de densidade eletrônica. 

Essas correções manuais durante a construção dos modelos requer o uso de 

programas de computação gráfica. O programa Crystallographic Object-Oriented 

Toolkit (COOT) (P. Emsley et. al., 2010) foi o programa usado para exibir e 

manipular modelos atômicos das biomacromoléculas e fazer o ajuste dos átomos 

na densidade eletrônica. Alguns parâmetros como restrição geométrica, 

comprimento de ligação química, ângulos de torção da cadeia principal e contatos 

próximos são levados em conta na hora da construção do modelo cristalográfico. 

O pacote computacional Python-based Hierarchical ENvironment for Integrated 

Xtallography (PHENIX) (P.V. Afonine et. al., 2012) é um sistema altamente 

automatizado para determinação de estruturas. O refinamento macromolecular 

automatizado (phenix.refine) foi a metodologia utilizada para o refinamento da 

estrutura e construção dos mapas.  

O PyMOL é pacote computacional de sistema de visualizações moleculares 

e análises estruturais. PyMOL pode produzir imagens de alta qualidade de 



59 
 

pequenas moléculas e de biomacromoléculas, como as proteínas. Todas as 

imanges geradas nesse trabalho foram feitas utilizando o programa PyMOL 

(Schrodinger, 2015). 

4.7 Validação da estrutura e análise da interface 

 Os relatórios de validação das estruturas resolvidas foram gerados pelo 

wwPDB (Read et al., 2011). O relatório resume a qualidade da estrutura e 

destacam pontos específicos, considerando o modelo atômico, os dados de 

difração e o ajuste entre o modelo atômico e os dados de difração (Gore et al., 

2012; Gore et al., 2017). 

 Os fatores R (Rfree e Rwork) são medidas em que um modelo cristalográfico 

responde pelos dados experimentais originais correspondentes as intensidades 

medidas de reflexões no padrão de difração. Os fatores R são importantes 

indicadores de progresso no refinamento dos modelos cristalográficos, e os 

valores finais dos fatores de R são critérios usados na validação para avaliar a 

concordância entre os dados calculados (do modelo) e os dados observados 

(medidos). 

 Rwork é uma medida de concordância entre o modelo cristalográfico e os 

dados originais de difração de raios X. Rwork é um calculado a partir do modelo, 

gerando a intensidade esperada de cada reflexão no padrão de difração e, em 

seguida, compara esses "dados" calculados com os dados experimentais, que 

consistem em posições e intensidades medidas. Dados de validação devem estar 

livres dos efeitos de ‘‘super ajuste’’ da estrutura.  

 Rfree é uma medida do ajuste do modelo a um pequeno subconjunto dos 

dados experimentais que não foi usado no refinamento do modelo (Brünger, 

1992). O valor citado foi refeito pelo programa DCC (Yang et al., 2016). O clash 

score do modelo é o número de pares de átomos que estão incomumente 

próximos um do outro e foi calculada pelo MolProbity (Chen et al., 2010). A 

posição dos átomos e de seus ângulos de torção phi (φ) e psi (ψ) é apresentando 

no gráfico de Ramachandran. As posições dos resíduos e seus rotâmeros foram 
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avaliados pelo MolProbity (Chen et al., 2010). As estatísticas de qualidade foram 

calculadas usando compilações padrão de parâmetros de geometria covalente 

(Engh & Huber, 2001; Parkinson et al., 1996), MolProbity (Chen et al., 2010), 

Validation-pack (Feng et al.) e o dicionário do componente químico wwPDB (Read 

et al., 2011). Os mapas de densidade de elétrons foram calculados pelo 

REFMAC5 (Murshudov et al., 2011). A análise da interface da enzima com os 

inibidores foi realizada para todos os modelos obtidos usando o software 

PDBePISA (Proteins, Interfaces, Structures and Assemblies) (E. Krissinel e K. 

Henrick, 2007). 
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5. Resultados e Discussão  

5.1 Ensaios enzimáticos 

Foram realizados testes de inibição enzimática para todos os peptídeos 

sintéticos desenhados. Visando padronizar os testes enzimáticos uma ordem dos 

peptídeos foi preestabelecida. O primeiro a ser testado foi o peptídeo original, 

ptryp9 (CTKSIPPQC), com 9 resíduos, cíclico, representando o loop original do 

BTCI. O ptryp9 apresentou uma atividade inibitória no nível de µM. Um gráfico foi 

feito demostrando a atividade residual vs concentração de peptídeo (Figura 17). O 

peptídeo ptryp9 precisou de aproximadamente 20 µM para a inibição total da 

atividade da tripsina.  

 

 
Figura 17. Atividade enzimática da tripsina em complexo com ptryp9. 

O segundo peptídeo testado foi o peptídeo ptryp8 com 8 resíduos 

(CTKSIPPC). A redução de um resíduo no C-terminal do peptídeo claramente 

modificou sua atividade e sua capacidade de inibir a protease como pode ser visto 

no resultado do ensaio enzimático do ptryp8 em complexo com a tripsina (Figura 

18).  
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Figura 18. Atividade enzimática da tripsina em complexo com ptryp8. 
 

 A atividade do ptryp8 demonstrou que mesmo na presença de grandes 

concentrações de peptídeo não foi capaz de inibir a tripsina 100 %. O ptryp8 

começou a apresentar alguma atividade inibitória com valor aproximado de 0,5 

mM, inibindo 10 % da atividade da tripsina.  Os ensaios de inibição da tripsina 

pelo ptryp8 demonstraram que o peptídeo necessita de uma concentração de 

aproximadamente de 0,8 mM para inibir 50 % da atividade residual da tripsina. 

O terceiro peptídeo testado foi o ptryp7 (CTKSIPC) (figura 19). O ptryp7 

apresenta em sua sequência 2 resíduos a menos no C-terminal do que o peptídeo 

ptryp9. 
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Figura 19. Atividade enzimática da tripsina em complexo com ptryp7. 

 

 Assim como no ptryp8, ptryp7 não apresentou atividade inibitória suficiente 

para inibir 100 % da tripsina, demonstrando que a redução de 2 resíduos na 

sequência do ptryp7 afetou a atividade e consequentemente a sua capacidade de 

inibição. O ptryp7 começou a apresentar um efeito inibitório em uma concentração 

de aproximadamente 0,5 mM inibindo 10 % da tripsina. Para a inibição de 20% da 

tripsina foi necessária uma concentração de aproximadamente 0,7 mM. Os 

ensaios de inibição do ptryp7 apresentaram um valor máximo de inibição de 30 % 

da atividade da tripsina com uma concentração de 1 mM de ptryp7.  

O último peptídeo testado foi o ptryp6 (CTKSIC). O ptryp6 apresenta em 

sua sequência 3 resíduos a menos do que o ptryp9. Os dados do ensaio 

enzimático do ptryp6 nos mostram que a redução na sequência do ptryp6 resultou 

em uma total perda de atividade inibitória (Figura 20).   
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Figura 20. Atividade enzimática da tripsina em complexo com ptryp6. 

 

 Os peptídeos que sofreram uma redução na sua sequência demonstraram 

que sua atividade inibitória foi diminuída (ptryp8 e ptryp7) ou perdida (ptryp6). Dos 

peptídeos sintéticos derivados do BTCI, o ptryp8 foi o segundo a apresentar uma 

melhor atividade inibitória, porém, necessitando uma alta concentração de 

aproximadamente 0,8 mM para inibir 50 % da atividade da tripsina. O ptryp7 

precisou de uma concentração de 1 mM para inibir 30 % da tripsina. O ptryp6 não 

apresentou atividade inibitória contra tripsina. De acordo com a atividade dos 

peptídeos que tiveram sua sequência modificada pode se notar uma escala de 

atividade, onde, ptryp8 > ptryp7 > ptryp6 (Figura 21).  

 
Figura 21. Atividade dos peptídeos ptryp8, ptryp7 e ptryp6. 
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De todos os peptídeos testados o ptryp9 se apresentou como o melhor 

peptídeo em comparação com os demais. A concentração do ptryp9 que foi 

necessária para inibir a 50 % da enzima (IC50) apresentou um valor de 2,47 µM 

(Figura 21).  

 

 
Figura 22. IC50 do ptryp9. 

 

A perda de atividade pela redução de sequência também foi observada nos 

peptídeos derivados de SFTI-1 (Descours, A. et al, 2002). Uma hipótese para a 

perda de atividade é de que a alteração na sequência consenso dos loops 

inibitórios derivados dos BBIs ocasiona uma redução nos contatos entre o inibidor 

e a enzima. 

Os resultados de inibição enzimática demonstram que o ptryp9 conserva 

alguma atividade do BTCI. Esses dados são similares aos resultados de 

peptídeos sintéticos derivados de BBIs que conservaram alguma atividade 

inibitória da proteína de origem (Nishino, N.et. al., 1975; Nishino, N, et. al., 1977; 

Terada, S, et. al., 1978; Li, Y. L. et al, 1994; Zhu, G. et al, 2001; Brauer, A. et. al., 

2001). 

A conservação da inibição pelo ptryp9 pode ser observada em uma 

comparação com o BTCI. Ensaios realizados por Fachetti demonstraram que o 
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BTCI inibe totalmente a tripsina em uma concentração de 6 µM (M.K. Fachetti e 

Ventura MM, 1984). Os resultados de inibição da tripsina pelo BTCI evidenciam que 

o ptryp9 é um inibidor aproximadamente 3 vezes menos potente que o BTCI, 

porém, apresenta uma conservação na sua atividade inibitória dentro da mesma 

ordem de grandeza. 
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5.2 Complexo ptryp9 e tripsina 

5.2.1 Cristalização do complexo e coleta de dados 

Os primeiros testes de cristalização indicaram condições promissoras para 

a cristalização do complexo ptryp9 e tripsina. As condições de cristalização foram 

melhoradas com o objetivo de obter monocristais adequados para o experimento 

de difração de raios X. Os cristais do complexo ptryp9 e tripsina foram obtidos em 

diversas condições (Tabela 3). 

Tabela 3. Condições de cristalização do complexo ptryp9 com tripsina e quantidade de 
crioprotetor. 

Cristal Condição de cristalização Crioproteção 

ptryp9_1 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; sulfato de lítio monohidratado 1,5 M  

ptryp9_2 
Acetato de magnésio tetrahidratado 0,2 M; cacodilato de sódio 

trihidratado 0,1 M pH 6,5; 20 % w/v polietilenoglicol 8000 

10 % de 

glicerol 

ptryp9_3 TRIS hidrocloreto 0,1 M pH 8,5; sulfato de amônio 2,0 M  

ptryp9_4 TRIS hidrocloreto 0,1 M pH 8,5; sulfato de amônio 2,0 M  

ptryp9_5 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; sulfato de lítio monohidratado 1 M  

ptryp9_6 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; sulfato de lítio monohidratado 1 M  

Os melhores cristais do complexo entre o ptryp9 e a tripsina foram obtidos 

na condição de HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; sulfato de lítio monohidratado 1 M 

apresentando uma dimensão de aproximadamente de 0,2 mm X 0,1 mm (Figura 

23).  
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Figura 23. Imagens dos cristais do complexo entre ptryp9 e tripsina. Os cristais foram 
obtidos na condição com sulfato de lítio monohidratado 1 M, HEPES sódio 0,1 M pH 7,5. 

Os cristais obtidos foram levados ao LNLS (Laboratório Nacional de Luz 

Sincrotron - Campinas, SP) e submetidos ao experimento de difração de raios X 

na linha de biomacromoléculas MX-2 e coletados os dados cristalográficos 

(Tabela 4). As coletas dos dados foram feitas em diferentes comprimentos de 

onda (λ) com o objetivo de obter a maior resolução dos complexos e assim um 

maior detalhamento atômico da estrutura. Os padrões de difração obtidos foram 

processados e a resolução máxima foi definida (Tabela 5). 

Tabela 4. Dados da coleta do complexo Ptryp9 com tripsina. 

Conjunto Comprimento de onda (Å) Detector Grupo espacial 

ptryp9_1 1,20 MarCCD SX165 P212121 
ptryp9_2 1,30 MarCCD SX165 P212121 
ptryp9_3 1,24 Pilatus 2M P3221 
ptryp9_4 1,24 Pilatus 2M P3221 
ptryp9_5 1,20 Pilatus 2M P212121 
ptryp9_6 1,20 Pilatus 2M P212121 

Foram usados dois detectores diferentes na coleta de dados entre o 

complexo ptryp9 e tripsina (Tabela 4). O detector MarCCD SX165 tem uma área 

de 21000 mm² e o detector Pilatus 2M uma área de 73268,56 mm². Uma melhor 

coleta de dados foi possível devido à maior área do detector Pilatus 2M. 

Durante o processamento de dados foi notado que o ptryp9 em complexo 

com a tripsina foi cristalizado em dois grupos espaciais diferentes, ortorrômbico 

P212121 e trigonal P3221 (Tabela 4).  

Inicialmente todos os conjuntos coletados foram processados com o 

objetivo da visualização do peptídeo ptryp9 no sítio ativo da tripsina.  Após o 

processamento foi notado que o peptídeo estava presente no sítio ativo da 

tripsina em todos os conjuntos coletados. Com a certificação de que o peptídeo 

estava no sítio ativo da enzima, o parâmetro de escolha de qual conjunto seria 

refinado foi baseado em uma tabela cristalográfica com os dados estatísticos do 

processamento (Tabela 5). Em todos os conjuntos processados apresentaram 
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uma multiplicidade maior que 2,5 na última camada de resolução e maior que 3 

no geral, demonstrando que a mesma intensidade foi medida ao menos 2 vezes. 

As completezas dos conjuntos coletados apresentam um valor maior que 90 % na 

média geral dos dados. De acordo com Wlodawer sugere-se que um conjunto de 

dados de difração de alta qualidade os valores globais de Rmeas devem ser 

menores que 4 % a 5 % (Wlodawer, A., et al.,2013). O processamento de dados 

dos conjuntos do ptryp9 mostrou os valores de Rmeas estarem similares aos 

sugerido por Wlodawer (Tabela 5).  

Tabela 5. Estatística do processamento de dados usando o pacote computacional XDS 
do complexo ptryp9 com a tripsina. Estatísticas para a camada de mais alta resolução 
são mostradas entre parênteses.  

Conjunto Resolução 
máxima (Å) 

Reflexões 
Obs - Únicas 

Multiplici-
dade 

Completeza 
(%) I/σ Rmeas  

(%) 
CC 

(1/2) 

Ptryp9_1 1,37 801430 - 108603 
(116443 - 16668) 

7,4 
(7,0) 

98,7 
(93,8) 

20,48 
(4,46) 

5,9 
(46,6) 

99,9 
(93,0) 

Ptryp9_2 1,48 314747 - 85533 
(44751 - 12921) 

3,7 
(3,5) 

98,4 
(91,7) 

15,51 
(3,52) 

5,6  
(48,4) 

99,8 
(89,2) 

Ptryp9_3 1,61 121798 - 48745 
(18376 - 7751) 

4,7 
(4,4) 

97,4 
(92,6) 

12,78 
(1,39) 

5,6 
(48,4) 

99,8 
(89,2) 

Ptryp9_4 1,61 123312 - 48679 
(18764 - 7749) 

2,5 
(2,4) 

97,2 
(95,1) 

13,42 
(1,49) 

4,8 
(65,5) 

99,9 
(72,8) 

Ptryp9_5 1,15 1160886 - 158504 
(65039 - 19360) 

13,9 
(5,6) 

93,7 
(69,3) 

29,60 
(1,12) 

5,2 
(90,6) 

99,9 
(73,3) 

Ptryp9_6 1,15 1082421 - 163865 
(48518 - 17775) 

6,6 
(2,7) 

92,0 
(61,6) 

14,68 
(0,75) 

6,5 
(123,6) 

99,9 
(74,0) 

 

Os conjuntos ptryp9_1 e ptryp9_5 processados no grupo espacial P212121 

foram os conjuntos que melhor apresentaram valores estatísticos de 

processamento (Tabela 5). Devido à coleta do conjunto ptryp9_1 ter sido feita no 

detector MarCCD SX165 as reflexões de alta resolução foram perdidas, com isso 

o conjunto ptryp9_5 foi o conjunto escolhido para o refinamento e construção do 

modelo cristalográfico do complexo (Tabela 4). O sistema cristalino do grupo 

espacial P212121 é ortorrômbico com parâmetros de célula unitária de α = β = γ = 

90º e a = 59,83, b = 61,57 e c = 67,03 Å. 
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Os conjuntos ptryp9_3 e ptryp9_4 foram processados no grupo espacial 

P3221. Para uma comparação e avaliação do melhor conjunto no grupo espacial 

trigonal, todos foram processados na mesma faixa de resolução (1,61 Å) (Tabela 

5). Devido a semelhança nas estatísticas do processamento, tomou-se a 

multiplicidade que apresentava maior variação como critério para escolha do 

conjunto ptryp9_3 para o refinamento e construção do modelo cristalográfico. O 

grupo espacial P3221 é trigonal com parâmetros de célula unitária de α = β = 90°, 

γ = 120º e a = b = 68,70 e c = 74,58 Å.  

Os conjuntos cristalográficos ptryp_3 e ptryp9_5 apresentaram uma 

resolução máxima de 1,61 Å e 1,15 Å respectivamente. O conjunto ptryp9_5 do 

complexo apresenta resolução superior aos demais conjuntos coletados. Uma 

resolução mais alta dos dados significa um maior ordenamento das moléculas 

dentro do cristal, assim, possibilitando uma melhor medida da difração dos 

átomos. Uma maior resolução proporciona melhores mapas de densidade de 

eletrônica, o que, por sua vez, significa maior precisão das posições atômicas na 

estrutura (Urzhumtsev, Alexandre et al, 2014). 

5.2.2 Estrutura cristalográfica do complexo ptrp9 e tripsina 

As moléculas em cristais de proteína são organizadas em redes cristalinas 

de três dimensões de forma repetitiva ao longo do cristal. Cristais de proteína são 

altamente hidratados devido à água ser necessária para a integridade estrutural 

das proteínas nativas e à impossibilidade de se ajustar as moléculas de maneira a 

preencher todo o espaço. Os canais de solvente formados ao longo dos cristais 

no grupo espacial ortorrômbico e trigonal são mostrados na figura 24. 
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Figura 24. Empacotamento cristalino e os canais de solvente. Os canais estão 
demonstrados pelo espaçamento entre as proteínas. A) Empacotamento cristalino no 
grupo espacial trigonal P3221. B) Empacotamento cristalino no grupo espacial 
ortorrômbico P212121. 

O modelo tridimensional do conjunto ptryp9_3 foi construído (Figura 25) e 

sua tabela cristalográfica é mostrada na Tabela 6. O conjunto ptryp9_3 foi 

coletado com um λ = 1,24 Å. Os valores de Rwork e Rfree apresentam valores de 

0,156 e 0,188, respectivamente.  

O modelo tridimensional do conjunto ptryp9_5 foi construído (Figura 26) e 

sua tabela cristalográfica é mostrada na Tabela 6. O conjunto de dados do 

complexo ptryp9_5 foi coletado com um λ = 1,20 Ǻ. Os valores de Rwork e Rfree 

foram de 0,145 e 0,156 respectivamente. 

De acordo Wlodawer espera se para que estruturas resolvidas tenham um 

valor de Rfree/work menor que 0,20 nesta faixa de resolução, o que é observado 

para as estruturas dos conjuntos ptryp9_3 e ptryp9_5 (Wlodawer, A., et al.,2007). 

Quando a diferença entre Rfree e Rwork excede um valor de 0,10 indica possível 

supervalorização dos dados experimentais (Wlodawer, A., et al.,2007). A diferença 

máxima entre os valores de Rfree e Rwork é de 0,032, estando dentro dos valores 

sugeridos por Wlodawer. 

 

 

A B 
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Os valores de comprimento de ligação e ângulos de ligação são 

parâmetros utilizados para avaliar a estereoquímica do modelo cristalográfico 

(Jaskolski M, et al., 2007). Esses valores esperados já estão descritos devidos a 

medições dos parâmetros em modelos de alta resolução de pequenas moléculas 

(Engh R e Huber R, 2001). Computando a estatística global destes parâmetros 

pela root mean square deviation (RMSD) dos valores esperados, um modelo 

cristalográfico de alta qualidade deverá apresentar valores de RMS de ligação 

menor que 0,02 Å e RMS de ângulo menor que 2° (Engh RA e Huber R, 2001). 

Os valores de RMS de ligação e de ângulos para os conjuntos ptryp9_3 e 

ptryp9_5 estão descritos na tabela 6. Os valores de RMS de ligação e RMS de 

ângulo para o conjunto são de 0,009 Å e 1,24° e 0,024 Å e 1,45° paras os 

conjuntos ptryp9_3 e ptryp9_5, respectivamente. 
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Figura 25. Modelo tridimensional do complexo ptryp9 e tripsina no grupo espacial P3221. 
A) Modelo do complexo entre ptryp9_3 (magenta) e tripsina (ciano). A tripsina está 
representada em cartoon, o peptídeo esta representado em sticks e esferas. B) Modelo 
do ptryp9 está encoberto pela densidade eletrônica de um omit map 2Fo-Fc com um 
contorno de σ = 1,5 (verde), os enxofres das cisteínas estão destacados em amarelo. C) 
Omit map 2Fo-Fc com um contorno de σ = 1,5 do peptídeo em verde. 

A 

B C 
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Figura 26. Modelo tridimensional do complexo ptryp9_5 e tripsina no grupo espacial 
P212121. A) Modelo do complexo entre ptryp9 (laranja) e tripsina (ciano). A tripsina está 
representada em cartoon, o peptídeo esta representado em sticks e esferas. B) Modelo 
do ptryp9_5 está encoberto pela densidade eletrônica de um omit map 2Fo-Fc com um 
contorno de σ = 1,5 (verde), os enxofres das cisteínas estão destacados em amarelo. C) 
Omit map 2Fo-Fc com um contorno de σ = 1,5 do peptídeo em verde. 

 

 

 
  

A 

B C 
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Tabela 6. Estatísticas do processamento e refinamento do conjunto de dados do 
Ptryp9_3 e Ptryp9_5. Estatísticas para a camada de alta resolução são mostradas entre 
parênteses. 
Conjunto Ptryp9_3 Ptryp9_5 
Grupo espacial P3221 P212121 
Comprimento de onda (Å) 1,24 1,20 
Limite de Resolução (Å) 23,25 - 1,61 (1,67 - 1,61) 29,92- 1,15 (1,19- 1,15) 
Célula Unitária (a, b, c) (Å) 68,69, 68,69, 74,57 59,83, 61,56, 67,03 
Total de reflexões 121757 (10811) 1157232 (34125) 
Reflexões únicas 26036 (2423) 83027 (6078) 
Multiplicidade 4,7 (4,4) 13,9 (5,6) 
Completeza (%) 97,39 (92,65) 93,78 (69,34) 
Média I/σ (I) 12,78 (1,39) 29,60 (1,12) 
Wilson B-factor 20,88 11,68 
Rmerge 0,070 (0,727) 0,051 (1,296) 
Rmeas 0,079 (0,822) 0,052 (1,415) 
Rpim 0,035 (0,376) 0,012 (0,550) 
CC1/2 0,998 (0,674) 1 (0,582) 
CC* 0,999 (0,897) 1 (0,858) 
Reflexões usadas no 
refinamento 

26035 (2422) 83128 (6073) 

Reflexões usadas para o Rfree 1984 (182) 2002 (136) 
Rwork 0,156 (0,303) 0,145 (0,398) 
Rfree 0,188 (0,354) 0,156 (0,421) 
CC(work) 0,464 (0,087) 0,973 (0,701) 
CC(free) 0,998 (0892) 0,977 (0,705) 
Número de átomos excluindo 
hidrogênio 

1966 2203 

   macromoleculas 1727 1773 
   ligantes 6 61 
   solvente 233 369 
Resíduos de proteína 232 232 
RMS (bonds) 0,009 0,024 
RMS (angles) 1,24 1,45 
Ramachandran favored (%) 99,12 97,80 
Ramachandran allowed (%) 0,88 2,20 
Ramachandran outliers (%) 0,00 0,00 
Rôtameros outliers (%) 0,00 0,00 
Clash score 0,29 4,16 
Média B-factor 26,18 17,96 
   macromoleculas 24,67 14,82 
   ligantes 81,18 42,01 
   solventes 35,93 29,07 
Número de grupos TLS 11 5 
Código PDB 6E5M 6EAT 
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Uma análise estrutural dos dois peptídeos pode se notar que a Cys1 do 

conjunto ptryp9_3 apresentava a conformação de D-aminoácido (CD). A análise 

estrutural do peptídeo do conjunto ptryp9_5 apresenta todos os resíduos na sua 

forma L (Figura 27). Com a exceção da CD1 todas as cadeias laterais das 

estruturas cristalográficas adotam o mesmo rôtamero. Para o fácil entendimento e 

diferenciação das duas estruturas a partir de agora o conjunto ptrp9_3 que 

apresenta CD1 na sua estrutura será denominado de ptryp9-D, e o conjunto 

ptryp9_5 em que todos os aminoácidos estão em sua conformação L será 

denominado de ptryp9-L.  

Ao longo do peptídeo ptryp9-L (CTKSIPPQC) e o ptryp9-D (CDTKSIPPQC) 

pode se notar que a densidade eletrônica envolve totalmente os peptídeos 

mostrando claramente a posição dos átomos. A densidade eletrônica mostrou a 

presença da ligação de dissulfeto ao redor dos átomos de enxofre responsáveis 

pela ciclização do peptídeo e a presença de uma conformação dupla do 

aminoácido P1-̓Ile5 na estrutura do conjunto ptryp9-L (Figura 27). 
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Figura 27. Stereo View (crossed eye) dos peptídeos ptryp9-D (A, magenta) e ptryp9-L (B, 
laranja), os átomos estão representados por esferas e as ligações por barras.   

 Um software (Disulfide by Design 2.0) desenvolvido por Craig analisou 

diferentes ligações de dissulfeto de estruturas depositadas no PDB. Os resultados 

apresentados por Craig demonstram a preferência pela posição dos ângulos 

torcionais das ligações de dissulfeto (Sγ-Sγ) em -87° e +97°. O ângulo de torção 

foi definido pela rotação dos dois átomos do carbono-β em torno da ligação Sγ-Sγ 

(Figura 26) (Craig DB, et al., 2013). 

 

A 

B 
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Figura 28. Distribuição dos ângulos de torção da ligação Sγ-Sγ observados em 1505 
pontes dissulfeto em 331 estruturas de proteínas depositadas no PDB. Picos ocorrem em 
-87 e +97 graus (Retirado e adaptado de Craig DB, et al.,2013). 

 O ângulo torcional da ligação de dissulfeto do peptídeo ptryp9-D é de 

93,5°, ptryp9-L é de 105,7° e do BTCI é de 104,2°. A presença da CD1 na posição 

P3 faz com que os ângulos de torção da cadeia principal tenham uma alteração 

na ligação dissulfeto no peptídeo ptryp9-D evidenciado pelos diferentes ângulos 

entre as estruturas (Figura 29). Utilizando os dados fornecidos por Craig podemos 

analisar as ligações de dissulfeto das estruturas ptryp9-L e ptryp9-D estão dentro 

da faixa de outras estruturas depositadas no PBD, demostrando que a presença 

da CD1 na estrutura não foi capaz de causar uma mudança estrutural fora das 

regiões mais habituais das ligações de dissulfeto. 

A presença da CD1 no peptídeo ptryp9-D não muda estruturalmente as 

posições dos demais resíduos em comparação com o peptídeo ptryp9-L (Figura 

29).  
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Figura 29. Sobreposição do ptryp9-D (ciano) e ptryp9-L (azul) mostrando os ângulos 
torcionais entre as cisteínas (Sγ-Sγ). O ângulo torcional para o peptídeo ptryp9-D é de 
93,5° e do peptídeo ptryp9-D é de 105,7°. As cadeis laterais dos resíduos Cys1, Cys9 e 
Lys3 estão demonstradas em sticks. 

Como já introduzido, os loops inibitórios derivados dos BBIs apresentam 

em sua estrutura um resíduo de prolina em configuração cis na posição P3’ 

(Brauer, A. et. al., 2001) ainda de acordo com Brauer e Song a presença de um 

resíduo de treonina na posição P2 é ideal para a inibição de tripsina. A presença 

de uma prolina na configuração cis na posição P3’ e de uma treonina na posição 

P2 foi observada nas estruturas nos dois peptídeos ptryp9-D e ptryp9-L como 

também está presente na estrutura do BTCI (Barbosa, et al., 2007) (Figura 30). 

 

105,7° 93,5° 

P1 – Lys3 

CD
1 
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Figura 30. Sobreposição do ptryp9-D (magenta), ptryp9-L (laranja) e BTCI (branco). A 
ligação de dissulfeto entre as cisteínas (Cys1 - Cys9) esta destacada em amarelo. 

 Uma sobreposição dos complexos dos peptídeos ptryp9-L e ptryp9-D com 

outras estruturas resolvidas por cristalografia de raios X de peptideos derivados 

em complexo com tripsina demonstrou que os peptideos se assemelham 

estruturalmente se ligando no sítio ativo da tripsina (Figura 31.A). Além de se 

posicionarem no sítio ativo da enzima os peptídeos ptryp9-D e ptryp9-L também 

apresentam a mesma conformação estrutural dos demais peptídeos derivados de 

BBI naturais. Uma sobreposição dos peptideos resolvidos em solução por RMN 

também demonstrou a mesma semelhança estrutural, sendo que a maior 

diferença observada dos peptídeos sintéticos derivados de outras fontes naturais 

em comparação aos peptídeos ptryp9-D é a ligação de dissulfeto que está 

posicionada estruturalmente em outra conformação como já foi descrito na 

comparação entre os ptryp9-L e ptryp9-D (Figura 31.B). 

 

 

P3 – Cys1 

P2 – Thr2 

P1 – Lys3 

P2’ – Ile 5 

P3’- Pro6-cis 
P4’ – Pro7 

P5’ – Gln8 
P6’ – Cys9 

Cys1 – Cys9 

P1’ – Ser4 
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Figura 31. Sobreposição de peptídeos ptryp9-L e ptryp9-D com outros peptideos 
derivados de BBIs. A) sobreposição dos peptídeos ptryp9-L e ptryp9-D com outros 
peptídeos derivados de BBIs naturais em complexo com a tripsina resolvidos por 
cristalografia de raios X. B) superposição dos pepetideos ptryp9-L e ptryp9-D com outros 
peptídeos sintéticos derivados de BBis naturais resolvidos por RMN.  
 

 O valor de RMSD (root mean square deviation) é a medida da distância 

média entre os átomos da cadeia principal das proteínas sobrepostas. O RMSD 

dos peptídeos foi calculado (Tabela 7). Foi demonstrado que os peptídeos ptryp9-

L e ptryp9-D são estruturalmente muito similares. A comparação dos peptídeos 

ptryp9-L e ptryp9-D com o BTCI demonstrou uma diferença devido à presença do 

A 

B 
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resíduo CD1 no ptryp9-D, devendo-se considerar que o número de átomos usados 

na sobreposição serem diferentes.  

Tabela 7. RMSD das sobreposições dos peptídeos ptryp9-L, ptryp9-D e BTCI. N* 
representa o número de Cα usados no cálculo do RMSD. 

 ptryp9-L BTCI BTCI 
ptryp9-L - 0,295 - 

ptryp9-D 0,161 - 0,538 

N* 7 8 9 

 

A estrutura do peptídeo ptryp9-L entre tripsina foi depositada no PDB com 

o código 6EAT e a estrutura do peptídeo ptryp9-D em complexo com a tripsina 

depositada no PDB com o código 6E5M. 

5.2.3 Análise da interface do complexo ptryp9 e a tripsina 

O potencial eletrostático é codificado pelas cores dos resíduos presentes 

na superfície (Nicholls A, et al, 1991). A cadeia lateral prolongada carregada 

positivamente (azul) de Lys3 tem complementaridade eletrostática com a cadeia 

lateral de carregada negativamente (vermelha) pela presença do resíduo Asp189 

no bolsão de especificidade S1 da tripsina (Figura 32). 

 
 

 
Figura 32. Superfície eletrostatica do ptryp9 ligado a tripsina calculada de -5 kT/e a +5 
kT/e. O gradiente positivo esta representado em azul e o gradiente negativo em 
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vermelho. A) Bolsão S1 da tripsina detacado em vermelho. B) Zoom do bolsão S1 com o 
ptryp9 ligado, a ponte de dissulfeto esta demonstrada em bastões. 

A cadeia lateral do resíduo P1-Lys3 dos peptídeos ptryp9-D e ptryp9-L 

interagem no bolsão S1 da tripsina, interagindo com a cadeia lateral do resíduo 

Asp189, com a cadeia principal da Ser190 e duas moléculas de água (Figura 30). As 

estruturas dos peptídeos ptryp9-D e -L em complexo com a tripsina apresentam 

duas moléculas de água enterradas e uma molécula de Ca2+, como foi observado 

no complexo BTCI e tripsina (Barbosa et. al., 2007). 
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Figura 33. Stereo view (cross-eye) do complexo entre ptryp9 e tripsina. A) Stereo view do 
ptryp9-L (cyano) em complexo com tripsina (cinza). B) Stereo view dos contatos 
intermoleculares do ptryp9-L em complexo com a tripsina. Os contatos estão destacados 
de amarelo. Lys3 e Cys9 estão destacadas. C) Stereo view dos contatos intermoleculares 
do ptryp9-D em complexo com a tripsina. Os contatos estão destacados de amarelo. Lys3 
e Cys9 estão destacadas. 

As interações da interface entre os peptídeos e a enzima foram mapeadas 

e demonstradas (Tabela 8). Inicialmente pode se notar que os contatos são 

altamente semelhantes entre peptídeos ptryp9-D, ptryp9-L e o BTCI. Esses 

contatos altamente conservados nos sugerem que o peptídeo esta localizado 

estruturalmente na mesma posição do inibidor original. Também pode se observar 

que os contatos polares são mantidos independentemente do grupo cristalino e 

da configuração D ou L da Cys1. O alto número de contatos entre o BTCI e a 

tripsina deve-se à sua maior quantidade de resíduos devido à interface mais 

extensa em comparação aos peptídeos ptryp9.  

O resíduo de maior interação com a tripsina é o resíduo de Lys3. O 

nitrogênioζ da cadeia lateral da Lys3 é o resíduo responsável por interagir 

diretamente no sítio S1 fazendo uma ponte salina com o átomo de oxigênioδ1 da 

cadeia lateral do resíduo Asp189 que confere especificidade para os resíduos 

carregados positivamente devido a sua carga negativa. Os átomos de nitrogênio 

da cadeia principal dos resíduos Lys3 e Ser4 interagem diretamente com o átomo 

oxigênioγ cadeia lateral do resíduo da Ser195 da tripsina com uma distância de 2,8 

Ǻ, demonstrando uma forte interação com o resíduo catalítico da tripsina e 

consequentemente importante para a inibição da tripsina. Além dos contatos 

polares entre Lys3 e Ser4 são demonstrados os contatos adjacentes que 

estabilizam o inibidor no sítio ativo da tripsina (Tabela 8). De acordo com McBride, 

a presença de Thr2 é o resíduo ideal na posição P2 para a inibição de tripsina 

(McBride, J. D. et al, 2002). Isso pode ser evidênciado nos dados aqui mostrados, 

devido aos peptideos ptryp9-L e ptryp9-D apresentarem um contato polar ausente 

no BTCI. O átomo de nitrogênioε2 da cadeia lateral do resíduo Gln31 do BTCI faz 

uma ponte de hidrogênio com o oxigênio da cadeia principal da His57, porém com 

uma distância de 3,7 Ǻ, essa interação está presente no ptryp9-D mostrando que 

o arranjo estrutural da CD1 ligado com Cys9 forçou o resíduo Gln8 a uma 

aproximação estrutural da tripsina que não está presente nas outras estruturas. 



86 
 

Tabela 8. Contatos polares de até 3,2 Å do ptryp9-D, ptryp9-L e BTCI. As lacunas 
representam os contatos que não estão presente em alguma estrutura. *As distâncias 
estão em Å. Bresíduos em dupla conformação na estrutura do BTCI.  

Ptryp9-D Dis* Tripsina Ptryp9-L Dis* Tripsina BTCI Dis* Trispina 

      Cys22 - O 2.8 Ser217 - OG 
CD1 - O 3,2 Gly216 - N Cys1 - O 3,1 Gly216 - N Cys24 - O 3,1 Gly216 - N 
CD1 - N 2,8 Gly216 - O Cys1 - N 2,7 Gly216 - O Cys24 - N 2,9 Gly216 - O 
Thr2 - O 2,9 Gln192 - NE2 Thr2 - O 2,8 Gln192 - NE2    
Lys3 - N 3,2 Ser214 - O Lys3 - N 3,0 Ser214 - O Lys26 - N 3,1 Ser214 - O 
Lys3 - N 2,8 Ser195 - OG Lys3 - N 2,8 Ser195 - OG Lys26 - N 2,8 Ser195 - OG 

Lys3 - NZ 3,0 Ser190 - OG Lys3 - NZ 2,9 Ser190 - OG Lys26 - NZ 3,0 Ser190 - OG 
Lys3 - NZ 3,1 Ser190 - O Lys3 - NZ 2,9 Ser190 - O Lys26 - NZ 2,9 Ser190 - O 
Lys3 - NZ 3,1 Asp189 - OD1 Lys3 - NZ 3,0 Asp189 - OD1 Lys26 - NZ 3,1 Asp189 - OD1 
Lys3 - O 2,8 Ser195 - N Lys3 - O 2,7 Ser195 - N Lys26 - O 2,8 Ser195 - N 
Lys3 - O 3,2 Asp194 - N Lys3 - O 3,2 Asp194 - N Lys26 - O 3,3 Asp194 - N 
Lys3 - O 2,7 Gly193 - N Lys3 - O 2,6 Gly193 - N Lys26 - O 2,7 Gly193 - N 
Ser4 - N 3,0 Ser195 - OG Ser4 - N 2,9 Ser195 - OG Ser27 - N 3,0 Ser195 - OG 
Ile5 - N 3,1 Phe41 - O Ile5 - N 3,0 Phe41 - O Ile28 - N 3,0 Phe41 - O 

   Gln8 - NE2 2,7 His57 - O    
      Ile28 - O 2,8 Lys60 - NB 
      Arg33 - NH2 3,1 Ser96 - O 
      Arg33 - NH1 3,1 Ser96 - O 
      Arg33 - NH2 3,2 Asn97 - O 

 

 Pelo mapeamento dos contatos do ptryp9-L e ptryp9-D pode se notar que o 

BTCI faz mais contatos intermoleculares que os peptídeos derivados do seu loop 

inibitório devido a sua maior sequência (Figura 34). Os contatos presentes no 

BTCI e ausentes nos peptídeos justificam o maior potencial inibitório devido a 

presença de estruturas secundárias do BTCI e ausentes nos peptídeos. 
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Figura 34. Contatos intermoleculares dos peptídeos ptryp9-L, ptryp9-D e BTCI. A) 
contatos intramoleculares do ptryp9-D (rosa) destacados em vermelho. B) Contatos 
intrarmoleculares do ptryp9-L (verde) destacados em preto. C) Contatos intramoleculares 
do BTCI (azul-claro) destacados em preto.  

Maeder demostrou resultados que apoiam essa hipótese. Maeder 

demonstrou que a presença de resíduos fora da região delimitada pela ligação de 

dissulfeto (Cys1 – Cys9) que configuram os loops inibitórios dos BBIs conferem 

uma maior atividade inibitória e estabilidade a essas estruturas (Maeder, D. L. et 

al, 1992). Portanto de acordo com os ensaios de atividade foi demonstrado que a 

inibição da tripsina pelo ptryp9 é menos potente que o BTCI devido ao quantitativo 

de interações com a tripsina serem menores e a ausência das interações 

secundárias.  

A B 

C 
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5.2.4 Área acessível ao solvente 

Foi feita uma análise da área acessível ao solvente (ASA) e dos resíduos 

que estão presentes na interface dos peptídeos ptryp9-L e ptryp9-D (Lee, B. e 

Richards, F.M., 1971) (Tabela 9). Os locais de ligação específica da tripsina, 

juntamente com o ambiente reativo dos inibidores, indicam como a afinidade de 

ligação e o reconhecimento molecular afetando a atividade do sistema (Scheidig 

et al., 1997). 

Tabela 9. Área acessível ao solvente dos peptídeos ptryp9-L, ptryp9-D, peptídeo do 
BTCI. 

 
Área 

acessível 
total 

Área 
acessível 
enterrada 

Porcentagem 
enterrada 

N° de resíduos 
na superfice 

N° de resíduos 
na interface 

ptryp9-L 1024,4 572,2 55,9% 9 8 
ptryp9-D 1070,3 580,9 54,3% 9 9 
Pep-BTCI 1031,9 521,2 50,5% 9 8 

 

Para a análise da ASA foi isolado apenas os resíduos do loop reativo que 

interage com a tripsina do BTCI para métodos de comparação. Os peptídeos 

ptryp9-L, ptryp9-D e o pep-BTCI apresentam um valor aproximado de 50% de 

ASA enterrada na tripsina. A diferença das estruturas é notada pela presença da 

CD1 fazendo com que os 9 resíduos permaneçam na superfície da estrutura do 

peptídeo ptryp9-D. A estrutura toda do BTCI demonstrou que 56 resíduos dos 83 

de sua sequência se encontram na superfície da estrutura e 15 resíduos estão na 

interface com a tripsina, sugerindo que a maior superfície do BTCI faz com tenha 

maiores interações com a tripsina e uma maior estabilidade estrutural em 

comparação com os peptídeos derivados. 

Todos os resíduos foram mapeados e demonstrados as suas ASAs 

individuais (Tabela 10). A análise individual dos resíduos demonstrou que os 

resíduos Thr2, Lys3, Ser4 apresentam um valor de aproximadamente 100% para a 

área enterrada (AE). Esse valor demonstra a afinidade do resíduo de Lys3 pelo 

bolsão S1 da tripsina, fazendo com que os resíduos adjacentes sejam totalmente 

enterrados no bolsão da tripsina (Figura 35). 
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Tabela 10. ASA e área enterrada (AE) dos resíduos do ptryp9-L, ptryp9-D e BTCI. 

Ptryp9-L Ptryp9-D BTCI 

Resíduo ASA AE AE% Resíduo ASA AE AE% Resíduo ASA AE AE% 

CYS1 109,52 58,22 53,16 DCY1 112,73 61,95 53,16 ARG21 165,73 39.2 23.65 

THR2 64,11 63,61 99,22 THR2 65,61 63,64 99,22 CYS22 38,26 23,29 60,87 

LYS3 202,04 202,04 100 LYS3 206,73 205,79 100 GLU23 91,34 67,04 73,40 

SER4 43,51 40,34 92,71 SER4 47,96 43,94 92,71 CYS24 52,19 41,27 79,08 

ILE5 175,45 137,63 78,44 ILE5 178,41 139,63 78,44 THR25 67,88 49,1 72,33 

PRO6 98,39 6,87 6,68 PRO6 102,62 6,87 6,68 LYS26 208,35 207,92 99,79 

PRO7 75,06 16,58 22,09 PRO7 94,70 19,17 22,09 SER27 49,37 45,55 92,26 

GLN8 117,44 46,90 39,94 GLN8 116,79 38,45 39,94 ILE28 165,95 126,82 76,42 

CYS9 138,87 0,00 0 CYS9 152,36 10,27 0 PRO29 86,41 15,74 18,22 

        PRO30 48,58 14,15 29,13 

        GLN31 89,76 21,44 23,89 

        ARG33 123,23 61,54 49,94 

        SER35 42,8 15,14 35,37 

        ILE64 99,19 10,2 10,28 

        CYS68 58,6 1,32 2,25 
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Figura 35. Área acessível ao solvente do peptídeo ptryp9 em complexo com a tripsina. A 
superfície da tripsina em azul escuro e a superfície do ptryp9 em laranja. A tripsina esta 
demonstrada em cartoon e o peptídeo destacado em bastões. As cisteínas estão 
destacadas. 

5.2.5 Fatores de temperatura do peptídeo ptryp9 

De acordo com Robert Campbell o fator de temperatura (valor de 

temperatura, fator B, ou fator Debye-Waller) é um fator que pode ser aplicado ao 

termo de espalhamento de raios X para cada átomo (ou para grupos de átomos). 

O fator de temperatura descreve o grau em que a densidade de elétrons é 

distribuída, refletindo as incertezas nas posições dos átomos (Rhodes, G. 2006). 

Os fatores de temperatura de uma estrutura cristalográfica indicam a mobilidade 

de um átomo e também podem indicar regiões desordenadas na estrutura ou 

onde existem possíveis erros na construção do modelo (T.L. Blundell e L.N. 

Johnson 1976). Esses erros podem ser devido a uma região desordenada onde a 

proteína não esta bem estruturada ou erros manuais no refinamento.  
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De acordo com Pavel os fatores de temperatura estão relacionados com a 

resolução atômica da estrutura (Pavel Afonine, 2003). Um alto valor do fator de 

temperatura reflete uma baixa densidade eletrônica. Geralmente, um valor de 

temperatura menor que 30 Å2 significam confiança na posição dos átomos, 

enquanto um valor de temperatura maior que 60 Å2 significam uma desordem ou 

uma região modelada de forma errônea (Morris, AL. Et al, 1992). 

Os fatores de temperatura dos peptideos ptryp9-L e ptryp9-D foram 

calculados e mostrados nas tabelas 11 e 12. Inicialmente o modelo do ptryp9-D 

foi modelado como L-Cys1, devido aos altos valores para o fator de temperatura 

foi notado que o modelo estava sendo modelado de forma errônea (Tabela 10). 

De acordo com Pavel estruturas como a do ptryp9-L apresentam um valor de fator 

de temperatura individual de 17,20 Å2 e média de 21,76 Å2 (Pavel Afonine, 2003). 

O átomo de nitrogênio da Cys1 do ptryp9-D inicialmente foi modelado em sua 

conformação L apresentando um valor de 121,79 Å2 mostrando um erro no 

refinamento. Quando o nitrogênio do ptryp9-D passou a ser modelada como CD1 

foi observado um decréscimo no fator de temperatura (Tabela 10). A média de 

todos os fatores de temperatura do ptryp9-L é de 28,85 Å2. Os altos valores dos 

fatores de estrutura dos resíduos Gln8 e Cys9 são explicados devido a pouca 

interação que esses residuos apresentaram com a tripsina proporcionando um 

movimento maior dos átomos.  

Como descrito na ASA, os dois peptídeos apresentaram o menor fator de 

temperatura para os resíduos de Thr2, Lys3 e Ser4 devido a sua forte interação 

com a tripsina e consequentemente sua menor mobilidade estrutural. De acordo 

com Pavel estruturas com a resolução do ptryp9-L apresentam um fator de 

temperatura na faixa individual de 10,58 Ǻ2 e 16,44 Ǻ2 para a média (Pavel 

Afonine,2003). Como demonstrado a média dos fatores de temperatura do ptryp9-

L está dentro dos valores sugeridos por Pavel. 
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Tabela 11. Fatores de temperatura e ocupância dos átomos do peptídeo ptryp9-D. Estão demonstradas as cisteína D e L.  
Resíduo Cys1* CD1 Thr2 Lys3 Ser4 Ile5 cis-Pro6 Pro7 Gln8 Cys9  

Átomo / 
fatores de 

temperatura 
individuais 

O - 25,05 
N - 121,19 
CA - 57,79 
C - 29,38 

CB - 40,16 
SG - 28,42 

O - 26,49 
N - 34,24 

CA - 29,55 
C - 25,67 

CB - 28,85 
SG - 36,02 

O - 21,23 
N - 23,25 

CA - 21,00 
C - 20,02 

CB - 23,27 
OG1 - 22,57 
CG2 - 23,18 

O - 20,47 
N - 19,28 

CA - 22,18 
C - 23,07 

CB - 17,42 
CG - 21,77 
CD - 20,41 
CE - 20,58 
NZ - 24,92 

O - 24,71 
N - 20,78 

CA - 20,79 
C - 21,05 

CB - 25,19 
OG - 24,31 

O - 27,67 
N - 21,98 
C - 26,01 

CA - 24,06 
CB - 24,99 

CG1 - 27,70 
CG2 - 27,21 
CD1 - 34,69 

O - 28,31 
N - 28,48 

CA - 28,01 
C - 26,54 

CB - 31,49 
CG - 32,53 
CD - 32,46 

O - 30,93 
N - 26,66 

CA - 25,89 
C - 28,19 

CB - 27,11 
CG - 33,42 
CD - 28,56 

O - 28,23 
N - 27,59 

CA - 30,28 
C - 30,58 

CB - 32,49 
CG - 47,33 
CD - 51,07 

OE1 - 37,54 
NE2 - 60,21 

O - 30,77 
N - 34,00 

CA - 35,19 
C - 43,51 

CB - 43,07 
SG - 39,57 

OXT - 53,67 

 

𝑿𝑿 Fator de 
temperatura 50,33 30,14 22,07 21,12 22,81 26,79 29,69 28,68 38,37 39,97 𝑿𝑿 =28,85 

Ocupância 1 0,87 1 1 1 1 1 1 1 0,88  
𝑿𝑿 = Média 

 
Tabela 12. Fatores de temperatura e ocupância dos átomos do peptídeo ptryp9-L.  

Resíduo Cys1 Thr2 Lys3 Ser4 Ile5A Ile5B cis-Pro6 Pro7 Gln8 Cys9  

Átomo / 
fatores de 

temperatura 
individuais 

O - 15,37 
N - 20,22 

CA - 18,57 
C - 15,47 

CB - 23,31 
SG - 23,08 

 
 
 

O - 13,78 
N - 14,03 

CA - 13,38 
C - 14,20 

CB - 12,16 
OG1 - 13,62 
CG2 - 14,45 

 
 

O -11,79 
N - 11,80 

CA - 11,15 
C - 11,46 

CB - 12,75 
CG - 15,19 
CD - 13,70 
CE - 16,73 
NZ - 16,98 

O - 13,41 
N - 12,43 
CA -13,12 
C - 13,72 

CB - 13,40 
OG - 13,66 

 
 
 

O - 20,63* 
N - 14,64* 
C - 18,75* 
CA - 14,55 
CB - 18,26 

CG1 - 17,11 
CG2 - 18,53 
CD1 - 22,30 

 

O - 20,63* 
N - 14,64* 
C - 18,75* 
CA - 15,13 
CB - 18,04 

CG1 - 15,69 
CG2 - 21,18 
CD1 - 15,75 

 

O - 14,90 
N - 17,23 

CA - 16,92 
C - 16,44 

CB - 20,21 
CG - 24,52 
CD - 20,32 

 
 

O - 17,64 
N - 15,99 

CA - 15,20 
C - 16,69 

CB - 17,69 
CG - 19,54 
CD - 19,96 

 
 

O - 16,49 
N - 15,22 

CA - 15,42 
C - 18,59 

CB - 15,51 
CG - 16,81 
CD - 16,80 

OE1 - 19,42 
NE2 - 16,02 

O - 30,77 
N - 20,20 

CA - 21,52 
C - 26,14 

CB - 21,98 
SG - 25,74 

OXT - 29,76 
 
 

 

𝑿𝑿 Fator de 
temperatura 19,34 13,66 13,51 13,29 18,1 17,48 18,65 17,53 16,7 25,16 𝑿𝑿 =17,34 

Ocupância 0,87 1 1 1 0,67 0,33 1 1 1 0,88  
𝑿𝑿 = Média 
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5.3 Complexo ptryp8 e tripsina 

5.3.1 Cristalização do complexo e coleta de dados 

Com o objetivo de reproduzir os cristais obtidos entre o complexo do 

peptídeo ptryp9 e a tripsina foram repetidos os ensaios de cristalização entre o 

peptídeo ptryp8 e a tripsina. Com os de ensaios de cristalização foram obtidas 6 

condições promissoras para o crescimento dos cristais (Tabela 13). 

Tabela 13. Condições de cristalização do complexo ptryp8 com tripsina e quantidade de 
crioprotetor 
Conjunto Condição de cristalização Crioproteção 

Ptryp8_1 
Sulfato de amônio 0,2 M; MES monohidrato 0,1M pH 6,5; 30 % w/v 

Polietilenoglicol monometil éter 5000 

10% de 

glicerol 

Ptryp8_2 TRIS hidrocloreto 0,1 M pH 8,5; 30% w/v Polietilenoglicol 4000 
15% de 

glicerol 

Ptryp8_3 
Sulfato de litio monohidratado 0,2 M; TRIS hidrocloreto 0,1 M pH 8,5; 

30 % w/v Polietilenoglicol 4000 

5% de 

PEG400 

Ptryp8_4 
Sulfato de amônio 0,2 M; Cocadilato de sódio tetrahidratado 0,1 M 

pH 6,5; 30 % w/v Polietilenoglicol 8000 

15% de 

glicerol 

Ptryp8_5 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; Sulfato de lítio monohidratado 1,5 M  

Ptryp8_6 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; Sulfato de lítio monohidratado 2 M  

 
 

  

Figura 36. Imagens dos cristais do complexo entre ptryp8 e tripsina. Os cristais foram 
obtidos na condição com sulfato de lítio monohidratado 1 M, HEPES sódio 0,1 M pH 7,5. 
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As condições de cristalização foram refinadas e obtidos monocristais do 

complexo entre o ptryp8 e a tripsina (Figura 36). Os cristais entre o complexo 

ptryp8 e tripsina foram levados ao LNLS e submetidos ao experimento de difração 

de raios X. Para a coleta de dados foram usados diferentes λ. Na coleta de dados 

do complexo ptryp8 e tripsina foi usado apenas o detector Pilatus 2M. Ao contrário 

do complexo entre ptryp9 e tripsina o complexo ptryp8 e tripsina foram 

cristalizados em apenas um grupo espacial P212121 (Tabela 14). 

Tabela 14. Dados da coleta do complexo Ptryp8 com tripsina. 

Conjunto Comprimento de onda (Å)  Detector Grupo espacial 

Ptryp8_1 1,24  Pilatus 2M P212121 

Ptryp8_2 1,24  Pilatus 2M P212121 

Ptryp8_3 1,24  Pilatus 2M P212121 

Ptryp8_4 1,24  Pilatus 2M P212121 
Ptryp8_5 1,20  Pilatus 2M P212121 

Ptryp8_6 1,20  Pilatus 2M P212121 
  

Foram coletados 6 conjuntos de dados do complexo ptryp8 e a tripsina. 

Durante o processamento de dados e refinamento foi observado que em todos os 

conjuntos de dados o peptídeo ptryp8 estava presente no sítio ativo da tripsina, 

devido a isso, foi escolhido o melhor conjunto de dados baseado nas estatísticas 

do processamento (Tabela 15) para o refinamento e construção do modelo 

cristalográfico do complexo.  
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Tabela 15. Estatística do processamento de dados usando o pacote computacional XDS 
do complexo ptryp8 com a tripsina. Estatísticas para a camada de mais alta resolução 
são mostradas entre parênteses.  

Conjunto 
Resoluçã
o máxima 

(Å) 
Reflexões 

Obs - Únicas 
Multiplici-

dade 
Completeza 

(%) I/σ Rmeas  
(%) 

CC 
(1/2) 

ptryp8_1 1,81 308412 - 46063 
(45963 - 7401) 

6,70 
(6,21) 

99,6 
(99,2) 

13,50 
(3,41) 

10,7 
(63,7) 

99,8 
(91,3) 

ptryp8_2 1,66 206772 - 61015 
(32998 - 9699) 

3,39 
(3,40) 

99,1 
(97,4) 

14,40 
(2,38) 

7,1 
(63,9) 

99,8 
(82,9) 

ptryp8_3 1,69 192188 - 57308 
(29504 - 9157) 

3,35 
(3,22) 

99,5 
(98,2) 

13,39 
(2,14) 

7,7 
(67,4) 

99,8 
(80,5) 

ptryp8_4 1,53 251297 - 75868 
(32531 - 11596) 

3,31 
(2,81) 

96,8 
(91,1) 

16,34 
(1,86) 

5,4 
(71,2) 

99,9 
(78,7) 

ptryp8_5 1,18 1126737 - 143534 
(79122 - 18076) 

7,85 
(4,38) 

90,4 
(70,4) 

25,34 
(2,42) 

4,6 
(63,5) 

100,0 
(90,0) 

ptryp8_6 1,18 1129116 - 152579 
(76774 - 21828) 

7,40 
(3,52) 

97,2 
(85,9) 

26,32 
(2,71) 

4,3 
(53,0) 

100,0 
(91,5) 

 Dentre os 6 conjuntos coletados, dois conjuntos se mostraram melhores 

que os demais conjuntos processados. Os conjuntos ptryp8_5 e ptryp8_6 

apresentaram a maior resolução, ambas de 1,18 Ǻ. Mesmo o conjunto ptryp8_6 

ter uma multiplicidade menor que o conjunto ptryp8_5, foi o conjunto escolhido 

para o refinamento e construção do modelo, pois as demais estatísticas como 

completeza, I/σ e o Rmeas foram superiores. O conjunto ptryp8_6 é um conjunto de 

alta resolução com parâmetros de cela α = β = ɣ= 90° e a = 59,82, b = 61,57, c = 

66,96 Ǻ. 

5.3.2 Estrutura cristalográfica do complexo ptrp8 e tripsina 

O modelo ptryp8_6 foi refinado e o modelo trimensional construído. Foi 

construído o modelo tridimensional do ptrpy8 em complexo com a tripsina e 

modelado a tripsina na ausência do ptryp8 mostrando apenas a densidade 

eletrônica do peptídeo (Figura 37).  

A densidade eletrônica do ptryp8 mostrou estar envolvendo todos os 

resíduos da sequência (CTKSIPPC). Os dados cristalográficos do refinamento 

mostram que um valor de Rfree e Rwork de 16,2% e 14,4%, abaixo dos 20% 

descritos por Wlodawer (Wlodawer, A., et al.,2013) (Tabela 15), demonstrando 
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que a estrutura foi refinada e resolvida. Nenhum resíduo do ptryp8 apresentou na 

região “desaprovada”, significando que as estruturas modeladas não apresentam 

um impedimento estérico. 

A densidade eletrônica da estrutura mostrou que a ponte de dissulfeto 

inicialmente desenhada para manter o peptídeo cíclico não pode ser observada 

na estrutura (Figura 37). Como introduzido foi demonstrado que inibidores 

sintéticos derivados de BBis naturais que são lineares, ou seja, não apresentam 

em sua estrutura a ponte de dissulfeto, tem sua atividade inibitória reduzida ou 

não apresentam atividade inibitória devido a sua instabilidade estrutural (Gariani, 

T. e Leatherbarrow, R., et al, 1997; Zablotna, E. et al, 2002; Jaulent, A. M, et al, 

2001; McBride, J. D., et al, 2002; Descours, A. et al, 2002; Domingo, G. et. al., 

1995). Portanto, de acordo com a estrutura cristalográfica do complexo ptryp8 

com a tripsina, sugere que a ausência da ligação de dissulfeto (Cys1 - Cys8), 

sendo um dos motivos que explicam a redução de a atividade do ptryp8 em 

comparação ao ptryp9 e BTCI, devido a sua instabilidade estrutural.  
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Figura 37. Modelo tridimensional do complexo ptryp8 e tripsina no grupo espacial 
P212121. A) Modelo do complexo entre ptryp8 (azul) e tripsina (ciano). A tripsina está 
representada em cartoon, o peptídeo esta representado em sticks e esferas. B) Modelo 
do ptryp8 está encoberto pela densidade eletrônica de um omit map 2Fo-Fc com um 
contorno de σ = 1,5 (verde), os enxofres das cisteínas estão destacados em amarelo. C) 
Omit map 2Fo-Fc com um contorno de σ = 1,5 do peptídeo em verde. 

 
 
 
 
 
 

A 

B C 
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Tabela 16 Estatísticas do processamento e refinamento do conjunto de dados do Ptryp8. 
Estatísticas para a camada de alta resolução são mostradas entre parênteses. 

Conjunto Ptryp8_6 
Grupo espacial P212121 
Comprimento de onda (Å) 1,20 
Limite de Resolução 27,37 - 1,18 (1,22 - 1,18) 
Célula Unitária (a, b, c) (Å) 59,82 61,57 66,96 
Total de reflexões 1129339 (43298) 
Reflexões únicas 152605 (6997) 
Multiplicidade 7,4 (3,4) 
Completeza (%) 97,60 (86,64) 
Média I/σ (I) 26,32 (2,28) 
Wilson B-factor 11,83 
Rmerge 0,0409 (0,526) 
Rmeas 0,0433 (0,622) 
Rpim 0,0141 (0,325) 
CC1/2 1 (0,888) 
CC* 1 (0,97) 
Reflexões usadas no refinamento 79853 (6992) 
Reflexões usadas para o Rfree 2008 (180) 
Rwork 0,144 (0,244) 
Rfree 0,162 (0,255) 
CC(work) 0,975 (0,889) 
CC(free) 0,964 (0,875) 
Número de átomos excluindo hidrogênio 2167 
   macromoleculas 1744 
   ligantes 36 
   solvente 387 
Resíduos de proteína 231 
RMS (bonds) 0,024 
RMS (angles) 1,43 
Ramachandran favored (%) 98,24 
Ramachandran allowed (%) 1,76 
Ramachandran outliers (%) 0,00 
Rôtameros outliers (%) 0,00 
Clash score 4,00 
Média B-factor 18,54 
   macromoleculas 15,44 
   ligantes 34,37 
   solventes 31,05 
Número de grupos TLS 6 
PDB 6EAU 
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Mesmo com a ausência da ligação de dissulfeto o ptryp8 em complexo com 

tripsina foi capaz de reconhecer o sítio S1 e se ligar como demonstrado na 

comparação com as outras estruturas de inibidores (Figura 38). 

 

 
Figura 38. Sobreposição do ptryp8 com outros inibidores derivados de BBIs naturais em 
complexo com a tripsina resolvida por cristalografia de raios X. As cadeias principais da 
tripsina estão respresentadas em ribbons e os peptídeos em sticks. A seta indica a 
posição do resíduo Cys8 do ptryp8. 

Uma comparação das posições dos Cα das estruturas sobrepostas 

demonstra uma semelhança estrutural do ptryp8 com as estruturas do ptryp9-L, 

ptryp9-D e BTCI (Tabela 17). 

Tabela 17. RMSD das sobreposições do peptídeo ptryp8, ptryp9-D, ptryp9-L e BTCI. N* 
representa o número de Cα usados no cálculo do RMSD. 

 ptryp9-L ptryp9_D BTCI 
ptryp8 0,380 0,375 0,334 

N* 6 7 7 

O ptryp8 assim como o ptryp9 apresentou em sua posiçao P3’ a presença 

de uma cis-prolina como já descrito sendo uma característica a dos inibidores da 

família BBI (McBride, J. D et al, 1998). A demonstração da distância entre os Cα 

da Cys1 e Cys8 foi demonstrada (Figura 39 A). A distância entre os Cα mostram 

que a ponte de dissulfeto não estava presente na estrutura devido a sua distância 

ser 5,3 Å. A sobreposição do ptryp8 com o ptryp9 e BTCI mostrou que os 
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resíduos que fazem contato na interface se mantiveram na mesma posição 

(Figura 39 B) 

 

 

  
 

 

  
Figura 39. Modelo tridimensional do ptryp8 e a superposição dos peptídeos derivados. A) 
Modelo tridimensional do ptryp8. Destacado em amarelo a distância entre os Cα da Cys1 
e Cys8. B) Sobreposição do ptryp8 (azul) com o peptídeo do BTCI (branco), ptryp9-L 
(laranja) e ptryp-D (ciano). C) Stereo View (crossed eye) da sobreposição do ptryp8 (azul) 
com o peptídeo do BTCI (branco), ptryp9-L (laranja) e ptryp-D (ciano). 

 O complexo entre a ptryp8 e tripsina foi depositado no PDB com o código 
de 6EAU. 
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5.3.3 Análise da interface do complexo ptryp8 e a tripsina 

A redução de um resíduo na sequência do peptídeo ptryp8 não afetou o 

número de contatos entre o ptryp8 e a tripsina em comparação com ptryp9 

(Tabela 18). A Lys3 na posição P1 do ptryp8 mostra uma semelhança nos 

contatos presentes no ptryp9 e BTCI com exceção da Gln8 que foi o resíduo 

removido. Essa semelhança estrutural também é notada com conservação dos 

contatos na posição P1 de ptryp8 com o sítio S1 da tripsina. O resíduo de Thr2 na 

posição P2 também manteve seu contato com a tripsina, demonstrando o que foi 

descrito por Brauer e Song, onde, foi descrito que a Thr2 é o resíduo ideal para 

inibição de tripsina nessa posição (Brauer AB, et al., 2003; Song HK et al., 1999). 

Além dos contatos com a interface com a tripsina, os contatos intramoleculares do 

ptryp8 foi conservado em comparação com o ptryp9-L e ptryp9-D (Figura 40).  

 

Figura 40. Sobreposição dos peptídeos ptryp8 (azul), ptryp9-L (magenta) e ptryp9-D 
(verde). As interações intramoleculares estão destacadas em amarelo (ptryp8), preto 
(ptryp9-L) e vermelho (ptryp9-D). 
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 A sobreposição estrutural e os contatos da interface entre o ptryp8 e tripsina 

demonstrou que o resíduo Cys1 adota uma conformação semelhante ao ptryp9-L devido 

aos contatos da cadeia principal do Cys1 com a tripsina. 

Os átomos de nitrogênio da Lys3 e Ser4 da cadeia principal do ptryp8 fazem 

os mesmos contatos que o ptryp9-L e o BTCI, mostrando a afinidade pelo bolsão 

S1 (Figura 41). Os resíduos Lys3 e Ser4 são os resíduos importantes devido a sua 

interação com a Ser195 catalítica (Figura 12). 

Tabela 18. Contatos polares de até 3.2 Ǻ do ptryp8, ptryp9-L e BTCI. As lacunas 
representam os contatos que não estão presente em alguma estrutura. *As distâncias 
estão demonstradas em Ǻ. Bresíduos em dupla conformação na estrutura do BTCI. 

Ptryp8 Dis* Tripsina Ptryp9 - L Dis* Tripsina BTCI Dis* Trispina 

      Cys22 - O 2.8 Ser217 - OG 
Cys1 - O 3,0 Gly216 - N Cys1 - O 3,1 Gly216 - N Cys24 - O 3,1 Gly216 - N 
Cys1 - N 2,8 Gly216 - O Cys1 - N 2,7 Gly216 - O Cys24 - N 2,9 Gly216 - O 
Thr2 - O 2,8 Gln192 - NE2 Thr2 - O 2,8 Gln192 - NE2    
Lys3 - N 3,1 Ser214 - O Lys3 - N 3,0 Ser214 - O Lys26 - N 3,1 Ser214 - O 
Lys3 - N 2,8 Ser195 - OG Lys3 - N 2,8 Ser195 - OG Lys26 - N 2,8 Ser195 - OG 

Lys3 - NZ 2,9 Ser190 - OG Lys3 - NZ 2,9 Ser190 - OG Lys26 - NZ 3,0 Ser190 - OG 
Lys3 - NZ 2,9 Ser190 - O Lys3 - NZ 2,9 Ser190 - O Lys26 - NZ 2,9 Ser190 - O 
Lys3 - NZ 3,1 Asp189 - OD1 Lys3 - NZ 3,0 Asp189 - OD1 Lys26 - NZ 3,1 Asp189 - OD1 
Lys3 - O 2,7 Ser195 - N Lys3 - O 2,7 Ser195 - N Lys26 - O 2,8 Ser195 - N 
Lys3 - O 2,7 Asp194 - N Lys3 - O 3,2 Asp194 - N Lys26 - O 3,3 Asp194 - N 
Lys3 - O 2,5 Gly193 - N Lys3 - O 2,6 Gly193 - N Lys26 - O 2,7 Gly193 - N 
Ser4 - N 2,9 Ser195 - OG Ser4 - N 2,9 Ser195 - OG Ser27 - N 3,0 Ser195 - OG 
Ile5 - N 2,9 Phe41 - O Ile5 - N 3,0 Phe41 - O Ile28 - N 3,0 Phe41 - O 

   Gln8 - NE2 2,7 His57 - O    
      Ile28 - O 2,8 Lys60 - NB 
      Arg33 - NH2 3,1 Ser96 - O 
      Arg33 - NH1 3,1 Ser96 - O 
      Arg33 - NH2 3,2 Asn97 - O 
 

Os resultados aqui mostram o quão importante é a presença da ponte de 

dissulfeto para fornecer estabilidade e rigidez para os inibidores, pois os 

peptídeos lineares nas quais as cisteínas estão ausentes não apresentam 

atividade inibitória (Descours, A. et al, 2002; Domingo, G. et. al., 1995). Portanto, 

isso sugere que a restrição conformacional imposta pela ligação dissulfeto nos 

peptídeos cíclicos são essenciais para a manutenção da estrutura secundária e 

estabilidade desse tipo de inibidores.  
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Figura 41. Contatos do ptryp8 com a tripsina. A tripsina (azul) está representada em 
cartoon e os resíduos que fazem contato com o ptryp8 (cinza) destacados em laranja. Os 
contatos estão destacados em amarelo.  
 

5.3.4 Área acessível ao solvente 

 A ASA demonstrou que os Thr2, Lys3 e Ser4 são os residuos que 

apresentam a maior AE devido a sua ligação direta no sítio S1 (Figura 42). A ASA 

do ptryp8 mostrou a mesma similaridade dos peptídeos ptryp9-L e ptryp-D 

(Tabela 19). O peptídeo ptryp8 não apresenta o resíduo de Gln da estrutura 

original. A diminuição na sequência ocasionou uma diminuição da ASA total, c, 

porém, a AE aumentou devido aos resíduos que foram mantidos são os que 

interagem com a interface da tripsina (Tabela 20). 

Tabela 19. Área acessível ao solvente dos peptídeos ptryp9 – L, ptryp9 – D, ptryp8, 
peptídeo do BTCI. 

 Grupo 
espacial 

Área 
acessível 

total 

Área 
acessível 
enterrada 

Porcentagem 
enterrada 

N° de 
resíduos 

na 
superfície 

N° de 
resíduos 

na 
interface 

ptryp9 - L P212121 1024,4 572,2 55,9% 9 8 

P1 

S1 
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ptryp9 - D P3221 1070,3 580,9 54,3% 9 9 
ptryp8 P212121 947,8 550,8 58,1% 8 8 

Pep-BTCI P212121 1031,9 521,2 50,5% 9 8 
 
 
Tabela 20. ASA e área enterrada (AE) dos resíduos do ptryp8, ptryp9-L e BTCI. 

Ptryp8 Ptryp9-L BTCI 

Resíduo ASA AE AE% Resíduo ASA AE AE% Resíduo ASA AE AE% 

CYS1 140,91 59,24 42,04 CYS1 109,52 58,22 53,16 ARG21 165,73 39.2 23.65 

THR2 74,30 72,79 97,97 THR2 64,11 63,61 99,22 CYS22 38,26 23,29 60,87 

LYS3 199,82 199,69 99,93 LYS3 202,04 202,04 100 GLU23 91,34 67,04 73,40 

SER4 56,07 51,24 91,39 SER4 43,51 40,34 92,71 CYS24 52,19 41,27 79,08 

ILE5 177,20 139,1 78,54 ILE5 175,45 137,63 78,44 THR25 67,88 49,1 72,33 

PRO6 92,88 6,36 6,85 PRO6 98,39 6,87 6,68 LYS26 208,35 207,92 99,79 

PRO7 82,50 20,60 24,97 PRO7 75,06 16,58 22,09 SER27 49,37 45,55 92,26 

CYS8 123,13 6,40 5,20 GLN8 117,44 46,90 39,94 ILE28 165,95 126,82 76,42 

    CYS9 138,87 0,00 0 PRO29 86,41 15,74 18,22 

        PRO30 48,58 14,15 29,13 

        GLN31 89,76 21,44 23,89 

        ARG33 123,23 61,54 49,94 

        SER35 42,8 15,14 35,37 

        ILE64 99,19 10,2 10,28 

        CYS68 58,6 1,32 2,25 
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Figura 42. ASA do peptídeo ptryp8 em complexo com a tripsina. A superfície da tripsina 
em azul claro e a superfície do ptryp8 em magenta. A tripsina esta demonstrada em 
cartoon e o peptídeo destacado em sticks e a ASA do ptryp8 em mesh. As cisteínas 
estão destacadas em amarelo. 

5.3.5 Fatores de temperatura do peptídeo ptryp8 

Dos 8 resíduos modelados do ptryp8, os resíduos Thr2, Lys3 e Ser4 

apresentaram os menores valores para o fator de temperatura (Tabela 21). Os 

baixos fatores de temperatura desses resíduos são atribuídos aos extensos 

contatos polares com a tripsina (Tabela 18).  Pode-se notar uma tendência de que 

os resíduos mais longes da Lys3 aumentem seu fator de temperatura devido aos 

menores contatos com a tripsina o que reflete em uma maior vibração dos átomos 

e um maior fator de temperatura.  
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Tabela 21. Fatores de temperatura e ocupância dos átomos do peptídeo ptryp8. 
Resíduo Cys1 Thr2 Lys3 Ser4 Ile5 Pro6 Pro7 Cys8  

Átomo / 
fatores de 

temperatura 
individuais 

O - 17,71 
N - 24,04 

CA - 23,23 
C - 18,47 

CB - 26,97 
SG - 29,80 

O - 14,99 
N - 16,36 

CA - 15,49 
C - 14,53 

CB - 16,80 
OG1 - 17,94 
CG2 - 17,56 

O - 13,54 
N - 13,46 

CA - 13,19 
C - 13,84 

CB - 14,18 
CG - 14,69 
CD - 13,94 
CE - 14,41 
NZ - 14,34 

O - 16,72 
N - 15,47 

CA - 16,79 
C - 17,29 

CB - 17,82 
OG - 18,99 

O - 23,58 
N - 18,68 
C - 20,22 

CA - 22,67 
CB - 21,63 

CG1 - 22,62 
CG2 - 22,17 
CD1 - 24,69 

O - 24,49 
N - 24,45 

CA - 25,42 
C - 25,62 

CB - 26,21 
CG - 26,88 
CD - 26,00 

O - 29,82 
N - 26,82 

CA - 28,27 
C - 29,18 

CB - 28,51 
CG - 28,43 
CD - 27,74 

O - 21,46 
N - 29,01 

CA - 38,90 
C - 43,80 

CB - 34,65 
SG - 65,50 

OXT - 48,42 

 

𝑿𝑿 Fator de 
temperatura 23,37 16,24 13,95 17,18 22,03 25,58 28,40 40,25 𝑿𝑿  = 23,38 

Ocupância 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00  
𝑿𝑿 = Média 
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5.4 Complexo ptryp7 e tripsina 

5.4.1 Cristalização do complexo e coleta de dados 

 De todas as condições de cristalização testadas, 12 se apresentaram as 

mais promissoras para a cristalização do complexo entre o ptryp7 e a tripsina 

(Tabela 22). Das condições testadas, os melhores cristais aparecem na condição: 

HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; sulfato de lítio monohidratado 1,5 M (Figura 43).  

Tabela 22. Condições de cristalização do complexo ptryp7 com tripsina e quantidade de 
crioprotetor. 
Conjunto Condição de cristalização Crioproteção 

Ptryp7_1 Sulfato de amônio 0,2 M; MES monohidratado 0,1M pH 6,5; 30% 
w/ v Polietilenoglicol monometil éter 5000 

10% de glicerol 

Ptryp7_2 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; Sulfato de lítio monohidratado 1 M  

Ptryp7_3 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; 2% w/v Polietilenoglicol 400; 2,0 M 
Sulfato de amônio 

15% de glicerol 

Ptryp7_4 Sulfato de amônio 0,2 M; Cocadilato de sódio 0,1M pH 6,5; 30% 
w/v Polietilenoglicol 8000 

 

Ptryp7_5 HEPES sódio 0,1M pH 7,5; 10 % v/v 2-Propanol; 20 % w/v 
Polietilenoglicol 4000 

20% de glicerol 

Ptryp7_6 Sulfato de amônio 0,2 M; Cocadilato de sódio 0,1 M pH 6,5; 30% 
w/v Polietilenoglicol 8000 

 

Ptryp7_7 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; 2% w/v Polietilenoglicol 400; Sulfato 
de amônio 2,0 M 

 

Ptryp7_8 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; Sulfato de lítio monohidratado 1 M  
Ptryp7_9 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; Sulfato de lítio monohidratado 1,   

Ptryp7_10 Sulfato de amônio 0,2 M; MES 0,1 M pH 6,5; 30% w/v 
Polietilenoglicol 5000 

 

Ptryp7_11 Sulfato de amônio 0,2 M; Cocadilato de sodio 0,1 M pH 6,5; 30% 
w/v Polietilenoglicol 8000 

 

Ptryp7_12 Sulfato de amônio 0,2 M; Cocadilato de sódio 0,1 M pH 6,5; 30% 
w/v Polietilenoglicol 8000 
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Figura 43. Imagens dos cristais do complexo entre ptryp9 e tripsina. Os cristais foram 
obtidos na condição com sulfato de lítio monohidratado 1 M; HEPES sódio 0,1 M pH 7,5. 

 Todos os 12 cristais foram coletados no detector Pilatus 2M em diferentes λ 

(Tabela 23). Assim como o ptryp9 o processamento de dados mostrou que o 

peptídeo foi cristalizado em dois grupos espacis diferentes, P212121 ortorrômbico 

e P41212 tetragonal. 

Tabela 23. Dados da coleta do complexo Ptryp7 com tripsina. 

Conjunto Comprimento de onda (Å)  Detector Grupo espacial 

Ptryp7_1 1,46  Pilatus 2M P212121 
Ptryp7_2 1,30  Pilatus 2M P212121 

Ptryp7_3 1,30  Pilatus 2M P212121 

Ptryp7_4 1,30  Pilatus 2M P41212 
Ptryp7_5 1,30  Pilatus 2M P212121 
Ptryp7_6 1,30  Pilatus 2M P41212 
Ptryp7_7 1,30  Pilatus 2M P212121 
Ptryp7_8 1,30  Pilatus 2M P212121 
Ptryp7_9 1,20  Pilatus 2M P212121 

Ptryp7_10 1,20  Pilatus 2M P212121 

Ptryp7_11 1,20  Pilatus 2M P212121 

Ptryp7_12 1,20  Pilatus 2M P212121 

 

 Todos os conjuntos foram coletados e processados (Tabela 24). Dos 12 

conjuntos coletados os conjuntos no grupo espacial P41212 (ptryp7_4 e ptryp7_6) 

foram colocados na maior resolução possível para fins comparativos. Apesar do 

conjunto ptryp7_6 apresentar maior multiplicidade devido a ter mais reflexões 
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coletadas, ele é um conjunto inferior ao ptryp7_4 nas demais estatísticas de 

procesamento. De todos os conjuntos processados no espacial P41212 o 

conjunto ptryp7_9 foi o que apresentou os melhores valores estatísticos (Tabela 

24). 

O conjunto ptryp7_04 apresenta valores de célula unitária de A = 60,09, B 

= 61,49 e C = 66,54 Å com uma resolução de 1,39 Å. O conjunto ptryp7_9 

apresenta valores de célular unitária de A = 54,25, B = 54,25 e C = 181,195 Å 

com resolução de 1,29 Å.  

Tabela 24. Estatística do processamento de dados usando o pacote computacional XDS 
do complexo ptryp7 com a tripsina. Estatísticas para a camada de mais alta resolução 
são mostradas entre parênteses. 

Conjunto 
Resoluçã
o máxima 

(Å) 
Reflexões 

Obs - Únicas 
Multiplici-

dade 
Completeza 

(%) I/σ Rmeas  
(%) 

CC 
(1/2) 

Ptryp7_1 1,79 145532 - 34812 
(17265 - 5526) 

4,18 
(3,12) 

99,3 
(97,5) 

13,55 
(1,92) 

7,0 
(71,8) 

99,8 
(75,2) 

Ptryp7_2 1,29 270935 - 94614 
(19437 - 12264) 

2,86 
(1,58) 

92,8 
(74,2) 

18,25 
(2,94) 

4,4 
(26,2) 

99,8 
(91,3) 

Ptryp7_3 1,56 309410 - 72824 
(38376 - 11383) 

4,25 
(3,37) 

99,2 
(95,9) 

16,60 
(2,26) 

5,5 
(64,3) 

99,9 
(85,1) 

Ptryp7_4 1,39 749082 - 102923 
(63897 - 16007) 

7,28 
(3,99) 

99,1 
(95,2) 

15,87 
(1,50) 

6,9 
(65,0) 

99,9 
(85,9) 

Ptryp7_5 1,66 192571 - 42734 
(27981 - 6623) 

4,51 
(4,22) 

97,4 
(93,6) 

15,73 
(2,57) 

6,2 
(57,7) 

99,9 
(82,2) 

Ptryp7_6 1,39 854070 - 97369 
(72082 - 13933) 

8,77 
(5,17) 

94,9 
(84,0) 

24,11 
(1,04) 

5,0 
(166,9) 

100,0 
(67,6) 

Ptryp7_7 1,37 267794 - 83853 
(22007 - 12972) 

3,19 
(1,70) 

97,9 
(93,6) 

12,27 
(1,18) 

6,6 
(80,6) 

99,8 
(67,3) 

Ptryp7_8 1,35 411030 - 106187 
(31085 - 13666) 

3,87 
(2,27) 

92,6 
(73,7) 

19,72 
(1,43) 

4,2 
(76,4) 

99,9 
(72,1) 

Ptryp7_9 1,29 1008806 - 119399 
(86802 - 18813) 

8,45 
(4,61) 

99,3 
(96,4) 

21,69 
(2,22) 

5,6 
(66,8) 

99,9 
(83,7) 

Ptryp7_10 1,34 952411 - 106754 
(97795 - 16303) 

8,92 
(6,00) 

98,9 
(93,5) 

21,32 
(1,85) 

6,5 
(65,3) 

100,0 
(90,0) 

Ptryp7_11 1,41 844486 - 90563 
(97617 - 14080) 

9,32 
(6,93) 

99,1 
(95,3) 

20,16 
(2,82) 

7,3 
(85,3) 

99,9 
(89,6) 

Ptryp7_12 1,29 1000970 - 119717 
(85827 - 18405) 

8,36 
(4,56) 

98,9 
(93,8) 

24,62 
(1,80) 

5,9 
(72,0) 

100,0 
(81,4) 
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5.4.2 Estrutura cristalográfica do complexo ptrp7 e tripsina 

Os conjuntos ptryp7_4 e ptryp7_9 apresentaram os melhores valores 

estatísticos de procesamento e foram refinados (Tabela 25) e seus modelos 

construídos (Figura 44 e 45). 

Para fácil entedimento, o peptídeo ptryp7 resolvido do conjunto ptryp7_4 foi  

denominado de ptryp7tetra e o peptídeo ptryp7 resolvido do conjunto ptryp7_9 foi 

denominado ptryp7orto, essas denomiçãoes foram dadas por estarem relacionadas 

com o grupo espacial no qual foram cristalizadas e resolvidas as estruturas. 

Inicialmente o peptídeo ptryp7tetra e ptryp7orto foram desenhados para ter 7 

resíduos em sua sequência (CTKSIPC). A densidade eletrônica do peptídeo 

ptryp7tetra demonstrou que apenas 5 resíduos conseguiram ser modelados 

(CTKSI), os demais não apresentaram densidade suficiente. A densidade do 

ptryp7tetra demonstra que a ponte de dissulfeto inicialmente desenhada não foi 

vista na estrutura (Figura 44 B). Uma hipótese de não notar a densidade 

eletrônica dos resíduos de Pro6 e Cys7 ausentes no ptryp7tetra são as suas 

mobilidades estruturais, devido estarem localizados no C-terminal. Como descrito 

os BBIs naturais apresentam em sua sequência uma cis-Pro6 e uma Pro7 

conservadas nas posições P3 ̓ e P4,̓ respectivamente (Brauer, A. et. al., 2001; 

McBride, J. D., et al, 2002) (Figura 10). Portanto, a redução na sequência 

consenso na qual a Pro7 foi removida, ocasinou a perda da estabilidade conferida 

por esse resíduo. A Pro7 estabiliza a cis-Pro6, devido a redução na sequência a 

Pro7 foi removida, e consequetemente a estabilidade perdida. O resíduo de Cys7 

do peptídeo ptryp7tetra não foi capaz de fornecer estabilidade suficiente, assim, os 

resíduos Pro6 e Cys7 não foram observados na densidade eletrônica (Figura 44, 

B).  

A densidade eletrônica do ptryp7tetra mostrou que não foi possível observar 

a ligação de dissulfeto (Cys1 e Cys7), consequemente sua estabilidade e rigidez 

não pode ser observada, mostrando a linearidade do peptídeo. Devido a 

linearidade do ptryp7, ele ficou suscetível a ação de clivagem da tripsina. A 

vulnerabilidade do ptryp7 foi observada na estrutura do ptryp7orto (Figura 45). A 
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resolução da estrutura cristalográfica do complexo no grupo espacial P212121 

mostrou que o peptideo ptryp7orto foi clivado pela tripsina e depois cristalizado 

(Figura 45). Devido a linearidade, falta de estabilidade conferida pela ponte de 

dissulfeto, a presença de um resíduo carregado positivamente (Lys3) e o ambiente 

químico (pH) forneceram condições ideais para a clivagem do ptryp7. Devido a 

alta concentração de peptídeos usados nos ensaios de cristalização sugere se 

que após a clivagem a cristalização do ptryp7orto com apenas 3 residuos (CTK) foi 

favorecida pelo empacotamento cristalino no grupo espacial P212121. De acordo 

com a densidade pode se observar que a tripsina clivou o ptryp7orto mostrando o 

resíduo Lys3 como C-terminal da estrutura e uma dupla conformação para o 

resíduo de Cys1 (Figura 45, B).  
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Figura 44. Modelo tridimensional do complexo ptryp7tetra e tripsina no grupo espacial 
P41212. A) Modelo do complexo entre ptryp7tetra (laranja) e tripsina (ciano). A tripsina esta 
representada em cartoon, o peptídeo esta representado em stick. B) Modelo do ptryp7tetra 
está encoberto pela densidade eletrônica de um omit map 2Fo-Fc com um contorno de σ 
= 1,0 (verde), os enxofres das cisteínas estão destacados em amarelo. C) Omit map 2Fo-
Fc com um contorno de σ = 1,0 do peptídeo em verde. 

 

 

A 

B C 
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Figura 45. Modelo tridimensional do complexo ptryp7orto e tripsina no grupo espacial 
P212121. A) Modelo do complexo entre ptryp7orto (verde) e tripsina (ciano). A tripsina está 
representada em cartoon, o peptídeo esta representado em sticks e esferas. B) Modelo 
do ptryp7ortho está encoberto pela densidade eletrônica de um omit map 2Fo-Fc com um 
contorno de σ = 1,0 (verde), os enxofres das cisteínas estão destacados em amarelo. A 
densidade do ptryp7orto mostrou uma dupla conformação para a cys1 e o C-Terminal na 
Lys3. C) Omit map 2Fo-Fc com um contorno de σ = 1,0 do peptídeo em verde. 

 
 
 
 
 
 
 

A 

B C 
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Tabela 25. Estatísticas do processamento e refinamento do conjunto de dados do 
ptryp7orto e ptryp7tetra. Estatísticas para a camada de alta resolução são mostradas entre 
parênteses. 
Conjunto ptryp7orto ptryp7tetra 
Comprimento de onda (Å)  1,20 1,20 
Limite de resolução  27,38 - 1,29 (1,33 - 1,29) 29,28 - 1,39 (1,44 - 1,39) 
Grupo espacial  P212121 P41212 
Célula unitária (a, b, c) (Å)  60,09 61,49 66,54  54,25 54,25 181,195 
Total de reflexões  1008734 (48602) 748920 (36502) 
Reflexões unicas  119389 (5972) 102896 (5058) 
Multiplicidade  8,4 (4,3) 7,3 (3,8) 
Completeza (%)  99,42 (95,73) 99,13 (93,49) 
Média I/sigma (I)  21,69 (2,20) 15,87 (1,31) 
Wilson B-factor  13,21 15,16 
R-merge  0,0534 (0,690) 0,0645 (0,638) 
R-meas  0,0564 (0,788) 0,0689 (0,736) 
R-pim  0,0181 (0,374) 0,0236 (0,353) 
CC1/2  0,999 (0,775) 0,999 (0,778) 
CC*  1 (0,935) 1 (0,935) 
Reflexões usadas no 
refinamento  62501 (5967) 55032 (5058) 

Reflexões usadas no R-free  1987 (185) 1999 (184) 
R-work  0,144 (0,310) 0,145 (0,275) 
R-free  0,157 (0,305) 0,177 (0,303) 
CC(work)  0,975 (0,882) 0,978 (0,888) 
CC(free)  0,971 (0,887) 0,964 (0,898) 
Número de átomos sem 
higrogênio  2041 2024 

macromoleculas  1694 1708 
Ligantes  26 1 
Solvente  321 315 
Resíduos de proteína  228 226 
RMS(bonds)  0,024 0,008 
RMS(angles)  1,48 0,97 
Ramachandran favored (%)  98,66 99,10 
Ramachandran allowed (%)  1,34 0,90 
Ramachandran outliers (%)  0,00 0,00 
Rotamer outliers (%)  0,00 0,00 
Clashscore  5,30 2,93 
Média B-factor  18,26 21,41 
macromoleculas  15,70 19,37 
ligantes  35,40 15,06 
Solvente  30,37 32,46 
Número de gurpos de TLS  8 5 
PDB 6EAW 6EAV 
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 A sobreposição mostra que mesmo reduzidos ou clivados os ptryp7orto e 

ptryp7tetra apresentam a mesma conformação das demais estruturas (Figura 46).  

 

 

 

Figura 46. Sobreposição dos peptídeos ptryp7orto e ptryp7tetra com outros peptídeos 
derivados de BBIs. A) Sobreposiçao dos peptídeos ptryp7orto(roxo) e ptryp7tetra (cinza) 
com outros peptídeos derivados de BBIs naturais em complexo com a tripsina resolvidos 
por cristalografia de raios X. As tripsinas estao representrados em ribbons e os peptídeos 
em sticks. B) Sobreposição dos peptídeos ptryp7ortho (vermelho) e ptryp7tetra (laranja) com 
o peptídeos ptryp9-L (ciano), ptryp9-D (roxo) e BTCI (verde). C) Sobreposição dos 
peptídeos ptryp7orto e ptryp7tetra com outros inibidores derivados de BBIs. 

A 

B C 
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 O peptídeo ptryp7ortho  foi depositado no PDB com o código de 6EAW e o 

peptídeo ptryp7tetra foi depositado no PDB com o código de 6EAV. 

5.4.3 Análise da interface do complexo ptryp7 e a tripsina 

 Os resultados da interface entre os peptideos ptryp7orto e ptryp7tetra 

mostram que a afinidade do resíduo Lys3 pela bolsão S1 da tripsina se manteve 

(Tabela 26).  

Os contatos foram mapeados e mostrados na figura 47. O ptryp7orto que foi 

clivado e depois cristalizado com a tripsina mostrou apenas 2 resíduos interagindo 

com a tripsina. Mesmo notando que a Lys3 do ptryp7orto apresenta interações com 

o resíduo catalítico Ser195, a mesma perdeu os demais contatos adjacentes que 

estabilizam a estrutura. A análise da interface do ptryp7orto nos sugere que uma 

vez que os peptídeos tenham sido clivados, eles não são mais capazes de agir 

como inibidores demosntrando que a sensibilidade dos peptídeos à cliavagem é 

dependente da sua sequência e da sua estrutura e não necessariamente se 

correlaciona com potência inibitória.  

 

Nota se uma tendência dos contatos do peptídeo ptryp7tetra em se 

distanciar da interface da trpisina, sugerindo que essas interações sejam mais 

fracas no ptryp7tetra em relação aos demais peptídes derivados do BTCI. Portanto, 

vinculando a diminuição das interações, a estrutura linear do ptryp7 e 

consequentemente a perda de estabildade, sugere que esses fatores estruturais  

justificam a incapacidade do ptryp7 em inibir a tripsina.   
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Tabela 26. Contatos polares de até 3.2 Ǻ do ptryp7orto, ptryp7tetra, ptryp9-L e BTCI. As 
lacunas representam os contatos que não estão presente em alguma estrutura. *As 
distâncias estão demonstradas em Ǻ. Bresíduos em dupla conformação na estrutura do 
BTCI. 

Ptryp7orto Dis* Trip Ptryp7tetra Dis* Trip Ptryp9-L Dis* Trip BTCI Dis* Trip 

         Cys22 - O 2.8 Ser217 - OG 

Cys1-O 3,1 Ser214-O Cys1-O 3,0 Gly216 - N Cys1-O 3,1 Gly216 - N Cys24 - O 3,1 Gly216 - N 

Cys1-N 2,8 Gly216-O Cys1-N 3,1 Gly216-O Cys1-N 2,7 Gly216-O Cys24-N 2,9 Gly216-O 

      Thr2-O 2,9 Gln192-NE2 Thr2-O 2,8 Gln192-NE2    

Lys3-N 3,1 Ser214-O Lys3-N 3,1 Ser214-O Lys3-N 3,0 Ser214-O Lys26-N 3,1 Ser214-O 

Lys3-OXT 2,5 Ser195-OG Lys3-N 2,8 Ser195-OG Lys3-N 2,8 Ser195-OG Lys26-N 2,8 Ser195-OG 

Lys3-NZ 3,2 Ser190-OG Lys3-NZ 2,9 Ser190-OG Lys3-NZ 2,9 Ser190-OG Lys26-NZ 3,0 Ser190-OG 

Lys3-NZ 3,1 Ser190-O Lys3-NZ 2,9 Ser190-O Lys3-NZ 2,9 Ser190-O Lys26-NZ 2,9 Ser190-O 

Lys3-NZ 3,2 ASP-189 Lys3-NZ 3,1 Asp189-OD1 Lys3-NZ 3,0 Asp189-OD1 Lys26-NZ 3,1 Asp189-OD1 

Lys3-O 3,0 Ser195-N Lys3-O 2,8 Ser195-N Lys3-O 2,7 Ser195-N Lys26-O 2,8 Ser195-N 

      Lys3-O 3,2 Asp194-N Lys3-O 3,2 Asp194-N Lys26-O 3,3 Asp194-N 

Lys3-O 2,8 Gly193-N Lys3-O 2,5 Gly193-N Lys3-O 2,6 Gly193-N Lys26-O 2,7 Gly193-N 

         Ser4-N 2,9 Ser195-OG Ser27-N 3,0 Ser195-OG 

      Ile5-N 3,1 Phe41-O Ile5-N 3,0 Phe41-O Ile28-N 3,0 Phe41-O 

Lys3-OXT 3,0 His57-NE2    Gln8-NE2 2,7 His57-O    

         Ile28-O 2,8 Lys60-NB 

         Arg33-NH2 3,1 Ser96-O 

         Arg33-NH1 3,1 Ser96-O 

         Arg33-NH2 3,2 Asn97-O 
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Figura 47. Contatos dos peptídeos ptryp7orto e ptryp7tetra. A tripsina está representada em 
ciano e os petídeos em sticks.  A) stereo view (cross-eye) dos contatos polares (verde) 
entre o ptryp7orto (cobre) e a tripsina (ciano). B) stereo view (cross-eye) dos contatos 
polares (verde) entre o ptryp7tetra (grafite) e a tripsina (ciano). 

 

 

 

 

 

A 
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5.4.4 Área acessível ao solvente 

 A ASA dos peptídeos ptryp7tetra e ptryp7orto (Figura 48) mostrou que a 

redução da estrutura aumentou a AE devido a conservação da Lys3 e seus 

resíduos adjacenten (Tabela 27). Devido a estrutura do petryp7 apresentar uma 

sequência reduzida, a AE individual (Tabela 28) demonstrou uma relação com a 

ASA total. 

Tabela 27. Área acessível ao solvente dos peptídeos ptryp9-L, ptryp9-D, ptryp8, 
ptryp7tetra, ptryp7orto e peptídeo do BTCI. 

 Grupo 
espacial 

Área 
acessível 

total 

Área 
acessível 
enterrada 

Porcentagem 
enterrada 

N° de 
resíduos 

na 
superfície 

N° de 
resíduos 

na 
interface 

ptryp9-L P212121 1024,4 572,2 55,9% 9 8 
ptryp9-D P3221 1070,3 580,9 54,3% 9 9 
ptryp8 P212121 947,8 550,8 58,1% 8 8 

ptryp7tetra P41212 810,3 559,7 69,1% 5 5 
ptryp7orto P212121 564,8 382,3 67,7% 3 3 
Pep-BTCI P212121 1031,9 521,2 50,5% 9 8 

Tabela 28. ASA e área enterrada (AE) dos resíduos do ptryp7tetra, ptryp7orto, ptryp9-L. 
ptryp7tetra ptryp7orto Ptryp9-L 

Resíduo ASA AE AE% Resíduo ASA AE AE% Resíduo ASA AE AE% 

CYS1 176,16 76,73 43,56 CYS1 175,22 58,97 33,65 CYS1 109,52 58,22 53,16 

THR2 114,92 77,39 67,34 THR2 133,1 80,49 60,47 THR2 64,11 63,61 99,22 

LYS3 198,15 198,02 99,93 LYS3 256,49 242,84 94,68 LYS3 202,04 202,04 100 

SER4 94,19 64,89 68,89     SER4 43,51 40,34 92,71 

ILE5 226,87 142,7 62,90     ILE5 175,45 137,63 78,44 

        PRO6 98,39 6,87 6,68 

        PRO7 75,06 16,58 22,09 

        GLN8 117,44 46,90 39,94 

        CYS9 138,87 0,00 0 

 



120 
 

 

Figura 48. ASA dos peptídeos ptryp7orto e ptryp7tetra. A) ASA (azul) do ptryp7orto com 3 
resíduos destacados em amarelo em complexo com a tripsina representada em cartoon. 
B) ASA (roxa) do ptryp7tetra com 5 resíduos destacados em amarelo em complexo com a 
tripsina representada em cartoon. 

 

 

A 
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5.4.5 Fatores de temperatura do peptídeo ptryp7 

 Os fatores de temperatura do ptryp7tetra (Tabela 29) e ptryp7orto (Tabela 30) 

demonstraram que a Lys3 em ambas as estruturas tem o menor fator de 

temperatura devido estar enterrada no sítio ativo da tripsina, consequentemente 

tendo uma menor mobilidade estrutural devido aos contatos no sítio S1. Os 

demais resíduos apresentam um valor maior para o fator de estrutura devido à 

baixa interação com a tripsina e consequentemente uma maior mobilidade 

estrutural.  

Tabela 29. Fatores de temperatura do ptryp7tetra. *representa os resíduos modelados com 
ocupância diferente dos demais.  

Resíduo Cys1 Thr2 Lys3 Ser4 Ile5  

Átomo / fatores 
de temperatura 

individuais 

O - 24,65 
N - 37,50 

CA - 35,11 
C - 28,11 

CB - 46,59 
SG* - 59,87 

 

O - 29,34 
N - 29,18 

CA - 26,27 
C - 26,18 

CB - 28,27 
OG1 - 32,98 
CG2 - 31,47 

 

O - 22,55 
N - 22,97 

CA - 22,62 
C - 24,09 

CB - 18,67 
CG - 18,52 
CD - 16,40 
CE - 16,23 
NZ - 17,44 

 

O - 34,39 
N - 27,35 

CA - 29,71 
C - 36,05 

CB - 41,24 
OG - 49,30 

O - 55,76 
N - 40,13 
C - 45,13 

CA - 48,95 
CB - 47,32 

CG - 140,57 
CG - 246,79 
CD1 - 38,15* 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

𝑿𝑿 Fator de 
temperatura 38,64 29,10 19,94 36,34 45,35 𝑿𝑿=33,87 

Ocupância 1,0 (0,59*) 1,00 1,00 1,00 1,00(0,00*)  
 

Tabela 30. Fatores de temperatura do ptryp7orto. *representa os resíduos modelados 
com ocupância diferente dos demais.  

Resíduo Cys1A Cys1B Thr2 Lys3  

Átomo / 
fatores de 

temperatura 
individuais 

O - 30,18 
N - 86,18 

CA - 59,81 
C - 48,44 

CB - 49,42 
SG* - 45,06 

 

O - 14,43 
N - 35,51 

CA - 60,29 
C - 64,21 

CB - 73,72 
SG* - 67.93 

 

O - 24,32 
N - 35,05 

CA - 22,15 
C - 20,02 

CB - 33,05 
OG1 - 30,97 
CG2 -39,27 

 

O - 26,98 
N - 24,84 

CA - 28,73 
C - 43,20 

CB - 23,34 
CG - 22,48 
CD - 22,77 
CE - 19,14 
NZ - 20,46 
OXT- 48,51 

 

        

 

𝐗𝐗 Fator de 
temperatura 

53.18 
 

52.68 
 

29.26 
 

28.05 
 

𝐗𝐗= 36.66 
 

Ocupância 0.49 
 

 
0.51 

 

 
1.00 

 
1,00  
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5.5 Complexo ptryp6 e tripsina 

5.5.1 Cristalização do complexo e coleta de dados 

 O complexo entre o peptídeo ptryp6 e a tripsina seguiu todo o protocolo 

dos demais peptídeos cristalizados. Das condições testadas, 6 condições se 

apresentaram promissoras para a cristalização (Tabela 31). As condições foram 

melhoradas e os cristais do complexo ptryp6 e tripsina obtidos na condição de 

HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; sulfato de lítio monohidratado 1,5 M (Figura 49).  

Tabela 31. Condições de cristalização do complexo Ptryp6 com tripsina e quantidade de 
crioprotetor. 
Conjunto Condição de cristalização Crioproteção 

Ptryp6_1 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; 2% v/v Polietilenoglicol 400; Sulfato 
de amônio 2,0 M 10% de glicerol 

Ptryp6_2 Sulfato de amônio 0,2 M; Cocadilato de sódio 0,1 M pH 6,5; 30% 
w/v Polietilenoglicol 8000 5% de glicerol 

Ptryp6_3 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; Sulfato de lítio monohidratado 1,5 M  
Ptryp6_4 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; Sulfato de lítio monohidratado 1,5 M  
Ptryp6_5 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; Sulfato de lítio monohidratado 1,5 M  
Ptryp6_6 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; Sulfato de lítio monohidratado 1,5 M  

Ptryp6_7 Sulfato de lítio monohidratado 0,2 M; TRIS hidrocloreto 0,1 M pH 
8,5; 30 % w/v Polietilenoglicol 4000 15% de glicerol 

Ptryp6_8 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; Sulfato de lítio monohidratado 1 M  

Ptryp6_9 HEPES sódio 0,1 M pH 7,5; Sulfato de lítio monohidratado 1,5 M  

 

 
Figura 49. Imagens do cristal do complexo Ptryp6. Os cristais foram obtidos em HEPES 
sódio 0,1 M pH 7,5; sulfato de lítio monohidratado 1,5 M. 
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Os cristais obtidos foram difratados em apenas um λ e coletados apenas 

no detector Pilatus 2M (Tabela 32). Todos os 9 conjuntos foram coletados 

demonstraram estar em apenas um grupo espacial, ortorrômbico P212121. 

Tabela 32. Dados da coleta do complexo Ptryp6 com tripsina. 
Conjunto Comprimento de onda (Å)  Detector Grupo espacial 
 Ptryp6_1 1,20  Pilatus 2M P212121 
 Ptryp6_2 1,20  Pilatus 2M P212121 
Ptryp6_3 1,20  Pilatus 2M P212121 

Ptryp6_4 1,20  Pilatus 2M P212121 
Ptryp6_5 1,20  Pilatus 2M P212121 
Ptryp6_6 1,20  Pilatus 2M P212121 
Ptryp6_7 1,20  Pilatus 2M P212121 
Ptryp6_8 1,20  Pilatus 2M P212121 
Ptryp6_9 1,20  Pilatus 2M P212121 

 

 Todos os conjuntos coletados foram processados com o objetivo de 

visualizar o ptryp6 no sítio da tripsina. O melhor conjunto para a substituição 

molecular, refinamento e construção do modelo cristalográfico foi escolhido 

baseado nos valores estatísticos do processamento (Tabela 33).  

 Dentre todos os conjuntos coletados, os conjuntos ptryp6_3 e ptryp6_4 

apresentaram os melhores valores estatísticos, com resolução de 1,19 Ǻ. O 

conjunto escolhido para a construção do modelo cristalográfico foi o conjunto 

ptryp6_3 devido a suas estatísticas do processamento serem melhores que as 

dos demais conjuntos. O conjunto ptryp6_3 apresentou uma completeza total dos 

dados de 90,2%, I/σ maior que 3 na última camada, com uma multiplicidade maior 

que 1 e o valor de Rmeas= 4,2% dentro dos valores sugeridos por Wlodawer  

(Wlodawer, A., et al.,2013). 
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Tabela 33. Estatística do processamento de dados usando o pacote computacional XDS 
do complexo ptryp6 com a tripsina. Estatísticas totais e estatísticas para a camada de alta 
resolução são mostradas entre parênteses. O limite de resolução é mostrado em Å. 

Conjunto Limite de 
resolução 

Reflexões 
Obs - Únicas Multiplicidade Completeza I/σ Rmeas CC 

(1/2) 

Ptryp6_1 1,50 272417 - 82726 
(36477 - 13022) 

3,29 
(2,80) 

98,9% 
(96,3%) 

12,99 
(2,03) 

7,0% 
(70,7%) 

99,9* 
(76,7*) 

Ptryp6_2 1,38 321104 - 104936 
(35775 - 16023) 

3,06 
(2,23) 

98,2% 
(92,7%) 

10,89 
(1,54) 

7,1% 
(74,6%) 

99,8* 
(76,3*) 

Ptryp6_3 1,19 398433 - 151295 
(26333 - 17462) 

2,63 
(1,51) 

90,2% 
(64,3%) 

16,82 
(3,12) 

4,2% 
(55,1%) 

99,8* 
(91,1*) 

Ptryp6_4 1,19 261061 - 142542 
(17637 - 17231) 

1,83 
(1,02) 

86,3% 
(64,4%) 

17,10 
(2,10) 

2,9% 
(13,0%) 

99,9* 
(98,2*) 

Ptryp6_5 1,22 342525 - 143083 
(24850 - 18921) 

2,39 
(1,31) 

93,3% 
(76,1%) 

15,50 
(0,92) 

3,7% 
(81,1%) 

99,9* 
(64,6*) 

Ptryp6_6 1,22 384910 - 147190 
(28214 - 20910) 

2,62 
(1,35) 

96,0% 
(84,1%) 

17,29 
(1,09) 

3,5% 
(82,7%) 

99,9* 
(76,7*) 

Ptryp6_7 1,41 202181 - 93982 
(23140 - 13622) 

2,15 
(1,70) 

94,9% 
(85,3%) 

14,85 
(1,68) 

4,3% 
(75,6%) 

99,9* 
(79,6*) 

Ptryp6_8 1,27 812924 - 124545 
(65375 - 19389) 

6,53 
(3,37) 

98,9% 
(95,0%) 

18,68 
(2,00) 

6,0% 
(67,3%) 

99,9* 
(81,1*) 

Ptryp6_9 1,31 663521 - 114129 
(61224 - 17830) 

5,81 
(3,43) 

99,2% 
(96,1%) 

16,77 
(1,97) 

6,6% 
(72,7%) 

99,9* 
(75,2*) 

5.5.2 Estrutura cristalográfica do complexo ptrp6 e tripsina 

A densidade eletrônica do complexo entre o ptryp6 e a tripsina mostrou que 

o ptryp6 com 6 resíduos (CTKSIC) foi capaz de se ligar com a tripsina mesmo 

com menos que os demais peptídeos até aqui mostrados (Figura 50). A densidade 

envolveu totalmente o peptídeo demostrando sua estrutura (Figura 50 B). Como 

nos peptídeos (ptryp8 e ptryp7), a densidade mostrou que a ponte de dissulfeto 

não estava presente na estrutura do ptryp6. O ptryp6 foi modelado e sua tabela 

cristalográfica mostrada (Tabela 34). Nenhum resíduo do peptídeo ptryp6 

mostrado apresenta resíduos na região “desaprovada”, significando que as 

estruturas modeladas estão estruturalmente corretas. 
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Figura 50. Modelo do complexo entre ptryp6 (verde) e tripsina (ciano). A tripsina esta 
representada em cartoon, o peptídeo esta representado em stick. Os enxofres das 
cisteínas estão destacadas em amarelo o omit map 2Fo-Fc esta destacado em verde com 
um σ = 1,0. B) Modelo do ptryp6 (verde) com um omit map 2Fo-Fc com um σ = 1,0 
(verde). C) Omit map 2Fo-Fc com um contorno de σ = 0,5 do ptryp7 em verde. 

 

 

 

A 

B C 
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Tabela 34. Estatísticas do refinamento do ptryp6. Estatísticas para a camada de alta 
resolução são mostradas entre parênteses. 

Comprimento de onda (Å)  Ptryp6_3 
Limite de resolução  23,33 - 1,19 (1,23 - 1,19) 
Grupo espacial  P212121 
Célula unitária (a, b, c) (Å)  61,58 63,54 68,75 
Total de reflexões  398547 (15134) 
Reflexões unicas  151328 (7097) 
Multiplicidade  2,6 (1,6) 
Completeza (%)  97,15 (81,99) 
Média I/sigma (I)  16,82 (2,99) 
Wilson B-factor  9,94 
R-merge  0,0351 (0,488) 
R-meas  0,0424 (0,691) 
R-pim  0,0233 (0,488) 
CC1/2  0,998 (0,881) 
CC*  1 (0,968) 
Reflexões usadas no refinamento  84758 (7089) 
Reflexões usadas no R-free  2000 (167) 
R-work  0,144 (0,238) 
R-free  0,158 (0,240) 
CC(work)  0,977 (0,919) 
CC(free)  0,971 (0,906) 
Número de átomos sem higrogênio  2090 
macromoleculas  1702 
Ligantes  11 
Solvente  377 
Resíduos de proteína  229 
RMS(bonds)  0,009 
RMS(angles)  1,09 
Ramachandran favored (%)  98,22 
Ramachandran allowed (%)  1,78 
Ramachandran outliers (%)  0,00 
Rotamer outliers (%)  0,00 
Clashscore  0,29 
Média B-factor  15,44 
macromoleculas  12,47 
ligantes  17,39 
Solvente  28,80 
Número de gurpos de TLS  5 
PDB 6EAX 
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Pode se notar uma maior distância entre os Cα dos resíduos de Cys do 

peptídeo ptryp6 em relação aos demais peptídeos (ptryp9-L e D, ptryp8 e BTCI) 

(Figura 51).  A distância entre os Cα dos resíduos de Cys dos peptídeos sugere 

que quanto maior a distância maior a linearidade do peptídeo e 

consequentemente menor estabilidade. Pode se notar uma semelhança entre os 

peptídeos cíclicos e os que não mostraram a ligação de dissulfeto. A distância 

entre os Cα dos resíduos de Cys demonstra o quão importante é essa ligação 

para conferir estabilidade e a conservação de atividade inibitória.  

 

 

Figura 51. Distância entre os Cα das cisteínas dos peptídeos derivados do BTCI e do 
BTCI estão representadas apenas as cadeias principais. A) Distância entre os Cα das 
cisteínas do ptryp9-L. B) Distância entre os Cα das cisteínas do ptryp9-D. C) Distância 
entre os Cα das cisteínas do BTCI. D) Distância entre os Cα das cisteínas do ptryp8. E) 
Distância entre os Cα das cisteínas do ptryp6. 
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E 

4,7 Å 

11,4 Å 

5,3 Å 
4,3 Å 

4 Å 



128 
 

 Esse resultado nos informa que quanto maior a diminuição da sequência 

consenso maior a distancia entre os Cα dos resíduos de Cys que configuram 

estabilidade para a estrutura. Como nas demais estruturas a linerizaçao do ptryp6 

foi observada pela densidade eletrônica (Figura 51). Essa linearidade apoia os 

dados mostrados nesse estudo, onde se fortalece a hipótese de que a inibição 

das proteases é dependente de estruturas minimamente estabilizadas por uma 

ponte de dissulfeto. 

Mesmo o ptryp6 não apresentando atividade ele reconhece o sítio S1 da 

tripsina e mantendo a sua conformaçao similiar aos demais peptídeos derivados 

do BTCI (Figura 52). Essa similaridade da posição P1 demonstra o grau de 

seletividade do sitio da tripsina reconhecendo o residuo de Lys3 (Figura 52). As 

demais características dos BBIs não foram observadas no ptryp6  devido a sua 

sequência apresentar apenas 6 resíduos. 
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Figura 52. Sobreposição dos peptídeos derivados do BTCI. A) Modelo do ptryp6. A 
distância entre os Cα estão destacadas em amarelo. B) sobreposição do ptryp6 
(vermelho) com o BTCI (branco). C) sobreposição do ptryp6 (vermelho) com os peptídeos 
ptryp-L (verde) e ptryp9-D (azul). D) sobreposição do ptryp6 (vermelho) com o ptryp8 
(laranja). E) sobreposição do petryp6 com os peptídeos ptryp7ortho (ciano) e ptryp7tetra 
(roxo). F) sobreposição de todos os peptídeos derivados do BTCI.  
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5.5.3 Análise da interface do complexo ptryp6 e a tripsina 

A anáise da interface mostrou que o ptryp6 perdeu vários contatos 

importantes com a tripsina (Tabela 35). A perda dos contatos do ptryp6 com a 

interface da tripsina, somado ao fato de que a estrutura não apresenta a ponte de 

dissulfeto, linearidade da estrutura, são fatores que fornecem justificam a perda 

total de atividade inibitória apresentada pelo ptryp6 (Figura 20).  

 Pode se notar que o de nitrogênioζ da Lys3 perdeu o contato de 

especificidade no bolsão S1 com o átomo de oxigênioδ1 da Asp189. A perda de 

uma interação altamente específica mostra que a redução da estrutura 

inicialmente com 9 resíduos para 6 é totalmente desprovida de atividade inibitória.  

 
Tabela 35. Contatos polares de até 3.2 Ǻ do ptryp6, ptryp9-L e BTCI. As lacunas 
representam os contatos que não estão presente em alguma estrutura. *As distâncias 
estão demonstradas em Ǻ. Bresíduos em dupla conformação na estrutura do BTCI 

Ptryp6 Dis* Tripsina Ptryp9 - L Dis* Tripsina BTCI Dis* Trispina 

      Cys22 - O 2,8 Ser217 - OG 
Cys1 - O 3,0 Gly216 - N Cys1 - O 3,1 Gly216 - N Cys24 - O 3,1 Gly216 - N 

   Cys1 - N 2,7 Gly216 - O Cys24 - N 2,9 Gly216 - O 
Thr2 - O 2,9 Gln192 - NE2 Thr2 - O 2,8 Gln192 - NE2    

   Lys3 - N 3,0 Ser214 - O Lys26 - N 3,1 Ser214 - O 
Lys3 - N 2,8 Ser195 - OG Lys3 - N 2,8 Ser195 - OG Lys26 - N 2,8 Ser195 - OG 

Lys3 - NZ 2,9 Ser190 - OG Lys3 - NZ 2,9 Ser190 - OG Lys26 - NZ 3,0 Ser190 - OG 
Lys3 - NZ 2,9 Ser190 - O Lys3 - NZ 2,9 Ser190 - O Lys26 - NZ 2,9 Ser190 - O 

   Lys3 - NZ 3,0 Asp189 - OD1 Lys26 - NZ 3,1 Asp189 - OD1 
Lys3 - O 2,9 Ser195 - N Lys3 - O 2,7 Ser195 - N Lys26 - O 2,8 Ser195 - N 

   Lys3 - O 3,2 Asp194 - N Lys26 - O 3,3 Asp194 - N 
Lys3 - O 2,7 Gly193 - N Lys3 - O 2,6 Gly193 - N Lys26 - O 2,7 Gly193 - N 
Ser4 - N 3,0 Ser195 - OG Ser4 - N 2,9 Ser195 - OG Ser27 - N 3,0 Ser195 - OG 
Ile5 - N 3,1 Phe41 - O Ile5 - N 3,0 Phe41 - O Ile28 - N 3,0 Phe41 - O 

   Gln8 - NE2 2,7 His57 - O    
      Ile28 - O 2,8 Lys60 - NB 
      Arg33 - NH2 3,1 Ser96 - O 
      Arg33 - NH1 3,1 Ser96 - O 
      Arg33 - NH2 3,2 Asn97 - O 

 

 

 



131 
 

 

Figura 53. Stereo View (Cross eye) dos contatos polares do ptryp6. A tripsina está 
representada em cartoon. As cadeias laterias e o ptryp6 estão representados em sticks.  

5.5.4 Área acessível ao solvente 

A ASA do ptryp6 apresetou um valor de 925,3 Å2 devido aos 6 resíduos 

presentes na estrutura do peptídeo (Tabela 36). A AE individual mostrou uma 

correlação com a ASA total (Tabela37). A estrutura do ptryp6 mostrou estar mais 

de 60% enterrada devido à presença da Lys3 que reconhece o bolsão de 

especifidade da tripsina (Figura 54). 
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Tabela 36. ASA dos peptídeos ptryp9-L, ptryp9-D, ptryp8, ptryp7tetra, ptryp7orto, peptídeo 
do BTCI e ptryp6. 

 Grupo 
espacial 

Área 
acessível 

total 

Área 
acessível 
enterrada 

Porcentagem 
enterrada 

N de 
resíduos 

ptryp9-L P212121 1024,4 572,2 55,9% 9 
ptryp -D P3221 1070,3 580,9 54,3% 9 
ptryp8 P212121 947,8 550,8 58,1% 8 
ptryp7 P212121 810,3 559,7 69,1% 5 
ptryp7 P412121 564,8 382,3 67,7% 5 
ptryp6 P212121 925,3 562,9 60,8% 6 

Pep-BTCI P212121 1031,9 521,2 50,5% 9 
 

Tabela 37. ASA e AE dos resíduos do ptryp6. 
Ptryp6 

Resíduo ASA AE AE% 

CYS1 175,51 78,26 44,59 

THR2 123,14 80,53 65,40 

LYS3 202,90 202,33 99,72 

SER4 76,20 63,74 83,65 

ILE5 172,39 134,75 78,17 

CYS6 172,65 0,00 0,00 
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Figura 54. ASA do ptryp6 em complexo com a tripsina. A ASA da trpsina (azul) está 
complexada com ptryp6 com 6 resíduos representada em sticks envolvida por esferas 
transparentes. 

 5.5.5 Fatores de temperatura do peptídeo ptryp6 

 Os fatores de temperatura do ptryp6 demonstrou uma correlação com os 

resultados da ASA. A mobilidade dos átomos é dependente da estabilidade 

estrutural desses resíduos, devido à sequência reduzida do ptryp6 na qual a Lys3 

reconhece o bolsão e consequentemente um baixo valor do fator de temperatura 

é notado e acompanhado pelos resíduos adjacentes a Lys3. Como nos demais 

peptídeos mostrados, o ptryp6 apresentou os menores valores para o fator de 

temperatura para os resídos Thr2, Lys3 e Ser4 devido ao fato que esses resíduos 

fazem os contatos com a interface com a tripsina e tem a menor vibração dos 

átomos.  

 De acordo com Pavel, estruturas com a resolução como a do ptryp6 

apresentam valores para a média do fator de temperatura sendo 16,44 Å2. Os 
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valores do ptryp6 estão dentro dos valores sugerios por Pavel para os fatores de 

temperatura (Pavel Afonine,2003). 

Tabela 38. Fatores de temperatura e ocupância dos átomos do peptídeo ptryp6. 

Resíduo Cys1 Thr2 Lys3 Ser4 Ile5 Cys6  

Átomo / 
fatores de 

temperatura 
individuais 

O - 15,75 
N - 22,67 

CA - 22,43 
C - 17,02 

CB - 27,48 
SG - 32,31 

O - 13,23 
N - 14,57 

CA - 13,39 
C - 12,29 

CB - 14,75 
OG1 - 16,61 
CG2 - 15,81 

O - 11,54 
N - 12,12 

CA - 11,69 
C - 11,87 

CB - 11,82 
CG - 11,00 
CD - 11,13 
CE - 11,04 
NZ - 11,33 

O - 16,28 
N - 12,88 

CA - 14,03 
C - 15,68 

CB - 15,68 
OG - 18,12 

O - 20,45 
N - 17,28 
C - 18,57 

CA - 20,32 
CB - 18,79 

CG1 - 19,67 
CG2 - 19,37 
CD1 - 20,51 

O - 24,72 
N - 22,12 

CA - 24,48 
C - 24,90 

CB - 26,48 
CG - 27,98 
CD - 25,74 

 

𝑿𝑿 Fator de 
temperatura 22, 94 14,38 11,50 15,45 19,37 25,20 𝑿𝑿 = 18,14 

Ocupância 1, 00 1, 00 1, 00 1,00 1,00 1,00  
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6. Conclusão 

Inibidores de serino protease derivados de fontes naturais têm considerável 

importância terapêutica e biotecnológica. Estes inibidores são amplamente 

estudados para obter uma visão das possibilidades de engenharia de proteínas, 

levando-se em consideração suas estabilidades térmicas e a especificidade da 

inibição na catálise enzimática. 

As estruturas tridimensionais dos inibidores de serino protease derivados 

de um inibidor natural foram resolvidas por cristalografia e depositadas no PDB.  

As estruturas mostram que alterações sutis, como redução na sequência desses 

inibidores são capazes de alterar a sua função biológica específica e que a 

estrutura básica desses inibidores derivados de BBI é altamente conservada e 

estável por restrições difíceis de serem superadas. 

A resolução das estruturas e a construção dos modelos cristalográficos de 

alta resolução dos peptídeos derivados de BTCI mostraram em que todas as 

estrurutras a lisina estavam presente e interagindo por meio de ligações de 

hidrogênio no sítio S1 da tripsina. 

Em geral, as proteínas BBI, incluindo BTCI, apresentam um loop inibitório 

com 9 resíduos. Uma análise bioquímica e estrutural mostrou que a perda de 

contatos potenciais com a enzima alvo resulta em uma atividade reduzida ou 

nenhuma atividade. As estruturas dos peptídeos derivados do BTCI mostram que 

a redução do loop inibitório que interage com a tripsina de 9 resíduos para 8, 7 e 6 

resíduos acarretou na perda ou diminuição da atividade contra tripsina. 

O peptídeo ptryp9 cíclico originário do sítio reativo do BTCI manteve a 

estrutura e atividade semelhantes ao BTCI, o mesmo não ocorreu em relação aos 

demais peptídeos testados. Isso nos permite a construção única de um potente 

inibidor de proteases derivado de um inibidor de uma proteína natural, que são 

facilmente sintetizados com apenas 9 resíduos. A potência desse curto loop 

inibitório é surpreendente, ilustrando uma alternativa para o melhoramento natural 

de proteínas inteiras. Os estudos estruturais dos peptídeos cíclicos derivados do 
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BTCI mostra a relevância de explorar novas construções baseando-se nos 

conhecimentos acumulados sobre peptídeos naturais. 
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Anexo I 
 

Análise da pureza e sequência dos peptídeos por espectrometria de massa. 

 
Figura 1. Análise do peptídeo ptryp9. 

 
Figura 2. Análise do peptídeo Ptryp8. 
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Figura 3. Análise do peptídeo ptryp7. 

 
Figura 4. Análise do peptídeo Ptryp6. 
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A B S T R A C T

Natural inhibitors of proteases have been classified into different families, among them is the Bowman-Birk
Inhibitor (BBI) family. Members of BBI have two structurally reactive loops that simultaneously inhibit trypsin
and chymotrypsin. Here, we have investigated the binding of bovine trypsin by a cyclic nonapeptide, named
PTRY9 (CTKSIPPQC), derived of the black-eyed pea trypsin/chymotrypsin inhibitor (BTCI) from Vigna un-
guiculata seeds. This peptide was synthetically produced with the disulfide bond restraining its conformation to
mimic the reactive loop that inhibits trypsin. PTRY9 complexed to pancreatic bovine trypsin was crystallized in
orthorhombic and trigonal space groups, P212121 and P3221, with maximum resolutions of 1.15 and 1.61 Å,
respectively. The structures presented refinement parameters of Rwork= 14.52 % and Rfree = 15.59 %;
Rwork= 15.60 % and Rfree= 18.78 %, and different surface area between the peptide and the enzyme of 1024 Å2

and 1070 Å2, respectively. The binding site of the PTRY9 is similar to that found for BTCI as shown by a r.m.s.d.
of 0.358 Å between the superimposed structures and the electrostatic complementary pattern at the enzyme-
peptide interface. Additionally, enzyme inhibition assays show that the affinity of trypsin for PTRY9 is smaller
than that for BTCI. In vitro assays revealed that, like BTCI, this synthetic peptide is not cytotoxic for normal
mammary epithelial MCF-10A cells, but exerts cytotoxic effects on MDA.MB.231 invasive human breast cancer
cells.

1. Introduction

Proteases are involved in all aspects of life by participating in
multiple biological processes in all living organisms. As such, proteases
regulate DNA replication and transcription, cell proliferation and dif-
ferentiation, tissue morphogenesis and remodeling, heat shock and
unfolded protein responses, angiogenesis, neurogenesis, wound
healing, stem cell mobilization, hemostasis, blood coagulation, in-
flammation, immunity, autophagy, and apoptosis [1–2]. Therefore, al-
terations in proteolytic systems underlie numerous pathological con-
ditions including cancer, neurodegenerative disorders, inflammatory
and cardiovascular diseases. Through evolution, proteases have
adapted to the wide range of conditions thereby using different cata-
lytic mechanisms for substrate hydrolysis. Based on their activity,
proteases can be categorized as serine, cysteine, aspartic acid, metallo

and threonine proteases [3–6].
Natural inhibitors of serine proteases belonging to the Kunitz and

Bowman Birk families play an important role as regulators in several of
those biological pathways [7,8]. In plants, the biological processes in-
volving protease inhibition is not fully known. However, it is con-
sensual that inhibitors play a crucial role in storage and protecting the
seed or whole plant from pathogens [9,10].

Bowman-Birk Inhibitors (BBIs) are a well-known family of a typical
canonical serine protease, which is found in various plant sources. BBIs,
originally characterized from soybean, are small molecules (60–70
amino acid residues) with highly conserved disulfide bonds [11,12].
BBIs double inhibitory activity is towards chymotrypsin/trypsin or
trypsin/trypsin. With the trypsin binding domains, the P1 residue is
lysine or arginine and for chymotrypsin, the P1 residue is leucine or
tyrosine or phenylalanine [13,14].
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BBI have been described as carcinogenesis suppressor agents of
several types of cancer in animal and in vitro transformation systems
and had no detectable adverse or toxic effects [15–22]. In addition, BBI
also may play an effective role in the treatment of inflammatory dis-
eases by modifying various inflammatory pathways [23].

The Black-eyed pea Trypsin and Chymotrypsin Inhibitor (BTCI) is a
member of the BBI family isolated from Vigna unguiculata seeds (c.v.
Seridó). BTCI consist of 83 amino acid residues (9071 Da) presenting
seven disulfide bonds that are responsible for the structural stability of
the protein, as well as the canonical conformation of loops containing
their independent reactive sites against proteases [24–28].

BTCI is composed mainly of anti-parallel β-sheets containing re-
active sites for trypsin (Lys26) and chymotrypsin (Phe53) in two in-
dependent canonical loops connected by the β-hairpin motif [28].
Furthermore, BTCI forms stable complexes with trypsin (binary com-
plex) and trypsin and chymotrypsin simultaneously (ternary complex)
presenting binding constants ranging from 107 to 109M−1 [29]. The
binding of trypsin to BTCI is an endothermic, spontaneous, and en-
tropically driven process while the binding of chymotrypsin to BTCI is
an exothermic process [29–31]. In addition, high resolution crystal
structures of BTCI in complex with β-trypsin (PDB code 2G81) and si-
multaneously in complex with both trypsin and chymotrypsin (PDB
code 3RU4) revealed the atomic details of BTCI protease interactions
[28].

Besides biochemical and biophysical features, it has been demon-
strated that BTCI enhanced guanylin-induced natriuresis through an
overwhelming increase in urine flow, Na+ excretion and glomerular
filtration rate [32], and also has a protective effect on bradykinin to-
wards plasma serine proteases cleavage [33]. In agreement with other
BBIs [34–36], BTCI is particularly effective in suppressing carcinogen-
esis through induction of apoptosis. It has also been demonstrated that
BTCI inhibits cell proliferation, induces cell cycle arrest and mi-
tochondrial impairment following proteasome 20S inhibition [37–39].
Taken together, these pleiotropic effects of BTCI provided a new insight
into the clinical application as well as the potentiality for natural drug
development. Many proteases inhibitors are a major focus of attention
for the pharmaceutical industry as potential drug targets. The most
frequently employed strategy for the development of protease in-
hibitors involves the synthesis of substrate mimics that can competi-
tively bind to the active site of the enzyme, thus blocking or limiting
normal substrate turnover.

Here, the structure of the complex between trypsin and a peptide
formed by 9 amino acid residues derived from the BTCI's trypsin-re-
active loop is described. Two crystal forms were solved in space groups
P212121 and P3221 with 1.15 and 1.61 Å resolutions, respectively.
Moreover, a cell viability test of the peptide demonstrated a cytotoxic
effect on breast cancer cells in a dose-dependent manner, absent in
normal mammary epithelial cells.

2. Material and methods

2.1. Inhibitory activity assay

The peptide PTRY9 was firstly tested against trypsin by means of
chromogenic assay [40]. The peptidase inhibition was obtained by
measuring the hydrolysis of the synthetic chromogenic substrate Nα-
Benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride (BAPNA) (Sigma-Al-
drich, USA) in the presence trypsin (bovine pancreatic trypsin; EC
3.4.21.4). Protein concentrations were determined by spectro-
photometry as previously described (PMID: 17142290) [28]. Trypsin
stock solution was initially prepared in a 1.0 mM HCl solution (initial
concentration of 2.8 μM). Its respective substrate, BAPNA, was solubi-
lized in dimethylsulfoxide (DMSO) at 50mg/mL, being subsequently
dissolved in trypsin assay buffer (50mM Tris-HCl, 20mM CaCl2, pH
8.2). PTRY9 was dissolved in the trypsin assay buffer.

The experiment was performed on flat bottom 96-well polystyrene

plates in a total volume of 280 μL per well. Plate assembly (serial di-
lutions of the peptide and pipetting of buffer, enzyme and substrate)
was done by using the MicrolabSTARlet robotic platform (Hamilton
Company, USA). Forty microliters of 2.8 μM enzyme (Cf= 400 nM)
were incubated with 40 μL of peptide at different concentrations
(Cf= 0.0625–50.0 μM) at 25 °C for 20min. Each peptide concentration
was applied in triplicate. Then, 200 μL of substrate (Cf= 0.8mM) was
added to the previous solution, and the product release (p-nitroaniline)
was monitored at the FlexStation® 3 Benchtop Multi-Mode Microplate
Reader (Molecular Devices, USA) spectrophotometer at λ=410 nm for
10min at 25 °C, with records at every 30 s.

The residual enzyme activity at different peptide concentrations was
calculated using the absorbance (A410) given at 10min. Positive control
of the reaction (100 % enzyme activity, or 0 % inhibition) was per-
formed in the presence of enzyme and absence of inhibitor (40 μL en-
zyme, 40 μL buffer and 200 μL substrate). The negative control for
baseline subtraction was performed in the absence of enzyme (80 μL
buffer and 200 μL substrate). As control for trypsin inhibition, BPTI/
aprotinin (Sigma-Aldrich) was used, but only at a small concentration
(400 nM) in comparison to the peptide (data not shown). The experi-
ments were performed on three replicates and the values are presented
as the mean ± S.E.M. (n≥ 3).

2.2. Cell viability test of peptides on cell lines

Human breast cancer cells MDA.MB.231 (highly invasive human
breast cells) and MCF-10A (normal mammary epithelial cells) were
purchased from Rio de Janeiro Cell Bank (RJCB). All cell culture re-
agents were purchased from Sigma (St Louis, MO, USA). MCF-10A cells
were maintained in Mammary Epithelial Cell Growth Medium supple-
mented with 5 % horse serum, 20 ng/mL epidermal growth factor,
10 lg/mL insulin, 0.5 lg/mL hydrocortisone, 100 ng/mL cholera toxin
and antibiotics (100 U/mL penicillin and 100 μg/mL streptomycin).
MDa.MB.231 cells were maintained in Leibovitz's L-15 medium, sup-
plemented with 10 % (v/v) of fetal bovine serum and antibiotics
(100 U/mL penicillin and 100 μg/mL streptomycin). Cells were main-
tained at 37 °C under humidified air containing 5 % CO2 for MCF-10A
and without CO2 in the case of MDA.MB.231. Cells were seeded into a
96-well plate and incubated for 24 h (37 °C, 5 % CO2) followed by
starvation using serum-free medium. Sample solutions were loaded on
this plate which was further incubated for 24 h. The 3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) solution
(5mg/mL, 10μL/well) was utilized to form the formazan after a 4 h
incubation. Cell-produced-formazan was dissolved in DMSO (100 μL/
well) [41]. The absorbance was recorded by using a SpectraMax M3
microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), then cor-
related with cell viability. PYTR9 concentrations and controls had 5
replicates in single 96-well plate and two independent experiments
were performed.

2.3. Crystallization assays

The peptide PTRY9 (CysThrLysSerIleProProGlnCys) with the cy-
steine residues forming a disulfide bond was purchased from Aminotech
(São Paulo, Brazil). As shown in the results, crystal structure analysis
revealed that the PTRY9 sample contained two distinct peptides, which
differ only in the stereochemistry of the carbon alpha atom of Cys1. We
refer to these two peptides as PTRY9-L (with L-Cys1) and PTRY9-D
(with D-Cys1). The co-crystallization of the complex between peptide
PTRY9 and bovine trypsin (Sigma Aldrich) was carried out by the sit-
ting drop and hanging drop vapor diffusion methods using a crystal-
lization workstation (Mosquito Crystal Nanolitre Protein Crystallization
Robot, TTP Labtech, United Kingdom). Crystallization screening was
performed using commercial kits (Hampton Research, Jena Bioscience,
Molecular Dimensions) in a temperature-controlled room at 22 °C.
Trypsin and PTRY9 were resuspended in 50mM Tris-HCl buffer, 20mM
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CaCl2, pH 8.2. In order to optimize the occupation of the enzyme sites
by the inhibitor, stoichiometric ratio of PTRY9/trypsin was about 20
fold, using trypsin and peptide at concentrations of 2.6mM and
51.0 mM, respectively. All drops were made by mixing 150 nL complex
solution with an equal volume of reservoir solution on 96-well plates, in
which the 300 nL final volume was equilibrated against 100 μL of re-
servoir solution. Optimization of the crystallization conditions was
performed manually in 24-well plates with a drop of 3 μL of final vo-
lume equilibrated against 500 μL of reservoir solution.

2.4. Crystallographic structure solution

High-resolution diffraction data of the complex were collected at the
MX2 beamline of the Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS,
Campinas, Brazil) at 100 K and wavelength 1.20 Å on a Pilatus 2M
detector from Dectris. Immediately before diffraction data collection,
crystals were cryoprotected in mother liquor supplemented with gly-
cerol to a final concentration of 10 % (v/v). Data collection was per-
formed under N2 gas, adopting goniometer oscillation of 0.5 ° and an
exposure of 10 s for all experiments. The diffraction data were indexed,
integrated and scaled using the program XDS [42]. Molecular replace-
ment was performed with Phaser [43] using the coordinates of PDB
2G81 [28] as the template. The structure refinement and model
building were performed using PHENIX [44] and COOT [45] programs,
respectively. PHENIX was used for electron density map calculations.
Explicit riding hydrogen atoms and anisotropic B factors for polypep-
tide non-hydrogen atoms were used in the refinement procedures. The
values of Rwork and Rfree and the stereochemistry parameters of the
resulting models were evaluated using Molprobity program [46]. The
structures were deposited in the protein data bank (PDB) under codes
6EAT and 6E5M for orthorhombic and trigonal structures, respectively.

3. Results

3.1. Inhibitory activity and cell viability assays

The peptide was designed to represent only the reactive loop (9
amino acid residues) derived from BTCI, responsible for the inhibition
of trypsin. This inhibitory activity against trypsin and its cytotoxic ef-
fects on breast normal (MDA.MB.231) and highly invasive
(MDA.MB.231) cancer cells were evaluated before to crystallization
assays. The inhibitory assay showed that PTRY9 required a concentra-
tion of about 50 μM to give a total inhibition of trypsin (Fig. 1). The

cytotoxicity effect of the PTRY9 on viability of MDA.MB.231 and MCF-
10A cells was determined using the MTT assay [41]. Cells were in-
cubated with peptide at concentrations ranging from 0 to 1000 μM for
24 h. Results showed that PTRY9 does not exert cytotoxic effects in
normal mammary epithelial cells MCF-10A cells (Fig. 2), as also ob-
served for BTCI inhibitor [39]. In contrast, cytotoxic effect on
MDA.MB.231 highest invasive breast cancer cells was observed at
concentrations from 700 μM.

3.2. Crystallization assays

The three-dimensional structure of the PTRY9 in complex with
trypsin was solved into orthorhombic and trigonal space group by high-
resolution diffraction method. The orthorhombic and trigonal crystals
PTRY9-trypsin complex were obtained in different crystallization con-
ditions, respectively 0.1M HEPES sodium pH 7.5 and 1M monohydrate
lithium sulfate; and 0.1M Tris pH 8.5 and 2M ammonium sulfate
(Supplementary Fig. 1). The orthorhombic crystal diffracted to 1.15 Å
resolution, and the indexing of the reflections indicated the assignment

Fig. 1. Inhibitory activity of the PTRY9 towards trypsin. PTRY9 required a
concentration of about 50 μM (anti Log [1.7]) to propitiate the total inhibition
of trypsin.

Fig. 2. Cytotoxic effects induced by the PTRY9-L peptide. A) Normal
mammary epithelial cells (MCF-10A) and B) Highly invasive human breast cells
(MDA.MB.231) were incubated with PTRY9 peptide (0–1000 μM) for 24 h. Cell
viability was determined by the MTT assay [41]. Results are presented as
mean ± S.D. of two separate experiments conducted in triplicate, *P < 0.05
versus untreated cells.
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of the space group of P212121 with unit cell dimensions a=59.83 Å,
b= 61.56 Å, c= 67.03 Å and angles α= β= γ=90.00 °. The reflec-
tions obtained from the trigonal crystal were indexed up to 1.61 Å re-
solution, revealing a P3221 space group with unit cell dimensions
a= b=68.69 Å, c= 74.57 Å and angles α= β=90.00 ° and
γ=120.00 ° (Table 1).

3.3. Crystallographic structure solution

The structures were solved by molecular replacement using the
structure of trypsin in complex to BTCI as the search model (PDB
2G81). In both crystals, the asymmetric unit content was one trypsin
molecule and one peptide molecule. In the orthorhombic crystal
structure each trypsin interacts with six neighboring trypsin molecules,
while the trigonal structure presents a lower solvent content, with each
trypsin interacting with nine symmetry related trypsin molecules (data
not show). The peptide crystallized in the trigonal space group has a D-
cysteine in position 1 (PTRY9-D) while the peptide crystallized in the
orthorhombic space group (PTRY9-L) presents the usual L-cysteine as
its N-terminus (Fig. 3). The final structures were refined to
Rwork= 0.1452 and Rfree= 0.1559 for orthorhombic PTRY9-L and
Rwork= 0.1560 and Rfree= 0.1878 for trigonal PTRY9-D. The struc-
tures were deposited in the PBD under codes 6EAT and 6E5M for or-
thorhombic and trigonal structures, respectively.

In both crystal forms, continuous electron density was observed for
the 9 amino acid residues and revealed the expected cyclic structure

due to a disulfide bond between L/D-Cys1 and L-Cys9 (Fig. 3). No
secondary structure elements are present in the peptide structure,
which is constrained by its cyclic nature and a great number of polar
interactions with trypsin (Table 2). The Cα superposition of PTRY9-L
and PTRY9-D onto BTCI yields an RMSD of 0.295 and 0.566 Å, re-
spectively (Fig. 4). The peptide bond between Ile5 and Pro6 is observed
in a cis-conformation in both peptides as in the original BTCI structure.
These same residues are involved in non-polar contacts with symmetric
neighboring trypsin loops encompassing Ala132 to Gln135 (data not
shown). The crystal structures reveal that when bound to trypsin, the
PTRY9-L or -D adopts similar conformations to the full BTCI in complex
with trypsin (PDB 2G81). Although similar symmetry contacts occur,
the PTRY9-L in the orthorhombic crystal is more exposed to the solvent
than PTRY9-D. This feature allows an additional salt bridge between
the free terminal carboxylic acid of Cys9 of the PTRY9-D and the side
chain nitrogen of Lys188 from a neighboring trypsin chain (Table 2).

In both crystals P1-Lys3 is clearly positioned on the active site of
trypsin, where its nitrogen zeta atom forms a salt-bridge with the side
chain of S1-Asp189 and interacts with two buried water molecules
Figs. 3, 5 and 6).

4. Discussion

The trypsin inhibition assay showed that PTRY9 is a less potent
inhibitor than BTCI, since the total inhibition of trypsin by the peptide
and BTCI occurs at concentrations of 50 μM and 6 μM [30], respec-
tively. Despite that, PTRY9 binds to trypsin in a conformation very si-
milar to that of BTCI bound to trypsin. This result suggests that amino
acid residues away from the reactive loop, therefore absent in the
PTRY9, might be of some importance for the inhibitory activity, and is
supported by previous reports [47,48].

The cytotoxicity effects of the PTRY9 on the viability of
MDA.MB.231 and MCF-10A cells were similar to those reported for
BTCI [39]. PTRY9 is not cytotoxic for normal mammary epithelial MCF-
10A cells, but exerts cytotoxic effects on MDA.MB.231 invasive human
breast cancer cells. However, cytotoxic effects on MDA.MB.231 cells
were observed at concentrations from 700 μM and above, but without a
clear dose-dependent behavior (P*<0.05; Fig. 2), unlike what was
perceived for BTCI where cytotoxic effects were observed at 100 μM
[39]. Although there are fewer contacts between the PTRY9 and trypsin
when compared to the BTCI, these differences might not fully explain
the observed 600 μM difference in the cytotoxicity experiment. Another
possible source for the discrepancy maybe the other reactive loop
present in the BTCI, this other site might play a role in the cytotoxicity
events in the cell.

The PTRY9 co-crystal structures solved by molecular replacement in
the orthorhombic and trigonal space groups were similar to the BTCI-
trypsin structures, as indicated by the superimposition of the three
structures (Fig. 4). Structural analysis of the peptides interface com-
plexes by accessible solvent area also indicated this similarity. As
evaluated, 572 Å2 of the peptide surface is buried in the orthorhombic
space group representing a percentage of 56 % of the total accessible
solvent area (1024 Å2). For the PTRY9-D, in trigonal space group,
580 Å2 are buried, representing 54 % of the 1070 Å2 area accessible to
the solvent. In the case of the BTCI trypsin complex 521 Å2 of inhibitor
is buried in the trypsin pocket, corresponding to 51 % of the 1031 Å2

total area.
All side chains of the peptide in both crystal structures adopt the

same rotamers, except for Cys1. However, slightly different conforma-
tions in main chain torsion angles arise from the presence of the D-
cysteine. The observation of a D-cysteine at position 1 leads to slightly
different main chain torsion angles in each peptide, which is accom-
panied by a structural difference in the disulfide bond of the peptides.
As expected, the PTRY9-L with two L-cysteines in the P212121 space
group is closer to that observed for BTCI-trypsin complex (Fig. 4).

The polar interactions that occur between PTRY9 and trypsin are

Table 1
Crystallographic data collection and refinement statistics.

Parameter Value

Space group P2121 21 P 32 2 1
Wavelength (Å) 1.200 1.200
Resolution range 29.92–1.15

(1.19–1.15)
23.25–1.61
(1.67–1.61)

Unit cell (a, b, c) (Å) 59.83, 61.56, 67.03 68.69, 68.69, 74.57
Total reflections 1157232 (34125) 121757 (10811)
Unique reflections 83027 (6078) 26036 (2423)
Multiplicity 13.9 (5.6) 4.7 (4.4)
Completeness (%) 93.78 (69.34) 97.39 (92.65)
Mean I/sigma(I) 29.60 (1.12) 12.78 (1.39)
Wilson B-factor 11.68 20.88
R-merge 0.051 (1.296) 0.070 (0.727)
R-meas 0.052 (1.415) 0.079 (0.822)
R-pim 0.012 (0.550) 0.035 (0.376)
CC1/2 1 (0.582) 0.998 (0.674)
CC* 1 (0.858) 0.999 (0.897)
Reflections used in refinement 83128 (6073) 26035 (2422)
Reflections used for Rfree 2002 (136) 1984 (182)
R work 0.145 (0.398) 0.156 (0.303)
R free 0.156 (0.421) 0.188 (0.354)
CC (work) 0.973 (0.701) 0.464 (0.087)
CC (free) 0.977 (0.705) 0.467 (0.027)
Number of non-hydrogen

atoms
2203 1966

macromolecules 1773 1727
ligands 61 6
solvent 369 233
Protein residues 232 232
RMS (bonds) 0.024 0.009
RMS (angles) 1.45 1.24
Ramachandran favored (%) 97.80 99.12
Ramachandran allowed (%) 2.20 0.88
Ramachandran outliers (%) 0.00 0.00
Rotamer outliers (%) 0.00 0.00
Clashscore 4.16 0.29
Average B-factor 17.96 26.18
macromolecules 14.82 24.67
ligands 42.01 81.18
solvent 29.07 35.93
Number of TLS groups 5 11

Statistics for the highest resolution shell are shown in parentheses.
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similar in orthorhombic and trigonal crystal, and are listed in Table 2
alongside with those of BTCI in complex with trypsin. Details of this
interface in the orthorhombic structure are depicted in Fig. 5. The ex-
tended positively charged side chain of Lys3 has electrostatic com-
plementarity to the negatively charged side chain of S1 Asp189 in the
specificity pocket of the trypsin (Figs. 5 and 6). Interestingly, the PTRY9
structures present the two buried water molecules, as observed in the
BTCI-trypsin complex (Fig. 5) [28]. Besides the Lys26-Asp189 salt
bridge, several polar contacts observed in the PTRY9-trypsin co-crystal
are present in the BTCI-trypsin complex (Table 2). In addition, these
polar contacts are maintained independently of the crystalline group

and the D or L configuration in Cys1. The high number of contacts
between BTCI and trypsin (Table 2) is due the more extended interface
of the BTCI-trypsin complex than PTRY9-trypsin complex. It is note-
worthy that slight conformational differences in the PTRY9 (Fig. 4), did
not interfere expressively with its inhibitory and cytotoxic activities on
highly invasive human breast cells (MDA.MB.231), in comparison to
BTCI [39].

It is noteworthy that the main structural difference observed be-
tween both L and D peptides is the orientation of the disulfide bond
(Cys1-Cys9). Indeed, the conformation of peptides and the position of
the reactive site (Lys3) are very similar (Figs. 3 and 4). Additionally, as

Fig. 3. Crystallographic structures of the PTRY9
bound to trypsin. A) Crystallographic model of
the complex between trypsin and PTYP9-L pre-
senting the usual L-cysteine in position 1 as its N-
terminus (yellow – indicated by arrow) in the or-
thorhombic space group. B) Crystallographic
model of the complex between trypsin and PTYP9-
D presenting the D-cysteine in position 1 (yellow –
indicated by arrow) in the trigonal space group.
The electron density from a 2FO-FC omit map
(contoured at 1.5 σ) is depicted in gray around
both peptides that were omitted in the calculation.
The residue Asp189 from the S1 pocket is shown in
sticks. Produced with PyMOL [49]. (For inter-
pretation of the references to color in this figure
legend, the reader is referred to the Web version of
this article.)

Table 2
Polar contacts between PTRY9 and trypsin 3.2 Å apart.

L-Peptide Orthorombic Disa Trypsin D-Peptide Trigonal Disa Trypsin BTCI Disa Trypsin

Cys1 - N 2.7 Gly216 – O Dcy1 - N 2.8 Gly216 – O Cys22 – O 2.8 Ser217 – OG
Cys1 - O 3.1 Gly216 - O Dcy1 - O 3.2 Gly216 – N Cys24 – N 2.9 Gly216 – O
Thr2 - O 2.8 Gly216 - N Thr2 – O 2.9 Gln192 – NE2 Cys24 – O 3.1 Gly216 – N
Lys3 - N 2.8 Gln192 - NE2 Lys3 – N 2.9 Ser195 – OG Lys26 – N 2.8 Ser195 – OG
Lys3 - N 3.0 Ser195 - OG Lys3 – N 3.2 Ser214 – O Lys26 – N 3.1 Ser214 – O
Lys3 - NZ 2.9 Ser214 - O Lys3 – NZ 3.0 Ser190 – OG Lys26 – NZ 2.9 Ser190 - O
Lys3 - NZ 2.9 Ser190 - OG Lys3 – NZ 2.9 Ser190 – O Lys26 – NZ 3 Ser190 – OG
Lys3 - NZ 3.0 Ser190 - O Lys3 – NZ 3.1 Asp189 – OD1 Lys26 – NZ 3.2 Asp189 – OD2
Lys3 - O 2.6 Asp189 - OD1 Lys3 – O 2.7 Gly193 – N Lys26 – O 2.7 Gly193 – N
Lys3 - O 2.7 Gly193 - N Lys3 – O 2.9 Ser195 – N Lys26 – O 2.8 Ser195 – N
Lys3 - O 3.2 Ser195 - N Lys3 – O 3.2 Asp194 – N Lys26 – O 3.3 Asp194 – N
Ile5 - N 3.0 Asp194 - N Ile5 – N 3.1 Phe41 – O Ile28 – N 3 Phe41 – O
Gln8 - NE2 2.7 Phe41 - O Gln8 – NE2

Cys9-O
2.9
3.3

His57 – O
Lys188-N

Ile28 – O 2.8 Lys60 – NZ

Arg33 – NH1 3.1 Ser96 – O
Arg33 – NH2 3.1 Ser96 – O
Ser35 – OG 2.8 Gln175 – OE1

a Distances are shown in Å.

Fig. 4. Stereo view (cross-eyed) of the super-
position of PTRY9-L, PTRY9-D and the reactive
loop of BTCI obtained from its complex with
trypsin. Structural differences in PTRY9-D (green)
and PTRY9-L (cyan) conformations are observed
mainly in the disulfide bond region (indicated by a
black arrow). P1 (Lys3) is labeled. Ile5 and Pro6
are observed in a cis-conformation in both peptides
and in the BTCI structure (orange). Produced with
PyMOL [49]. (For interpretation of the references
to color in this figure legend, the reader is referred
to the Web version of this article.)
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seen in Table 2, the distances of the amino acid residues at the interface
of the complex between trypsin and the L-PTRY9 and D-PTRY9 peptides
are also very similar. Therefore, both L and D form of peptides could be
responsible for the obtained results from inhibitory trypsin activity and
cell viability assays.

In conclusion, the cyclic nonapeptide PTRY9 presented smaller af-
finity for trypsin than BTCI and exerted cytotoxic effects on

MDA.MB.231 invasive human breast cancer cells. The tridimensional
structure of this peptide in complex with trypsin was solved at high
resolutions of 1.15 and 1.61 Å and presented conformation and elec-
trostatic complementarity at the binding site against trypsin, similar to
that found for BTCI. Concerning the treatment of the invasive breast
cancer, additional anticarcinogenic assays need to be further developed
to investigate the biotechnological potential of PTRY9.

Fig. 5. The stereo view (cross-eyed) of PTRY9-
trypsin complex. A) Stereo view of PTRY9 (cyan)
bound to trypsin (gray). B) Stereo view depicting in
yellow dashes all the intermolecular polar contacts
in the PTRY9-L against trypsin interface (Table 2).
Lys3 and Cys9 in PTRY9-L are labeled, and for
clarity the side chains of residues not involved in
polar contacts were not represented. C) Stereo view
depicting in yellow dashes all the intermolecular
polar contacts in the PTRY9-D against trypsin in-
terface. Produced with PyMOL [49]. (For inter-
pretation of the references to color in this figure
legend, the reader is referred to the Web version of
this article.)
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