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Resumo 

 

ARCOS, S. S. S.  Estudo das atividades antitumorais de peptídeos presentes 

no veneno do escorpião amarelo Tityus serrulatus. 2022. 154 f. Dissertação 

(Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 

de São Paulo, São Paulo, 2022. 

 

            Peçonhas e venenos de animais como escorpiões, rãs, serpentes e aranhas são 

pesquisados por apresentarem potencial terapêutico e têm sido utilizados no desenvolvimento 

de novas drogas de atividade antimicrobiana e para o tratamento de diversos tipos de doenças, 

como os múltiplos tipos de câncer. A partir de toxinas da peçonha de escorpião já foi isolado e 

desenvolvido um agente com potencial de marcação de gliomas, além de existirem atualmente 

diversos trabalhos na literatura descrevendo o potencial anticancerígeno destas toxinas. Apesar 

de existirem inúmeras abordagens envolvendo a caracterização bioquímica e fisiológica da ação 

de peçonhas sobre linhagens celulares ou tecidos, ainda não foi descrito nenhum trabalho que 

aborda a análise das propriedades citotóxicas e do potencial anti-tumorigênico de peptídeos 

derivados da peçonha dos escorpiões Tityus serrulatus. Desta forma, cerca de 700 peptídeos da 

peçonha de T. serrulatus foram analisados in silico para identificar potencial atividade 

anticâncer e citolítica. Dez peptídeos selecionados foram sintetizados e serão testados em 

diferentes linhagens celulares tumorais e comparados com linhagens celulares normais. O 

resultado desta análise poderá revelar a ação a nível molecular da peçonha de T. serrulatus que 

pode ser específica em diferentes células tumorais ou específica nas células normais. A 

descoberta de peptídeos antitumorais pode ajudar no avanço da pesquisa relacionada à terapia 

anticâncer. 

 

Palavras-chave: Peptídeo, Tityus serrulatus, peçonha de escorpião, câncer, linhagens 

celulares. 

  



 
 

 

Abstract 

 

ARCOS, S. S. S.  Study of the antitumor activities of peptides present in the 

venom of the yellow scorpion Tityus serrulatus. 2022. 154 p. Masters 

dissertation (Biotechnology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 

São Paulo, São Paulo, 2022. 

 

 Venoms and poisons from animals such as scorpions, frogs, snakes and spiders have 

been studied for their therapeutic potential. Several molecules derived from these biological 

materials have been used for the development of new drugs with antimicrobial activities and 

for the treatment of several types of diseases such as some types of cancer. From the scorpion 

venom, a specific toxin has already been isolated and developed as a potential agent of targeting 

primary brain tumors. In addition, there are currently several studies described in the literature 

about the anticancer potential of isolated and/or modified components of these scorpion 

venoms. Although there are numerous approaches involving the biochemical and physiological 

characterization of the action of scorpion venom on cell lines or tissues, no work has yet been 

described addressing the analysis of cytotoxic properties and the anti-tumorigenic potential of 

peptides derived from the Tityus serrulatus scorpion. In this way, about 700 peptide sequences 

present in the T. serrulatus venom were analyzed in silico to identify potential anti-cancer and 

cytolytic activity. In silico selected peptides were synthesized, Peptides will be tested in 

different tumor cell lines and compared to normal cell lines. The results of these analyses may 

reveal the action at the molecular level of the T. serrulatus venom-derived peptides, which can 

be specific in different tumor cells or specific in normal cells. The discovery of anti-tumor 

peptides may help advance research related to anti-cancer therapy from natural sources. 

 

Keywords: Peptides, Tityus serrulatus, scorpion venom, cancer, cell lines. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

  O filo dos artrópodes é um dos mais antigos e com maior número de espécies dentre os 

filos existentes, ainda que haja uma diversidade enorme de espécies já extintas. Acredita-se que 

a origem do filo dos artrópodes ocorre há 600 milhões de anos, desde os tempos do Cambriano 

ou até mesmo do Pré-cambriano (Weygoldt, 1998). Dentro de Arthropoda, existem quatro 

grupos não extintos, atualmente conhecidos como Euarthropoda, que são os Myriapoda, 

Chelicerata, Insecta e Crustacea, sendo que possivelmente compartilham de características 

morfológicas provenientes de um único ancestral comum (Budd & Telford, 2009). Dentro do 

grupo dos Chelicerata encontra-se a ordem Scorpiones, representada pelos escorpiões. A 

morfologia dos escorpiões atuais é parecida com a dos fósseis encontrados no período Siluriano 

(Figura 1) (cerca de 450 milhões de anos atrás), o que mostra a capacidade adaptativa destes 

animais a diferentes condições ambientais desde o seu surgimento (Brazil & Porto, 2010). Os 

escorpiões estão amplamente distribuídos geograficamente, por todos os continentes, com 

exceção da Antártida (Bortoluzzi et al., 2007). No Brasil, estão presentes as famílias 

Liochelidae, Euscorpiidae, Chactidae, Bothriuridae e Buthidae (Bortoluzzi et al., 2007).  

 

Figura 1 – Exemplares de escorpiões fósseis e atuais 

 

A) Proscorpius oshorni, New York, EUA (Siluriano); B) Protoischnurus axelrodorum, Ceará, Brasil (Cretáceo); 

C) Tityus serrulatus, Bahia, Brasil (atual). Fonte: Brazil & Porto, 2010. 

 

Os escorpiões são um dos animais peçonhentos mais importantes para a saúde pública, 

pois podem causar acidentes através da inoculação da peçonha pela ferroada, como mecanismo 

de defesa. De acordo com o Ministério da Saúde, acidentes escorpiônicos possuem os maiores 

números de notificações no Brasil. Por exemplo, no estado de Pernambuco foram notificados 
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cerca de 57 mil acidentes por picadas de escorpiões entre 2012 e 2016, sendo que 74,7% das 

ocorrências foram causadas por escorpiões. Em São Paulo, entre 2007 e julho de 2017, foram 

notificados mais de 208 mil acidentes, sendo que 52,91% foram causados por escorpiões. As 

manifestações clínicas em humanos do envenenamento podem ser classificadas em três níveis, 

sendo: leve quando só há dor local; moderado quando o indivíduo também apresenta náuseas, 

vômitos, alterações de batimentos cardíacos, agitação e hipertensão; e grave quando os vômitos 

são frequentes e profusos, quando há tremores, espasmos musculares, sudorese intensa, palidez, 

hipotermia, podendo haver evolução de insuficiência cardíaca, edema agudo pulmonar e choque 

cardiocirculatório, o que pode levar à morte (Brazil & Porto, 2010). 

  Espécies de escorpiões como Tityus serrulatus¸T. bahiensis e T. stigmurus se adaptaram 

muito bem ao ambiente urbano, em partes por causa da estratégia reprodutiva de partenogênese 

onde os óvulos da fêmea se dividem sem fecundação com o espermatozóide, uma vez que não 

existem escorpiões amarelos machos; sendo elas as três espécies principais responsáveis por 

acidentes envolvendo escorpiões no Brasil (Brazil & Porto, 2010). Dentre estas, a espécie Tityus 

serrulatus, que faz parte da família Buthidae, é considerada a mais perigosa da América do Sul, 

sendo então de grande importância para a epidemiologia e saúde pública brasileira (Bortoluzzi 

et al., 2007; Cajado-Carvalho et al., 2016). Esta espécie foi descrita em 1922 por Adolpho Lutz 

e Oswaldo Mello de Campos, que destacaram a alta toxicidade de sua peçonha. Estes escorpiões 

caracterizam-se também por terem cerca de 7 cm, possuírem tronco escuro, metassoma 

amarelado e serrilhado na parte dorsal (Marcussi et al., 2011) (Figura 2), sendo que a origem 

do nome científico se deve a esta última característica. É no telson que se encontra o par de 

glândulas da peçonha. A função primária evolutiva da peçonha é a captura e digestão da presa. 

Todavia, secundariamente pode ser usado como mecanismo de defesa (Brazil & Porto, 2010). 
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Figura 2 – Tityus serrulatus com escala e suas partes 

 

 

 

Fonte: Cristine Rochol / PMPA/Divulgação e website: https://www.pragaseeventos.com.br/como-reconhecer-

escorpiao-veja-o-guia-do-instituto-butantan/ 

A nomenclatura que define proteínas e peptídeos da peçonha do T. serrulatus é confusa 

em diversos artigos da literatura. A mesma toxina pode aparecer em estudos diferentes com 

nomes diversos, gerando uma confusão que pode interferir em estudos futuros e referências 

bibliográficas. Desta maneira, neste estudo vamos adotar como padrão de nomenclatura aquele 

proposto por Cologna e colaboradores (Tityus serrulatus scorpion venom and toxins: an 

overview, 2009). 

A peçonha de T. serrulatus é neurotóxica e é composta por uma mistura rica em 

proteínas de baixo massa molecular, peptídeos, aminoácidos, sais, açúcares e inibidores de 

protease (Brazil & Porto, 2010; Marcussi et al., 2011; Cologna et al., 2009). A atuação se dá 

em canais de sódio e potássio, dependendo da neurotoxina. Toxinas com cadeias relativamente 

longas (60-70 a.a.), interligadas por quatro ligações de ponte dissulfeto, são mais ativas em 

canais de Na+, enquanto que toxinas de cadeias mais curtas (30-42 a.a.), interligadas por três 
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ligações de ponte dissulfeto, são mais ativas em canais de K+ (Cologna et al., 2009). Quando 

as neurotoxinas interagem com os canais, ocorre a despolarização de membranas de células 

excitáveis, liberando neurotransmissores como catecolaminas, acetilcolina e outros, 

estimulando o sistema nervoso autônomo (Cologna et al., 2009). Estudos recentes revelam que 

grande parte dos peptídeos de baixo peso molecular encontrados em peçonhas de escorpiões 

não possuem pontes dissulfeto (Guo et al., 2013). Peptídeos sem essas pontes podem atuar em 

alvos diferentes dos canais de íons (Cologna et al., 2009). 

Toxinas relacionadas à peçonha de escorpiões são conhecidas pelos efeitos negativos e 

deletérios em células, tecidos e organismos. Entretanto, antagonicamente, alguns componentes 

de peçonhas têm mostrado atividades antimicrobianas, anticâncer e imunossupressoras com 

potencial para desenvolvimento de drogas farmacêuticas (Ortiz et al., 2015). Estudos que 

permeiam as atividades anticâncer demonstraram que moléculas da peçonha de alguns 

escorpiões foram capazes de inibir o crescimento de glioma humano (Wang et al., 2005), de 

impedir proliferação, ser citotóxico e induzir apoptose em células leucêmicas (Gupta et al., 

2010, 2007), inibir o crescimento e induzir apoptose em células de câncer de próstata humanas 

(DU145) (Zhang et al., 2009) e de possuir toxicidade diferencial e seletiva contra células de 

câncer epiteliais (Díaz-García et al., 2013). Além disso, Soroceanu et al. (1998) afirma que o 

uso de clorotoxina, um peptídeo de 36 aminoácidos derivado do escorpião Leiurus 

quinquestriatus, é eficiente na marcação de tumores cerebrais primários (gliomas). Uma 

aplicação direta dessa toxina está sendo desenvolvida como um agente chamado Tumor Paint 

BLZ-100, para uso em neurocirurgias com intuito de promover ressecção quase completa de 

gliomas (Butte et al., 2014). Além disso, um estudo envolvendo a ação de dois componentes 

peptídicos da peçonha de um escorpião do gênero Tityus, neopladine 1 e neopladine 2, revelou 

que estas moléculas induzem apoptose em células de carcinoma de mama humanas (SKBR3), 

induzindo a expressão de FasL e BcL-2 (D’Suze et al., 2010).  

Apesar de existirem inúmeras abordagens envolvendo a caracterização bioquímica, 

fisiológica e imunológica da ação da peçonha ou derivados isolados de peçonhas sobre 

linhagens celulares ou tecidos (Díaz-García et al., 2013; D’Suze et al. 2010; Guo et al., 2013; 

Gupta et al., 2010, 2007; Ortiz et al., 2015; Soroceanu et al., 1998; Wang et al., 2005; Zhang 

et al., 2009), ainda não existem trabalhos que abordam a análise de peptídeos provenientes da 

toxina dos escorpiões T. serrulatus e a correlação com o câncer. 

Diante disto, este trabalho teve como objetivo caracterizar o efeito de peptídeos da peçonha 

de T. serrulatus sobre linhagens celulares normais e linhagens celulares de câncer, através das 

análises computacionais in silico para verificar a ação citolítica e anti-tumorigênica. Peptídeos 
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selecionados foram sintetizados para poderem ser testados funcionalmente em diferentes 

linhagens celulares oncogênicas e normais e análise por citometria de fluxo utilizando 

marcadores para apoptose, senescência e diferentes citocinas. Além das análises de peptídeos 

sintéticos, foram desenhados experimentos para fracionamento de peptídeos da peçonha para 

analisar frações que tenham maior potencial de aplicação com relação às linhagens de células 

de câncer devido ao potencial biotecnológico que os peptídeos da peçonha apresentam de 

acordo com a tese do Bruno Duzzi (dados não publicados, 2018) e dos resultados de atividade 

anticâncer encontrados por Guo et al. (2013) de dois peptídeos da peçonha do escorpião 

amarelo (TsAP-1 e TsAP-2). 
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2 OBJETIVOS DO PROJETO I 

 

2.1 Objetivos gerais do projeto 

 

Analisar e caracterizar os perfis proteômicos comparativos das frações da peçonha 

(menor e maior que 10 kDa) e da peçonha total de T. serrulatus sobre diferentes linhagens 

celulares de câncer (Y1, HeLa, MCF7, MDA-MB231, SK-MEL-28 e A204) comparando com 

as linhagens celulares normais (Y1-RasKO, HEK293, HUVEC e HaCaT). 

 

2.2 Objetivos específicos desta primeira etapa do projeto 

 
o Extração da peçonha de T. serrulatus. 

o Quantificar as proteínas totais da peçonha extraída de T. serrulatus. 

o Cultivar células das linhagens Y1, HeLa, MCF7, MDA-MB231, SK-MEL-28, A204, 

Y1-RasKO, HEK293, HUVEC e HaCaT.  

o Fazer o ensaio de citotoxicidade da peçonha de T. serrulatus das células Y1, HeLa, 

MCF7, MDA-MB231, SK-MEL-28, A204, Y1-RasKO, HEK293, HUVEC e HaCaT 

usando diferentes concentrações da peçonha para determinação da CC50. 

o Comparar a ação citotóxica da peçonha extraída bruta com a ação da peçonha liofilizada. 

o Verificar a atividade enzimática das peçonhas disponíveis de T. serrulatus. 

o Quantificar as proteínas das frações maiores que 10 kDa e os peptídeos das frações 

menores que 10 kDa da peçonha de T. serrulatus. 

o Fazer ensaio de citotoxicidade das frações da peçonha de T. serrulatus nas linhagens 

celulares de uso do projeto. 

o Analisar as frações de interesse obtidas por espectrometria de massas de baixa 

resolução. 
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3 OBJETIVOS DO PROJETO II 

 

3.1 Objetivos Gerais 

 

Identificar e caracterizar peptídeos da peçonha de T. serrulatus com potenciais 

propriedades citolíticas e anti-tumorigênicas. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 
o Fracionar a peçonha total de T. serrulatus para obtenção de frações peptídicas (menor 

que 14 kDa). 

o Análise in silico de cerca de 700 sequências peptídicas da peçonha de T. serrulatus para 

seleção de até 10 sequências. 

o Síntese dos peptídeos selecionados. 

o Análise de proliferação celular de diferentes linhagens celulares tumorais e normais 

frente aos peptídeos sintéticos e frações da peçonha. 

o Fazer o ensaio de citotoxicidade da fração peptídica da peçonha de T. serrulatus e dos 

peptídeos sintéticos utilizando as células Y1, HeLa, MCF7, MDA-MB231, SK-MEL-

28, A204, Y1-RasKO, HEK293, HUVEC e HaCaT. 

o Análise por citometria de fluxo para verificar ação citolítica e tóxico seletiva (anti-

tumorigênica), utilizando marcadores de apoptose, senescência e citocinas. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS – PROJETO I 

 

4.1 Extração da peçonha de T. serrulatus 

 

  Foi extraída peçonha de um total de 27 escorpiões da espécie Tityus serrulatus mantidos 

no biotério do Laboratório de Toxinologia Aplicada do Instituto Butantan em condições 

adequadas com controle de temperatura e a alimentação constituída por insetos periodicamente. 

Esses escorpiões foram coletados no estado de São Paulo sob as licenças, SISBIO 11024-3 e 

CGen No 001/2008 e 010345/2014-0. A extração foi realizada utilizando um estimulador 

elétrico modelo Neurodyn Portable (Ibramed, Amparo, SP, Brasil), com voltagem de 35 V, 

frequência de 10 Hz e duração de 0,5 ms. Os cabos foram colocados um de cada lado do último 

segmento da cauda antes do telson para que pudesse estimular a saída da peçonha (Figura 3). 

As pontas dos cabos foram molhadas em água para melhorar a condução da eletricidade.  

 

Figura 3 – Estímulo elétrico no telson de T. serrulatus 

 

 

Estímulo elétrico no último segmento da cauda antes do telson do escorpião amarelo T. serrulatus durante a 

extração da peçonha. Fonte: Elaborada pela autora. 

 

  A coleta foi feita em microtubos eppendorf (Figura 4), tomando o cuidado em manter o 

produto extraído em gelo, a fim de evitar o deterioramento dos componentes da peçonha. Um 
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total de quatro microtubos eppendorfs foram utilizados para armazenamento da peçonha 

extraída. Inicialmente, os tubos foram armazenados a -80°C e posteriormente foram colocados 

no freezer a -20°C. A quantidade extraída por tubo foi de aproximadamente 20 µL. 

 

 

Figura 4 – Extração da peçonha em microtubo eppendorf 

 

 

Microtubo eppendorf utilizado para extrair a peçonha do escorpião amarelo T. serrulatus. A abertura do tubo foi 

coberta com fita plástica flexível para que pudesse segurar as pequenas gotas extraídas da peçonha. Fonte: 

Elaborada pela autora. 

 

4.2 Quantificação de proteínas e peptídeos 

 

As proteínas foram quantificadas pelo método BCA (Bicinchoninic acid assay, Thermo 

Pierce, Estados Unidos) em placas de 96 poços. Neste ensaio, íons de cobre formam complexos 

com ligações peptídicas produzindo um produto de cor púrpura que é lido em espectrofotômetro 

a 562 nm. Diluições seriadas do sobrenadante foram plaqueadas em placa de 96 poços de fundo 

chato, onde foi adicionada uma mistura 50:1 de soluções A (bicinconinato de sódio 10 g/L, 

carbonato de sódio 20 g/L, tartrato de sódio 1.6 g/L, NaOH 4 g/L e bicarbonato de sódio 9.5 

g/L): solução B (sulfato de cobre pentahidratado 40 g/L). A placa foi incubada a 37ºC por 30 

minutos e a leitura realizada a 562 nm em espectrofotômetro (leitor de microplacas, modelo 
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425-301, Hidex). A curva padrão foi feita fazendo-se uma diluição seriada com BSA (albumina 

bovina) inicialmente a 2 mg/mL. 

No caso da quantificação da peçonha extraída de T. serrulatus, foi necessário centrifugar 

as amostras a 14000 G a 4°C por 10 minutos antes de quantificar, a fim de utilizar apenas o 

sobrenadante para tal, já que no precipitado iria ter todo o acúmulo de hialuronidase, que é um 

grupo de enzimas que catalisam a degradação do ácido hialurônico, um polissacarídeo bastante 

encontrado na matriz extracelular de tecidos conjuntivos (Kreil, 1995). 

Para a quantificação da fração da peçonha de T. serrulatus menor que 10 kDa, foi 

utilizado o kit Pierce Quantitative Colorimetric Peptide Assay ((Thermo Fisher Scientific, 

Illinois, EUA). Neste ensaio, o cobre é reduzido primeiro pela reação do biureto. Depois, o 

agente quelante se liga ao cobre reduzido para formar um complexo vermelho com absorbância 

de 480 nm. O sinal produzido por esta reação é de 3 a 4 vezes mais sensível do que o ensaio de 

proteína Micro-BCA Protein Assay para análise de peptídeo. Diluições seriadas do 

sobrenadante foram plaqueadas em placa de 96 poços de fundo chato, onde foi adicionada uma 

mistura de 50 partes do reagente A, mais 48 partes do reagente B e 2 partes do reagente C. A 

placa foi incubada a 37ºC por 15 minutos e a leitura realizada a 480 nm em espectrofotômetro 

(Flex Station 3, Molecular Devices, Califórnia, EUA) utilizando o software SoftMax Pro (vs 

3.0.22). A curva padrão foi feita fazendo-se uma diluição seriada com um padrão de referência 

de peptídeos oriundos da digestão de BSA de alta qualidade, inicialmente a 1 µg/mL. 

 

4.3  Linhagens celulares 

 

Este projeto tem como foco a análise do efeito da peçonha de T. serrulatus sobre 

diferentes linhagens de câncer. Para esta etapa do projeto, de outubro de 2018 a março de 2019, 

cultivamos as seguintes linhagens celulares tumorais: Y1, HeLa, MCF7, MDA-MB231, e 

diferentes linhagens de células normais: Y1-RasKO e HEK293. Todas as células foram 

cultivadas a 37ºC em 5% CO2 em meio de cultura DMEM suplementadas com 10% de soro 

fetal bovino inativado e os antibióticos ampicilina a 25 mg/L e estreptomicina a 100 mg/L. As 

células foram repicadas quando a confluência atingiu 80%. 

Em nosso laboratório, o Dr. Matheus Dias conseguiu gerar células Y1 depletadas de Ras 

por CRISPR-9 (Dias et al., 2019) aqui denominadas de Y1-RasKO. A célula da linhagem Y1 

caracteriza-se por apresentar superexpressão de Ras. Acredita-se que Ras possa ser responsável 
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pela tumorigenicidade da célula. No presente momento, a análise funcional da célula Y1-

RasKO está sendo avaliada em camundongos. 

 

4.4  Curva de crescimento 

 

  A quantidade de células a serem plaqueadas em placa de 96 poços foi determinada com 

base em cinco quantidades iniciais de plaqueamento: 5x103, 1x104, 1,5x104, 2x104 e 2,5x104. 

A quantidade de células plaqueadas por poço variou de acordo com a linhagem celular e a 

passagem das células, pois a velocidade de replicação diferiu entre elas. Após 48h do 

plaqueamento, foi visto em microscópio qual a melhor quantidade de células iniciais que 

atingiram confluência entre 70% a 80% desejada. 

 

4.5  Peçonha de T. serrulatus 

 

Foi utilizada peçonha de T. serrulatus extraída por mim e por membros do laboratório 

do Dr. Pedro Ismael da Silva Junior do Laboratório de Toxinologia Aplicada (LETA) do 

Instituto Butantan como descrito no item 4.1. Como a quantidade de peçonha extraída não foi 

suficiente para a realização de todos os experimentos iniciais, também foi utilizada a peçonha 

liofilizada proveniente do Núcleo Estratégico de Venenos e Antivenenos do Instituto Butantan 

(20 mg - Ts/V170001 e Ts/V170002). 

 

4.6  Fracionamento da peçonha de T. serrulatus 

 

  A separação de 20 mg de peçonha total em frações peptídicas de T. serrulatus foi 

realizada utilizando a cromatografia de filtração em gel do laboratório do Dr. Pedro Ismael da 

Silva Junior do LETA. A coluna usada foi a Superdex peptides (GE) Life Science, HR 10/30. 

Antes do fracionamento cromatográfico, foi feita uma limpeza com água ultrapura (MilliQ) 

overnight a um fluxo de 0,05 mL/min. Depois, a água foi retirada com o uso de uma seringa 

para a saída da válvula das bombas. Então, o sistema foi preenchido com acetato de amônio 50 

mM pH 5,5, com fluxo de 0,5 mL/min durante 2 horas.  

A coleta da primeira cromatografia foi feita manualmente, por pico. No entanto, nessa 

mesma corrida ocorreram 3 interrupções por conta do limite da pressão da bomba, que passou 

de 1,5 MPa. Por conta disso, a corrida teve que ser normalizada somando-se 15 minutos ao 
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tempo mostrado no perfil cromatográfico (corrida VTS001 - volume de injeção de 300 µL). Foi 

feita também uma cromatografia de gel separação onde os picos foram coletados pelo tempo. 

Cada fração foi coletada a cada 1 minuto e 30 segundos, até completar 60 minutos de corrida 

(corrida VTS002 - volume e 100 µL de injeção). Foram utilizados os mesmos padrões e método 

da cromatografia anterior. O padrão utilizado para as cromatografias foi composto de lisozima 

(15 kDa), DODa (1,787 kDa) e Cheliferina (0,748 kDa). 

   

4.7  Ensaio de citotoxicidade 

 

O ensaio de citotoxicidade foi realizado fazendo-se o tratamento das células com 

diferentes concentrações da peçonha na faixa de 0,1 nM a 100 mM de proteína total. O teste de 

citotoxicidade foi realizado utilizando o método colorimétrico de análise de viabilidade celular 

com o reagente WST (Clontech, Takara Bio, Japão). Foram plaqueadas células em cada poço 

de uma placa de 96 poços de fundo chato. O número de células para plaqueamento variou de 

acordo com o crescimento das células das diferentes linhagens. Um dia depois de plaquear as 

células (70-80% de confluência), o meio de cultura foi trocado e foram adicionados 100 μL de 

meio sem soro para que as células passassem a ser sincronizadas e para que a replicação parasse. 

Após 24 h, 100 μL de meio sem soro com peçonha em diferentes concentrações foi adicionado 

em cada poço. Após 24 h, foram adicionados 10 μL do reagente WST em cada poço, no escuro. 

A placa foi mantida a 37°C durante 4 h. Neste ensaio, o sal tetrazolium WST-1 é clivado pela 

ação da enzima succinato-tetrazolium reductase mitocondrial, formando um produto 

(formazan) de cor vermelho escuro. Quanto maior o número de células viáveis, maior a 

quantidade da enzima reductase, resultando no aumento concomitante da conversão de WST-

1, formando o corante formazan. A quantidade de corante formazan é diretamente proporcional 

ao número de células metabolicamente ativas no meio de cultura. A quantificação das células 

viáveis foi realizada através da leitura em espectrofotômetro (leitor de microplacas, modelo 

425-301, Hidex, Turku, Finlândia e leitor de microplacas, modelo Flex Station 3, Molecular 

Devices, Califórnia, EUA) a 450 nm utilizando o software SoftMax Pro (versão 3.0.22). 

 

4.8 Tratamento das células com peçonha de T. serrulatus, lise celular e extração de 

proteínas 
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As células foram cultivadas em garrafas T25 e, após atingirem uma confluência de 70-

80% após plaqueamento, as células foram previamente carenciadas com meio DMEM sem soro 

fetal bovino por 24 h. No dia seguinte, foram adicionadas ao meio de cultura sem soro uma 

certa quantidade de peçonha para que a concentração final fosse de 10 μg/mL. Este valor foi 

determinado com base nos ensaios de citotoxicidade, porém não encontramos um valor de 

CC50. Então, essa concentração foi determinada por conta da baixa quantidade de peçonha 

disponível e para procurar mudanças proteômicas nas células não visíveis a olho nu. Este grupo 

de pesquisa achou razoável utilizar esta concentração para posteriores análises proteômicas. 

Os tratamentos com a peçonha foram de 6 h, 12 h, 24 h e 48 h. As células foram lavadas 

com PBS gelado e lisadas com 300 μL de ureia 8 M gelada após cada duração de tratamento. 

O lisado foi coletado em eppendorfs e vortexado por 15 segundos a cada 5 minutos por 30 

minutos. Depois, as amostras foram centrifugadas a 4 ºC a 14000 G por 10 min. Por fim, o 

sobrenadante foi mantido e o precipitado foi descartado. As amostras foram armazenadas no 

congelador. Para a quantificação protéica por BCA, 10 μL dos lisados foram separados. 

 

4.9 Teste de atividade enzimática das peçonhas de T. serrulatus utilizando substratos 

fluorescentes 

  

  O ensaio de atividade enzimática utilizou como medidor das absorbâncias um 

espectrofotômetro (Hidex, Turku, Finlândia), onde a leitura de excitação e emissão foi feita em 

320 e 420 nm, respectivamente. O substrato utilizado foi Abz-FLRRV-EDDnp (5µM) em 

tampão Tris 20 mM, NaCl 20 mM, pH 8,2, específico para metaloproteinases presentes na 

peçonha do escorpião. Foram realizadas 15 leituras com intervalo de 30 segundos. A quantidade 

de peçonha de T. serrulatus utilizada para o ensaio foi de 10 µg da peçonha liofilizada e 81,25 

µg da peçonha extraída (1 µL do estoque original colocado na reação de cada microtubo 

eppendorf). Neste ensaio, o substrato emite fluorescência quando é quebrado pela ação de 

alguma enzima ou protease. Desta maneira, quanto maior a fluorescência emitida, maior será a 

atividade enzimática presente nas amostras testadas. O ensaio foi analisado em software GraFit 

Data Analysis (versão 5.0, Erithacus, West Sussex, Inglaterra) onde as atividades específicas 

das amostras foram determinadas (UF/µg de peçonha/min, sendo UF = unidades de 

fluorescência). 
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4.10 Ensaio de atividade antimicrobiana das frações peptídicas da peçonha de T. 

serrulatus 

 

As atividades das frações peptídicas separadas pelo método de cromatografia de gel 

separação foram determinadas fazendo-se ensaios iniciais para determinar se havia atividade 

antimicrobiana nos picos coletados. Esses ensaios foram feitos inicialmente para determinar se 

havia atividade antimicrobiana em alguma das frações. Em caso positivo, a ideia seria testar se 

essas moléculas bioativas contra micróbios teriam também potencial ação anti-tumoral (Guo, 

X., et al., 2013).  

 As frações obtidas da cromatografia VTS001 foram inicialmente liofilizadas e ressuspendidas 

em água ultrapura (MilliQ) (mesmo volume de 300µL). Algumas frações tiveram que ser 

juntadas por conta de fazerem parte do mesmo pico majoritário. De 15 frações coletadas, 

sobraram 11.  

Cada fração foi testada utilizando-se o microorganismo Micrococcus luteus. Os 

microrganismos foram plaqueados em uma placa de fundo chato de 96 poços e as frações foram 

colocadas de acordo com o esquema da figura 5. 

 

Figura 5 - Esquema do ensaio antimicrobiano das frações peptídicas 

 

 

Esquema com legenda de cores do ensaio antimicrobiano feito em placa de 96 poços de fundo chato para testar a 

atividade das frações peptídicas da peçonha de T. serrulatus em bactérias M. luteus. Fonte: Elaborada pela autora 

 

Após plaqueamento de acordo com a figura 5, a placa foi mantida overnight na estufa 

em um agitador a 30ºC. A leitura foi feita no espectrofotômetro Victor3 (PerkinElmer Life and 
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Analytical Sciences, Connecticut, EUA) a 595 nm após 20 h de incubação. Posteriormente, foi 

feito mais um ensaio antimicrobiano, onde o plaqueamento ocorreu da mesma maneira que na 

figura 5. Foram feitas duas leituras no espectrofotômetro a 595 nm após 14 h e após 33 h. 

 

4.11 Preparação da amostra para análise proteômica: digestão e dessalinização por Stage 

Tip 

 

Para cada 100 μg de amostra lisada com ureia 8 M gelada, foram adicionados 7 μL de 

ditiotreitol (DTT) 10mM, com intuito de reduzir as pontes dissulfeto. Em seguida, as amostras 

foram incubadas a 37 ºC por 1 h. Após a incubação com DTT, 70 μL de iodoacetamida 55 mM 

foi adicionada para a alquilação das cisteínas por 1 h no escuro, à temperatura ambiente. Depois 

da incubação, foram adicionados 2,5 mL de tampão HEPES pH 7,4 a 0,1 M e, em seguida, 20 

μL de tripsina (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), quantidade suficiente para se obter uma razão 

enzima:proteína de 1:50. As amostras foram então incubadas a 37 ºC overnight. No dia seguinte, 

a reação foi interrompida adicionando-se 10% de ácido acético glacial do volume total da reação 

de digestão. 

Depois da digestão, as amostras foram submetidas ao processo de dessalinização em 

Stop-and-go extraction tip (StageTip) C18, montados em ponteiras Tip p-200 (Axygen, 

Corning, California, EUA) com uma membrana SDB-XC (styrene-divinylbenzene, Empore, 

3M, Pensilvânia, EUA) para remoção de sal, de acordo com o método descrito por Rappsilber 

(2007) (Figura 6) (Rappsilber et al., 2007). As ponteiras foram acopladas nas tampas de tubos 

eppendorf de 2 mL e submetidas à centrifugação em todos os passos do protocolo. 
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Figura 6 - Representação esquemática da produção de StageTip C18 

 

 

Stop-and-go extraction tip (StageTip) C18. A: Produto final do StageTip e disposição dos beads na malha Teflon. 

B: StageTip feito em diferentes tamanhos de ponteiras. C: Fabricação dos StageTips, passo a passo. Fonte: 

Rappsilber et al. (2007). 

 

As membranas foram inicialmente condicionadas com 20 µL de solução B (80% ACN 

e 0,5% TFA) e solução A (5% ACN e 0,5% TFA), respectivamente, na centrífuga a 1000 G por 

3 minutos. A amostra foi aplicada ao StageTip e centrifugada a 800 G por 5 minutos, lavada 

com 20 µL de solução A e centrifugada a 1000 G por 3 minutos. Os peptídeos ligados à coluna 

foram eluídos com solução B, centrifugando-os a 1000 G por 5 minutos. O eluato foi liofilizado 

e dissolvido em ácido fórmico 0,1% para posterior análise por cromatografia líquida acoplada 

ao espectrômetro de massas (LC-MS/MS). 

 

 

4.12 Marcação por dimetilação de peptídeos trípticos 

 

A marcação foi realizada incubando-se o extrato de peptídeos por 2 horas com 20 μL 

da mistura de marcador leve para a condição de controle (500 μL de TEAB 50 mM, 2,8 μL de 

CH2O 37% e 25 μL de NaBH3CN 0,6 M) e 20 μL de mistura de marcador pesado para as 

amostras tratadas com a peçonha (500 μL de TEAB 50 mM, 5 μL de 13CD2O 20%, 25 μL de 
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NaBD3CN 0,6 M) durante 2 horas à temperatura ambiente. A reação foi parada com 5 μL de 

amônia 1% e incubada por 30 min a 35 ºC. Os extratos tratados com peçonha e PBS (grupos 

controles) foram combinados na proporção de 1:1 para análise posterior por espectrometria de 

massas. Todos os reagentes químicos foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, 

Missouri, EUA). 

 

4.13 Fabricação das colunas analíticas e preparativas para o espectrômetro de massas 

 

As colunas analíticas foram preparadas cortando-se aproximadamente 25 cm de capilar 

de dimensões: 75 µm ID x 360 µm OD (NST Nano Separation Technologies, São Carlos, SP). 

A coluna analítica foi preparada queimando-se uma janela de aproximadamente 3 cm a partir 

de uma das extremidades. O capilar foi então fixado no laser puller (P-2000, Sutter Instrument 

Company, California, Estados Unidos), de modo que a distância do fechamento do lado 

esquerdo e o início da parte queimada da coluna fosse de 0,5 cm. O capilar alinhado e fixado 

foi bombardeado com laser utilizando os parâmetros: HEAT: 245, VEL: 15, DEL: 128, para a 

formação da ponta na coluna. O controle de qualidade da ponta da coluna foi feito observando-

se à lupa (Nikon, Japão), a fim de observar se a ponta não ficou muito fina, ou muito grossa, ou 

quebrada. 

O empacotamento da coluna foi realizado com polímeros (beads) C18 de 3 µm (Dr. 

Maish GmbH HPLC, Alemanha). Em um vial, foi adicionado 1 mL da solução com 80% 

acetonitrila e 20% isopropanol, onde foi adicionada uma ponta de espátula de beads de 3 µm e 

uma mini barra magnética. A coluna foi colocada no reator de nitrogênio a uma pressão de 100 

psi e empacotada até que os beads atingirem uma altura de cerca de 15 cm. Esse reator foi 

colocado em cima de um agitador magnético de modo que a solução com os beads estivesse 

constantemente sob agitação. 

A pré-coluna ou coluna trap foram fabricadas utilizando o capilar de dimensões ID 100 

µm OD 360 µm que foi cortado com aproximadamente 15 cm de extensão. O frit (polímero que 

serve como filtro) foi feito a partir de uma solução feita com a mistura de 88 µL de Kasil (PQ 

Corporation, Estados Unidos) e 17,6 µL de formamida (LS Chemicals, Ribeirão Preto, SP), 

vortexada por 30 segundos e centrifugada por 1 minuto a 13500 rpm. Uma das extremidades 

do capilar foi colocada na solução e retirada quando o Kasil atingiu aproximadamente 1 cm. O 

capilar foi então aquecido em um termo bloco a 100 ºC por 30 minutos até a solidificação do 

polímero. 
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A coluna analítica foi empacotada utilizando polímeros (beads) de 5 µm (Phenomenex-

Jupiter, Estados Unidos) em solução com 80% acetonitrila e 20% isopropanol. Os beads foram 

carregados com pressão de 200 a 500 psi, e a pressão liberada quando os beads atingiram 7 cm 

da coluna. 

 

4.14 Análise proteômica por espectrometria de massas 

  

  Foram analisadas as amostras decorrentes do ensaio de envenenamento com duração de 

6 h, 12 h, 24 h e 48 h das células Y1 e Y1-RasKO. As amostras foram submetidas à análise por 

LC-MS/MS, utilizando o espectrômetro de massas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher 

Scientific, Bremen, Alemanha) acoplado a um cromatógrafo líquido nLC Easy II (Thermo 

Fisher Scientific, Bremen, Alemanha). O espectrômetro foi equipado com uma fonte nanospray 

(Proxeon, Thermo Fisher Scientific), acoplado a uma coluna analítica C18 e à pré-coluna C18 

preparada in house, como descrito anteriormente. 

  A análise foi realizada injetando-se 5 μg a 10 μg de peptídeos tripsínicos em um 

gradiente de 5 % a 50 % de solvente B (acetonitrila 90%, 0,1% TFA) durante 120 minutos a 

um fluxo de 200 nL/min. A fonte de eletrospray foi operada a 2.2 kV e o espectrômetro de 

massas foi operado no método de aquisição dependente de dados (DDA), no qual o MS 1 (full 

MS scan) foi adquirido utilizando a faixa de m/z 300 – 2000 para varredura com resolução de 

30000 no modo FTMS. A fragmentação dos dez íons mais intensos de cada MS1 foi realizada 

por CID (collision induced dissociation) e os fragmentos analisados no ion trap. 

A configuração da janela de isolamento, tempo de ativação e energia normalizada de 

colisão foram, respectivamente, 3 m/z, 30 ms e 35%. A energia de colisão usada para a obtenção 

dos fragmentos (espectros de MS/MS) foi de 35 eV e o tempo de exclusão dinâmica foi ajustado 

com uma lista contendo 500 íons, no tempo de 90 s, para diminuir a aquisição repetida de um 

mesmo íon. 

 

4.15 Identificação de Proteínas e busca em banco de dados 

 

A identificação de proteínas dos dados de espectrometria de massa foi realizada usando 

Peaks Studio versão X (Bioinformatics Solutions Inc., Waterloo, ON, Canadá) usando 

ferramentas de sequenciamento de novo para identificação de peptídeos e Search DB para a 
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busca clássica de sequências contra o banco de dados Mus musculus, baixado do 

UniProtKB/Swiss-Prot em agosto de 2019. Também utilizamos os programas Mascot (Matrix 

Science, versão 2.4.0) e MaxQuant (versão 1.4.1.2) para identificação e quantificação de 

proteínas, respectivamente, com base no mesmo banco de dados M. musculus e H. sapiens 

baixados do Uniprot. Para evitar a presença de contaminantes, o banco de cRap da GPM (The 

Global Proteome Machine) foi usado como banco de dados de contaminantes nas análises por 

Peaks. O Maxquant já apresenta um banco de dados de contaminantes do próprio programa. Os 

parâmetros utilizados em todos os diferentes softwares para realizar buscas por modificações 

foram: carbamidometilação da cisteína como modificação fixa e a oxidação da metionina como 

modificação variável. A tolerância a erros de massa para MS e MS/MS foi ajustada para 10 

ppm e 0,02 Da, respectivamente. 

A tripsina foi selecionada como a enzima proteolítica usada na digestão de proteínas e 

foram permitidas até três falhas de clivagem. Terminada a busca no DB, o FDR (determinado 

pelo método Benjamini-Hochberg) foi ajustado para 0,1% e no Peaks, o ALC (confiança local 

média) foi ajustada para 80%. 

Uma das caracterizações funcionais feitas para analisar o perfil proteômico das amostras foi 

o enriquecimento de termos obtido a partir de análises feitas pelo WebGestalt utilizando a busca 

pelo Gene Ontology em processos biológicos e funções moleculares. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS – PROJETO II 

 

5.1 Seleção de peptídeos 

 

Um conjunto de 702 fragmentos peptídicos derivados de diferentes proteínas da 

peçonha de T. serrulatus foram pré-selecionados com potencial atividade anti-câncer. Esses 

fragmentos peptídicos foram determinados a partir do trabalho de tese de doutorado do Dr. 

Bruno Duzzi sob orientação da Dra Fernanda Calheta Portaro e que estão disponíveis na tese e 

podem ser baixadas através do link: https://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/87/87131/tde-

20052019-085022/en.php. As sequências primárias dos 702 peptídeos foram obtidas através do 

software Peaks Studio (versão X, Bioinformatics Solutions, Toronto, Canadá) e foram 

utilizadas para a análise in silico do presente trabalho.   

 

5.2 Análise in silico 

   

Um conjunto de softwares foi utilizado para testar a ferramenta ideal para as análises in silico 

dos peptídeos selecionados:  

 

- iACP (identifying AntiCancer Peptides) (Chen et al., 2016)  

   (http://lin-group.cn/server/iACP) 

- AntiCP (Institute of Microbial Technology, Chandigarh India)  

    (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/anticp/index.html) 

- AntiCP 2.0 (Agrawal et al. 2020)  

   (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/anticp2/index.html)  

- ACPred-FL (Wei et al., 2018)  

   (http://server.malab.cn/ACPred-FL/).   

 

Como controle positivo, seis peptídeos foram utilizados, com base em dados da 

literatura que apresentam atividade anti-câncer:  

 

 

 

https://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/87/87131/tde-20052019-085022/en.php
https://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/87/87131/tde-20052019-085022/en.php
http://lin-group.cn/server/iACP
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/anticp/index.html
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/anticp2/index.html
http://server.malab.cn/ACPred-FL/
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Peptídeo 1: LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES (LL37) 

Peptídeo 2: IDWKKLLDAAKQIL (Polybia-MP1) 

Peptídeo 3: GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ (Melittin) 

Peptídeo 4: INLKALAALAKKIL (Mastoparan) 

Peptídeo 5: DSLSEDNWKFVVSSSCETILEILDIGGCAKGVAEYT (Hemilipin) 

Peptídeo 6: MCMPCFTTDHQMARKCDDCCGGKGRGKCYGPQCLCR (Chlorotoxin) 

 

5.3 Síntese de peptídeos 

 

Os peptídeos foram sintetizados pela empresa AminoTech (Diadema, SP) com grau de 

pureza > 95% e sua qualidade foi checada por HPLC e espectrometria de massas. 

 

5.4 Linhagens celulares  

 

As linhagens celulares tumorais Y1, MCF7 e MDA-MB231, bem como a linhagem 

celular normal Y1-RasKO, foram cultivadas a 37ºC em 5% CO2 em meio de cultura RPMI ou 

DMEM suplementadas com 10% de soro fetal bovino inativado e os antibióticos ampicilina a 

25 mg/L e estreptomicina a 100 mg/L (algumas linhagens requerem mais cuidados e mais 

reagentes no cultivo, como a MCF10A). As células foram repicadas quando a confluência 

atingiu 80%. 

Em nosso laboratório, o Dr. Matheus H. Dias conseguiu gerar células Y1 deletadas de 

Ras por CRISPR-9 (Sanjana et al., 2014) (Dias MH et al, 2018) aqui denominadas de Y1-

RasKO. A célula da linhagem Y1 caracteriza-se por apresentar superexpressão de Ras. 

Acredita-se que Ras possa ser responsável pela tumorigenicidade da célula. A análise funcional 

da célula Y1-RasKO está sendo avaliada em camundongos no Laboratório de Ciclo Celular 

(LECC) pela Dra. Rosangela Wailemann, Dra. Luciana Gomes e pelo doutorando Thompson 

Torres sob supervisão do Prof. Dr. Hugo Aguirre Armelin.  
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5.5 Análise de proliferação celular  

 

A análise de proliferação celular das diferentes linhagens celulares tumorais e normais 

frente aos peptídeos selecionados foram cultivadas em placas de 48 ou 96 poços, onde os 

peptídeos selecionados em diferentes concentrações seriam analisados. Após 24h de incubação, 

as amostras de cada poço seriam submetidas à análise com o reagente WST para verificar a 

viabilidade celular de cada linhagem celular. Porém, devido às dificuldades causadas pela 

pandemia por COVID-19, as etapas experimentais do projeto, incluindo as análises de 

proliferação celular, citotoxicidade dos peptídeos selecionados, análise por citometria de fluxo 

com marcadores de morte celular e análise de atividades antimicrobianas e anticâncer não foram 

realizadas a tempo até a confecção e submissão desta dissertação. 

 

 

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO – PROJETO I 

 

6.1 Cultivo das células e curvas de crescimento 

  

  As linhagens celulares cultivadas consistiram em Y1, HeLa, MCF7, MDA-MB231, Y1-

RasKO e HEK293. Foram feitas curvas de crescimento em placas de 96 poços para as linhagens 

celulares HeLa e Y1. As células HeLa testadas eram de passagens diferentes, mas apresentaram 

confluência similar após 48h do plaqueamento. Com base nestes resultados, foi possível 

estabelecer que a quantidade de células adequada a serem plaqueadas em poços de 96 foram 

de: 1,5x104 células para HeLa e 2,5x104 células para Y1. 

  O plaqueamento das células MDA-MB231 foi realizado utilizando 10
4
 células/cm² para 

cada poço de uma placa de 96 poços. Desta forma, a quantidade plaqueada por poço foi de 

3,3x10
3
 células. 

 

6.2  Quantificação de proteínas 

  

  A quantificação pelo método de BCA inicial foi realizada para determinar a quantidade 

de proteínas na peçonha extraída. O experimento foi feito em triplicata, tanto do BSA quanto 
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da peçonha testada. As diluições foram feitas com valores previamente estipulados para a 

peçonha, pois era pressuposto que a concentração do estoque principal fosse alta. Desta 

maneira, a diluições testadas foram de 1:1000, 1:2000 e 1:10000 (Gráfico 1 e Tabela 1). Este 

teste foi feito utilizando apenas um dos tubos contendo a peçonha extraída, a fim de evitar 

desperdícios, já que o estoque de peçonha extraída não era abundante. Para o teste, foi escolhido 

aleatoriamente o tubo enumerado como 4. Os resultados mostraram que a diluição foi 

exagerada, pois os valores obtidos de concentração das amostras diluídas foram muito 

destoantes, tendo até um valor de concentração negativo, além de os valores médios de 

absorbância apresentados encontrarem-se na extremidade menor da curva-padrão, onde não há 

tanta precisão de quantificação quando comparado ao meio da curva. 

 

Tabela 1 – Valores de concentração da peçonha extraída (microtubo eppendorf 4) em mg/mL obtidos através do 

gráfico da curva-padrão do método de quantificação por BCA. Diluições feitas de 1:1000, 1:2000 e 1:10000. 

  

Gráfico 1 – Gráfico da curva-padrão gerada através de concentrações conhecidas de BSA utilizando o método de 

quantificação por BCA. Equação da reta para determinação da concentração desconhecida de outras amostras (y 

= 2,2461x – 0,2708). Fonte: Elaborada pela autora. 
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  O mesmo teste foi repetido, agora com uma diluição menor do estoque original do tubo 

4. As diluições escolhidas foram de 1:100, 1:200 e 1:1000 (Gráfico 2 e Tabela 2). Os valores 

de concentrações adquiridos tiveram menos flutuações e os valores de absorbância já não 

correspondiam a nenhuma extremidade da curva-padrão. Desta maneira, estas diluições foram 

utilizadas para quantificar o restante dos tubos com a peçonha extraída (1, 2 e 3) (Gráfico 3 e 

Tabela 3). 

 

 

Tabela 2 – Valores de concentração da peçonha extraída (microtubo eppendorf 4) em mg/mL obtidos através do 

gráfico da curva-padrão do método de quantificação por BCA. Diluições feitas de 1:100, 1:200 e 1:1000. 

 

Gráfico 2 – Gráfico da curva-padrão gerada através de concentrações conhecidas de BSA utilizando o método de 

quantificação por BCA. Equação da reta para determinação da concentração desconhecida de outras amostras (y 

= 2,2459x – 0,2309). Fonte: Elaborada pela autora. 
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Tabela 3 – Valores de concentração de cada tubo da peçonha extraída em mg/mL obtidos através do gráfico da 

curva-padrão do método de quantificação por BCA. Diluições feitas de 1:100, 1:200 e 1:1000. 

 

 

Gráfico 3 – Gráfico da curva-padrão gerada através de concentrações conhecidas de BSA utilizando o método de 

quantificação por BCA. Equação da reta para determinação da concentração desconhecida de outras amostras (y 

= 2,2194x – 0,2428). Fonte: elaborada pela autora. 

 

 

6.3  Ensaio de citotoxicidade: Peçonha total de T. serrulatus 

  

  Um ensaio inicial foi feito em células HeLa para determinar a CC50. As concentrações 

da peçonha extraída utilizadas foram de 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 1; 2,5; 5; 10; 20 e 50 µg/mL. O 

experimento foi feito em triplicata, com controle negativo composto de acetato de amônio pH 

5,5 (50mM) e outro controle somente com as células e o meio, com intuito de detectar 
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contaminações no meio, caso houvesse. Este controle foi necessário pois tivemos alguns casos 

de contaminação na cultura de células. O acetato de amônio foi a solução utilizada para diluir 

o estoque original da peçonha de acordo com protocolo já estabelecido no laboratório do Prof 

Pedro Ismael da Silva Júnior. 

  O resultado não mostrou grande diferença entre as células tratadas e os controles, uma 

vez que não observamos morte celular, mesmo as células sendo tratadas com alta concentração 

da peçonha (50 µg/mL) (Gráfico 4 e Tabela 4). Pode ser que isso tenha acontecido pela peçonha 

ser neurotóxica e não atuar diretamente nesse tipo de linhagem celular, além de não possuir 

atividade citotóxica a esta concentração como observado com a peçonha da Bothrops jararaca. 

 

Tabela 4 – Valores de absorbância de acordo com as concentrações de peçonha colocadas nos poços da placa 

multiwell-96 e controles 

 

Gráfico 4 – Gráfico de citotoxicidade da peçonha extraída de T. serrulatus em células de HeLa. Fonte: elaborada 

pela autora. 

 

  Após testar a atividade das peçonhas (extraída e liofilizada), deu-se continuidade aos 

ensaios de citotoxicidade (Gráfico 5). Entretanto, todos os experimentos para determinação da 

CC50 não resultaram em morte celular pronunciada em nenhuma das concentrações da peçonha 

utilizadas. 

  Em uma tentativa de visualizar a morte celular como fenótipo resultante do tratamento 

das células com a peçonha liofilizada de T. serrulatus, foi feito um teste onde utilizamos uma 

concentração alta da peçonha (50 µg/mL). As linhagens celulares utilizadas foram HEK293, 
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Y1, HeLa e MCF7. Não foi visto morte celular e nenhuma diferença pronunciada entre o antes 

e depois, sendo que os controles e os poços tratados estavam bastante similares. 

  As células foram plaqueadas para atingir confluência de cerca de 80% após 48 h. 

Depois, o meio com soro 10% (S.F.B.) foi trocado por meio sem soro, após uma etapa de 

lavagem por PBS em cada poço. Após 24 h, com as células sincronizadas, a peçonha foi 

adicionada ao poço tratado. 

  As células de HEK293 morreram após 24 horas de tratamento. No entanto, os controles 

também acabaram morrendo. Desta forma, considera-se que a morte provavelmente decorreu 

do uso de PBS na etapa de lavagem das células, que eram células mais frágeis à manipulação. 

 

6.4  Ensaio de atividade enzimática da peçonha de T. serrulatus 

   

O teste para determinar se a peçonha possuía atividade enzimática foi realizado para dar 

prosseguimento aos experimentos de citotoxicidade celular para determinação da CC50. Desta 

forma, foram testadas tanto a peçonha extraída dos escorpiões no LETA quanto a obtida através 

do Núcleo Estratégico de Venenos e Antivenenos do Instituto Butantan foram testadas. O 

resultado mostrado no Gráfico 5 mostra a atividade enzimática da peçonha. Portanto, a falta de 

mudanças tanto na morte quanto no fenótipo das células ao aplicar a peçonha não ocorreu por 

causa de inatividade ou má qualidade das peçonhas. Pode ser que isso tenha acontecido devido 

ao tipo de atividade desempenhada pela peçonha, que é neurotóxica, sendo ineficaz na 

citotoxicidade de células não-neuronais. 
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Gráfico 5 – Gráfico do ensaio de atividade enzimática das peçonhas extraída e liofilizada de T. serrulatus, onde 

quanto maior a unidade de fluorescência (UF) maior a atividade enzimática da amostra. 1 – Amostra do microtubo 

eppendorf 1 da peçonha extraída [81,25 mg/mL]. 2 – Amostra do microtubo eppendorf 2 da peçonha extraída [74,8 

mg/mL]. 3 – Amostra do microtubo eppendorf 3 da peçonha extraída [55,1 mg/mL]. 4 – Amostra do microtubo 

eppendorf 4 da peçonha extraída [83,95 mg/mL]. 5L – Amostra do microtubo eppendorf 1 da peçonha liofilizada 

[10 mg/mL]. O substrato e tampão (Abz-FLRRV-EDDnp e Tris 20 mM, NaCl 20 mM, respectivamente) foram 

utilizados como controle negativo (C-). Fonte: elaborada pela autora. 

 

 

6.5  Cromatografia de gel separação da peçonha total de T. serrulatus 

   

As frações peptídicas menores que 14 kDa da peçonha total de T. serrulatus foram feitas 

utilizando cromatografia em de gel separação com coluna Superdex peptide HR 10/30 no 

laboratório do Dr. Pedro Ismael da Silva Junior. Foram feitas duas cromatografias, sendo que a 

primeira foi coletada por pico (Figura 7), e a segunda por tempo (de 1 em 1 minuto) (Figura 8).  
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Figura 7 – Cromatografia VTS001 de gel-separação com coleta por pico 

 

 

Em azul = leitura a 280 nm. Em vermelho= leitura a 220 nm. Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

Figura 8 - Cromatografia VTS002 de gel-separação com coleta por pico 

 

Cromatografia VTS002 resultante da cromatografia feita por gel-separação, com coleta por tempo (de minuto em 

minuto). Leitura a 220 nm. Fonte: Elaborada pela autora. 
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 Como padrão para as cromatografias das figuras 8 e 9, foram utilizadas lisozima (15 kDa), 

DODa (1,787 kDa) e Cheliferina (0,748 kDa), onde os cromatogramas resultantes estão 

representados nas figuras 9, 10 e 11, respectivamente. 

 

Figura 9 - Cromatografia com padrão de Lisozima (15 kDa) 

 

 

Cromatografia por gel-separação. Fonte: elaborada pela autora. 

 

Figura 10 - Cromatografia com padrão de DODa (1,787 kDa) 

 

 

Cromatografia feita por gel-separação. Linha azul = leitura a 280 nm, Linha vermelha = leitura a 220 nm. Fonte: 

elaborada pela autora. 
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Figura 11 - Cromatografia com padrão de Cheliferina (0,748 kDa) 

 

 

Cromatografia feita por gel-separação. Linha azul = leitura a 280 nm, Linha vermelha = leitura a 220 nm. Fonte: 

elaborada pela autora. 

 

 

  Na cromatografia VTS001 (figura 7), foram coletados 15 picos, onde posteriormente 

foram juntados após interpretação do cromatógrafo de cada pico. Desta forma, as frações foram 

unidas ou não da seguinte maneira: “1 + 2”, “3 + 4”, “5”, “6”, “7”, “8 + 9”, “10”, “11”, “12”, 

“13” e “14+15”. As frações foram renomeadas respectivamente de números de 1 a 11 para 

testes posteriores de citotoxicidade. 

  A cromatografia VTS002 não foi juntada em picos da mesma maneira que a VTS001. 

Também não foram realizados testes com as frações resultantes desta cromatografia. As frações 

decorrentes da VTS001 foram priorizadas para utilização por conta de ter sido injetado uma 

quantidade inicial 3 vezes maior que a VTS002 no cromatógrafo para separação por tamanho 

de peptídeos. Desta maneira, as frações resultantes de VTS001 a princípio estavam mais 

concentradas. A concentração das frações foi definida somente após o teste de citotoxicidade 

feito em células MDA-MB231. 

 

6.6  Ensaio de atividade antimicrobiana 

 

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram feitos com objetivo de verificar se havia 

atividade contra o microorganismo M. luteus, uma bactéria gram-positiva, já que estudos 
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mostram que moléculas bioativas também têm potencial ação anti-tumoral (Guo, X., et al., 

2013). Os dois ensaios, feitos como descritos em materiais e métodos, mostraram que as 

bactérias cresceram muito pouco após cerca de 20 horas nos controles de água ultrapura 

(MilliQ) com meio PB + bactérias, exceto dois poços específicos (B2 e H5) (Figura 12). Já no 

ensaio que teve leitura em espectrofotômetro Hidex feita após 14 h e 33 h, pode-se notar que as 

bactérias começaram a crescer nos controles, mas que na maioria dos poços com as frações 

houve um aumento muito maior no crescimento bacteriano comparado com os controles 

(Figuras 13 e 14, respectivamente). 

 

 

Figura 12 - Ensaio antimicrobiano contra o microorganismo M. luteus. Ensaio 1. 

 

 

Primeiro ensaio antimicrobiano contra o microorganismo M. luteus utilizando as frações juntadas correspondentes 

à cromatografia VTS001. Espectro foi mensurado após 20h de incubação a 30ºC sob agitação. Fonte: elaborada 

pela autora. 
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Figura 13 - Ensaio antimicrobiano contra o microorganismo M. luteus. Ensaio 2.  

 

 

Segundo ensaio antimicrobiano contra o microorganismo M. luteus utilizando as frações juntadas correspondentes 

à cromatografia VTS001. Espectro foi mensurado após 14h de incubação a 30ºC sob agitação. Fonte: elaborada 

pela autora. 

 

 

Figura 14 - Ensaio antimicrobiano contra o microorganismo M. luteus. Ensaio 3. 

 

 

Terceiro ensaio antimicrobiano contra o microorganismo M. luteus utilizando as frações juntadas correspondentes 

à cromatografia VTS001. Espectro foi mensurado após 33h de incubação a 30ºC sob agitação. Fonte: elaborada 

pela autora. 

 

6.7  Peçonha fracionada de T. serrulatus 

 

As frações peptídicas da peçonha de T. serrulatus separadas por cromatografia de gel 

separação foram utilizadas em teste citotóxico nas células MDA-MB231. Inicialmente, o teste 
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foi feito para verificar se existia alguma atividade das frações peptídicas contra as células 

tumorais de mama. Porém, a determinação da citotoxicidade CC50 não foi realizada a tempo 

para a confecção desta tese. 

As frações de 1 a 11 foram testadas em dois tempos e duas quantidades diferentes. Os 

tempos testados foram de 24h e 48h após a adição de cada tratamento. Já a quantidade foi 

determinada com base nos testes antimicrobianos, já que ainda não sabíamos a concentração de 

cada fração. A concentração foi obtida posteriormente pela quantificação por BCA de peptídeos 

das frações 2 a 11 (a fração 1 contém todos os componentes maiores que 14 kDa da peçonha 

total). Portanto, as duas quantidades utilizadas para testar as frações foram de 20 µL mais 80 

µL de meio RPMI sem soro e de 50 µL mais 50 µL de meio RPMI sem soro. Os controles 

utilizados neste experimento foram de poços com 100 µL de meio RPMI sem soro e poços com 

20 µL de água ultrapura mais 80 µL de meio RPMI sem soro e 50 µL de água Ultrapura (MilliQ) 

mais 50 µL de meio RPMI sem soro. A água Ultrapura (MilliQ) foi utilizada como controle por 

ser o veículo das frações peptídicas testadas. Foram feitos testes de 24 e 48 h para as duas 

quantidades aplicadas nas células (20 µL e 50 µL de fração peptídica) (Gráficos 6, 7, 8 e 9). 

Para o experimento onde foram aplicados 20 µL de cada fração pode-se notar que 

algumas frações têm potencial atividade antitumoral (2, 6 e 10) quando comparadas com os 

controles após 48 h de tratamento (12 e 13) (Gráfico 7). Não houveram tantas mudanças após 

24 h de tratamento (Gráfico 6). No entanto, quando são aplicados 50 µL, podemos notar que o 

controle com 50 µL de água Ultrapura (MilliQ) (12) (Gráfico 8) possui menos atividade 

mitocondrial medida através do uso de WST. Entretanto, mesmo o controle estando com baixa 

quantidade de células que apresentam atividade mitocondrial, pode-se notar que após 48 h de 

tratamento algumas frações (3 e 11) diminuem ainda mais a quantidade de atividade 

mitocondrial quando comparado com os controles (12 e 13) (Gráfico 9). No tratamento após 24 

h é difícil dizer se as frações tiveram alguma atividade, já que o controle 12 apresentou baixa 

atividade mitocondrial, sem que nenhuma fração causasse atividade menor (Gráfico 9). 

Pode ser que a baixa atividade mitocondrial encontrada também nos controles seja 

reflexo do uso parcial de água Ultrapura (MilliQ) dos poços, pois isso pode ter causado estresse 

oxidativo nas células pela presença de Ultrapura (MilliQ). 
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Gráfico 6 – Teste de atividade citotóxica das frações peptídicas de 1 a 11 em células MDA-MB231 em multiwell 

de 96 poços de fundo chato após 24 h. Foram adicionados a cada poço 20 µL de cada fração mais 80 µL de meio 

RPMI sem soro. Os controles 12 e 13 são, respectivamente, 20 µL de água Ultrapura (MilliQ) mais 80 µL de meio 

RPMI sem soro e 100 µL de meio RPMI sem soro em células. Os valores de absorbância foram obtidos por leitura 

dos poços a 450 nm em espectrofotômetro após 4 h de tratamento com 10 µL de WST. Fonte: elaborada pela 

autora. 

 

 

 

 

Gráfico 7 – Teste de atividade citotóxica das frações peptídicas de 1 a 11 em células MDA-MB231 em multiwell 

de 96 poços de fundo chato após 48 h. Foram adicionados a cada poço 20 µL de cada fração mais 80 µL de meio 

RPMI sem soro. Os controles 12 e 13 são, respectivamente, 20 µL de água Ultrapura (MilliQ) mais 80 µL de meio 

RPMI sem soro e 100 µL de meio RPMI sem soro em células. Os valores de absorbância foram obtidos por leitura 

dos poços a 450 nm em espectrofotômetro após 4h de tratamento com 10 µL de WST. Fonte: elaborada pela autora. 
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Gráfico 8 – Teste de atividade citotóxica das frações peptídicas de 1 a 11 em células MDA-MB231 em multiwell 

de 96 poços de fundo chato após 24 h. Foram adicionados a cada poço 50 µL de cada fração mais 50 µL de meio 

RPMI sem soro. Os controles 12 e 13 são, respectivamente, 50 µL de água Ultrapura (MilliQ) mais 50 µL de meio 

RPMI sem soro e 100 µL de meio RPMI sem soro em células. Os valores de absorbância foram obtidos por leitura 

dos poços a 450 nm em espectrofotômetro após 4h de tratamento com 10 µL de WST. Fonte: elaborada pela autora. 

 

 

 

Gráfico 9 – Teste de atividade citotóxica das frações peptídicas de 1 a 11 em células MDA-MB231 em multiwell 

de 96 poços de fundo chato após 48 h. Foram adicionados a cada poço 50 µL de cada fração mais 50 µL de meio 

RPMI sem soro. Os controles 12 e 13 são, respectivamente, 50 µL de água Ultrapura (MilliQ) mais 50 µL de meio 

RPMI sem soro e 100 µL de meio RPMI sem soro em células. Os valores de absorbância foram obtidos por leitura 

dos poços a 450 nm em espectrofotômetro após 4 h de tratamento com 10 µL de WST. Fonte: elaborada pela 

autora. 
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6.8  Quantificação de peptídeos 

 

A quantificação de peptídeos das frações obtidas a partir da cromatografia de gel 

separação da peçonha total de T. serrulatus foi feita utilizando o kit Pierce ™ Quantitative 

Colorimetric Peptide Assay (500 assays) da Thermofisher. A curva-padrão foi feita em 8 

diluições a partir de  1 mg/mL.  

 

Gráfico 10 - Gráfico da curva-padrão gerada através de concentrações conhecidas de padrão de referência de 

peptídeos digeridos de alta qualidade utilizando o método de quantificação por BCA para peptídeos. 

Equação da reta para determinação da concentração desconhecida de outras amostras (y = 494x - 

364). Fonte: elaborada pela autora. 

 

  Com base na equação da reta proveniente do gráfico 10, foi possível determinar as 

concentrações de cada fração (de 2 a 11), como mostra a tabela 5. A fração 1 não foi 

quantificada por conter proteínas maiores que 14 kDa, já que foi o primeiro pico a sair da 

cromatografia de gel separação, que separa das proteínas maiores para menores de acordo com 

a coluna utilizada. Desta forma, este kit não seria adequado para quantificação desta fração 

protéica. 
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Tabela 5 – Valores de concentração de cada fração peptídica da peçonha (2 a 11) em µg/mL obtidos através do 

gráfico da curva-padrão do método de quantificação BCA de peptídeos. 

 

 

A partir dos valores de concentração obtidos das frações de 2 a 11, foi possível 

determinar as concentrações aplicadas nos testes de atividade de citotoxicidade nas células 

MDA-MB231 (Tabela 6). 

 

 

Tabela 6 – Valores de concentração de cada fração peptídica da peçonha (2 a 11) em µg/mL aplicada nos testes 

de citotoxicidade em multiwell 96 poços de fundo chato descrito anteriormente. 
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6.9  Análise proteômica por Espectrometria de Massas 

 

As proteínas das amostras das células Y1 e Y1RasKO tratadas com a peçonha por 6 h, 

12 h, 24 h e 48 h foram modificadas quimicamente (reduzidas com DTT e alquiladas com IAA), 

digeridas com tripsina na razão 1:50 de enzima: substrato, dessalinizadas em colunas de 

extração de fase sólida confeccionadas in house (Stage-Tip) e marcadas por dimetilação leve 

(células Y1RasKO tratadas com a peçonha de T. serrulatus) e pesada (células Y1 tratadas com 

a peçonha de T. serrulatus) o que permitiu a redução do número de amostras para 50%, 

reduzindo também o tempo de utilização do espectrômetro de massas.  

Uma vez que o equipamento LTQ-Orbitrap Velos de nosso laboratório LETA e o 

espectrômetro Q-Exactive Plus do laboratório de espectrometria de massas do CENTD, 

Instituto Butantan, estavam com problemas técnicos, iniciamos um trabalho colaborativo com 

o Dr. Valdemir Carvalho do Grupo Fleury. As amostras pareadas entre controle e tratado com 

peçonha e a aquisição dos dados foram realizadas no espectrômetro de massas Q-Exactive HF 

onde foram injetadas 1 µg/µl de amostra.   
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6.10  Identificação das proteínas e Caracterização Funcional 

 

Os dados brutos do espectrômetro de massas (raw files) foram analisados no software 

PEAKS Studio X plus, conforme os parâmetros apresentados no item Material e Métodos – 

projeto I.  

Identificamos um total de 601 proteínas em todas as condições, das amostras das células Y1 e 

Y1RasKO tratadas com a peçonha de T. serrulatus.  

A análise por Ontogenia Gênica (do inglês Gene Ontology, GO) permitiu-nos traçar um 

perfil de enriquecimento de algumas categorias como mostrado na figura abaixo.  

 

A. 

 

 

 

B.  
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C. 

 

 

 

 

 

 

D. 

 

 

Gráfico 11: Diagramas de Venn das proteínas detectadas por espectrometria de massas na linhagem celular 

cancerígena Y1 e na linhagem celular normal Y1RasKO nas amostras tratadas com a peçonha de T. serrulatus [10 

µg/mL] e caracterização funcional das proteínas exclusivas detectadas. *Taxa de Enriquecimento = número 

observado dividido pelo número esperado de genes da categoria GO ou KEGG na lista de genes de acordo com o 

WebGestalt. A. tratamento por 6 h, B. tratamento por 12 h, C. tratamento por 24 h, D. tratamento por 48 h com a 

peçonha de T. serrulatus.  

Fonte: elaborada pela autora. 

 

A quantificação das proteínas permitiu identificar 106 proteínas em todas as condições. 

Porém, verificamos que as 2 das 3 réplicas analisadas não estavam boas em todas as condições 

testadas. Uma análise geral dos dados mostrou que algumas proteínas apresentaram abundância 
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maior que 2x (marcadas em rosa) sendo que algumas apresentaram abundância maior que 8x 

(marcadas em vermelho) em comparação com as células tratadas com PBS. Outras proteínas 

apresentaram uma mudança na abundância menor que 0.5x (mostradas em verde) (Gráfico 12).  

 

 

Gráfico 12. Análise quantitativa proteômica das células Y1 e Y1RasKO tratadas com peçonha de T. serrulatus 

por 6 h, 12 h, 24 h, e 48 h.  
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Os ensaios de citotoxicidade da peçonha total de T. serrulatus não resultaram no 

esperado: a morte celular. Apesar disso, após tratamento com 10 µg/mL de peçonha total em 

células Y1 e Y1-RasKO, foi possível perceber que ocorreram modificações a nível proteômico 

após análise inicial por espectrometria de massas de baixa resolução. As análises das amostras 

marcadas por dimetilação foram analisadas no espectrômetro de massas, porém, observamos 

que as amostras estavam com algum problema o que necessitaria sua repetição.  

Diante desses resultados e devido à pandemia por SARS-COV-2, em agosto de 2020 

entrei com pedido para mudança de tema do meu projeto, pois não estava contente com o antigo 

tema do projeto I, que era totalmente centrado em análise por espectrometria de massas. Não 

prossegui, portanto, com a análise dos dados gerados pelas poucas corridas feitas em 

colaboração com o grupo Fleury. Objetivando buscar algo mais específico que pudesse gerar 

resultados menos abrangentes e mais focados, meu projeto mudou para “Estudo das atividades 

antitumorais de peptídeos presentes no veneno do escorpião amarelo T. serrulatus”. 
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7 RESULTADOS E DISCUSSÃO– PROJETO II 

 

Nesse período de pandemia, na impossibilidade de realizar experimentos no laboratório 

foquei meu trabalho nas análises computacionais de predição in silico de 702 fragmentos 

peptídicos derivados de diferentes proteínas da peçonha de Tityus serrulatus, de modo a 

selecionar peptídeos com potencial atividade anti-câncer. Os mais de 700 fragmentos peptídicos 

foram determinados a partir do trabalho de doutorado do Dr. Bruno Duzzi 

(https://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/87/87131/tde-20052019-085022/en.php). Neste 

trabalho foram selecionadas frações de interesse decorrentes da peçonha de T. serrulatus, das 

quais onze amostras foram sequenciadas empregando técnicas de sequenciamento de novo. A 

estrutura primária de 700 peptídeos foi obtida através do software Peaks Studio 7.0 e foram 

utilizadas para a análise in silico do presente trabalho.   

Para a análise in silico, foram utilizadas diferentes ferramentas disponíveis online. Seis 

peptídeos foram utilizados como controle positivo que, baseados em dados da literatura, 

apresentam atividade anti-câncer:  

 

Peptídeo 1: LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES (LL37) 

Peptídeo 2: IDWKKLLDAAKQIL (Polybia-MP1) 

Peptídeo 3: GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ (Melittin) 

Peptídeo 4: INLKALAALAKKIL (Mastoparan) 

Peptídeo 5: DSLSEDNWKFVVSSSCETILEILDIGGCAKGVAEYT (Hemilipin) 

Peptídeo 6: MCMPCFTTDHQMARKCDDCCGGKGRGKCYGPQCLCR (Chlorotoxin) 

 

O peptídeo LL37 (peptídeo 1) caracteriza-se por ser anti-inflamatório, anticâncer e 

antimicrobiano de acordo com a plataforma de análise de peptídeos anticâncer previamente 

testada por Chen e colaboradores (Chen et al., 2016). O valor resultante da análise deste 

peptídeo nesta plataforma foi de 0,995, sendo 1 o valor máximo de associação a peptídeos 

anticâncer. É um polipeptídeo antimicrobial derivado da família das catelicidinas (Chuang et 

al. 2008), além de ter a habilidade de suprimir o desenvolvimento do câncer de cólon 

(Niemirowicz et al. 2015). O peptídeo 2 (Polybia-MP1) inibe seletivamente a proliferação de 

células de câncer de bexiga, próstata, células leucêmicas resistentes a múltiplas drogas e 

linfócitos T leucêmicos, sem ser hemolítico e citotóxico (Wang et al. 2008; Wang et al. 2009; 

dos Santos Cabrera et al. 2012). O peptídeo 3 (Melitina) mostrou apresentar atividade 

https://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/87/87131/tde-20052019-085022/en.php
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anticâncer em câncer renal, de pulmão, de fígado, de próstata, da bexiga, de mama e leucemia 

(Ma et al. 2017). O peptídeo 4 (Mastoparan) exibe efeito citotóxico contra células de câncer de 

pâncreas (de Azevedo et al. 2015). O peptídeo 5 (Hemilipina) tem a habilidade de inibir 

migração celular, e isso levou à hipótese desse peptídeo exibir efeitos anti-angiogênicos através 

da redução de fatores de crescimento como as isoformas VEGF e seus receptores (Ma et al. 

2017). O peptídeo 6 (Clorotoxina) levou ao desenvolvimento da droga BLZ100 específica para 

gliomas, conhecida como “tumor paint” (Patil et al. 2019). 

As análises in silico foram realizadas utilizando quatro diferentes ferramentas:  

 

- iACP (identifying AntiCancer Peptides) (Chen et al., 2016) (http://lin-

group.cn/server/iACP) 

- AntiCP (Institute of Microbial Technology, Chandigarh India)     

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/anticp/index.html) 

- AntiCP 2.0 (Agrawal et al. 2020) (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/anticp2/index.html) 

- ACPred-FL (Wei et al., 2018) (http://server.malab.cn/ACPred-FL/).  

 

Dentre as quatro ferramentas, a iACP entregou resultados mais confiáveis quando 

comparamos os valores de score para peptídeo anticâncer entre os 6 controles utilizados, como 

mostra a Tabela 7. Cada ferramenta tem uma maneira diferente de medir o score para obter um 

resultado final, onde o peptídeo previsto é ou não é anti-câncer. No caso dos Anti-CP e Anti-

CP 2.0 do grupo da Índia, não ficou claro como o valor do score influencia no peptídeo ser 

anticâncer, assim como no caso do ACPred-FL. Na análise empregando Anti-CP 2.0, os 

peptídeos 5 e 6 retornaram como não sendo anticâncer, e somente o peptídeo 5 retornou como 

não sendo anticâncer quando analisados utilizando a ferramenta ACPred-FL. O iACP se 

mostrou mais coerente em seus valores, sendo que o score vai de 0 a 1, onde <0,5 não é um 

peptídeo com potencial anticâncer e >0,5 é previsto com potencial propriedade anticâncer. 

Apesar de termos focado nos resultados da ferramenta iACP, todos os peptídeos foram testados 

em todas as ferramentas online disponíveis.  

 

Tabela 7. Score das quatro ferramentas utilizadas na análise in silico dos 6 peptídeos anticâncer. 

http://lin-group.cn/server/iACP
http://lin-group.cn/server/iACP
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/anticp/index.html
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/anticp2/index.html
http://server.malab.cn/ACPred-FL/
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Baseados nas análises in silico, as sequências apresentando os maiores valores 

associados à atividade anti-câncer dentre os seis peptídeos controles foram os peptídeos 2, 3 e 

1, seguidos dos peptídeos 6, 5 e 4.  

Dos 702 peptídeos analisados, 106 peptídeos apresentaram score iACP acima de 0,5, 

sendo assim, previstos com potencial anticâncer. Dentre estes 106 peptídeos, 75 eram estáveis 

de acordo com a ferramenta Protparam (https://web.expasy.org/protparam/). O Protparam é 

uma ferramenta que analisa diversos parâmetros químicos e físicos para uma dada sequência 

proteica para determinar sua estabilidade. Os parâmetros incluem o peso molecular, pI teórico, 

composição de aminoácidos, composição atômica, coeficiente de extinção, meia vida estimada, 

índice de instabilidade, índice alifático e média de hidropaticidade.  

Levando em consideração o score iACP, o número de aminoácidos, o número total de 

resíduos carregados negativamente (Asp + Glu), o número total de resíduos carregados 

positivamente (Asp + Lys), o tempo de vida estimado (in vitro em mamíferos), o índice de 

instabilidade (obtidos pelo Protparam tool) e o score hemolítico (mensurado pela ferramenta 

HemoPI: Hemolytic Peptide identification, http://crdd.osdd.net/raghava/hemopi/batch.php), 

selecionamos um total de 11 peptídeos para síntese (Tabela 8). 

Esses 11 peptídeos apresentaram o maior índice de potencial anti-câncer e são os 

previstos por apresentarem maior estabilidade.  

 

 

Tabela 8. Peptídeos anticâncer selecionados para síntese. 

 

Os peptídeos selecionados foram sintetizados pela empresa AminoTech com pureza > 

95% e estão armazenados no freezer -20o C e prontos para posterior testes e experimentação.  

Devido à pandemia por COVID-19 e restrições ao acesso presencial ao laboratório, os 

experimentos subsequentes não puderam ser continuados.  

Tentamos analisar os peptídeos identificados utilizando a ferramenta Drug-Drug 

Interactions – Chemical-Protein Interactome (DDI-CPI) (http://cpi-bio-x.cn) de Luo e 

colaboradores (Luo et al, 2014). Esta ferramenta permite a predição em tempo real de DDI 

https://web.expasy.org/protparam/
http://crdd.osdd.net/raghava/hemopi/batch.php
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baseados apenas na estrutura molecular fazendo o docking das moléculas (peptídeos) 

submetidos a um conjunto de 611 proteínas humanas gerando um perfil CPI que pode ser usado 

como um vetor de recursos para modelos de predição. Porém, infelizmente esta ferramenta 

permaneceu off-line até a confecção desta tese impedindo a sua análise a tempo.  

Durante o período de pandemia e elaboração da dissertação, trabalhei na elaboração de 

um mini-review “Scorpion venom as a potential source for cancer drug” que foi submetido 

para a Toxicon: X recentemente (Artigo submetido disponível no Apêndice III ao final desta 

tese).  

Além disso, durante meu mestrado, ajudei na análise e confecção do artigo “Bothrops 

jararaca snake venom modulates key cancer-related proteins on breast tumor cell lines” 

publicado na revista Toxicon (Kisaki et al, 2021), do artigo “The impact of rattlesnake on mice 

cerebellum proteomics points to synaptic inhibition and tissue damage” publicado no Journal 

of Proteomics (Montoni et al, 2020), e no artigo “Proteomic analysis reveals rattlesnake venom 

modulation of proteins associated with cardiac tissue damage in mouse Hearts” publicado 

recentemente na revista Journal of Proteomics (Santos et al, 2022). Além disso, ajudei na 

análise de dados do trabalho da aluna Fernanda Midori Abukawa orientada pelo Dr Milton 

Yutaka Nishiyama-Jr cujo trabalho intitulado “A hybrid approach for identification and 

classification of arachnids venom components” está em preparação para ser submetido na 

revista Frontiers in Pharmacology. 
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8 CONCLUSÕES 

A análise in silico de mais de 700 fragmentos peptídeos derivados de proteínas da 

peçonha de T. serrulatus permitiu a identificação de 11 peptídeos com os maiores potenciais 

anti-câncer. Esses peptídeos foram selecionados baseados no número de aminoácidos, o número 

total de resíduos carregados negativamente (Asp e Glu), o número total de resíduos carregados 

positivamente (Arg, His e Lys), o tempo de vida estimado in vitro em mamíferos, o índice de 

instabilidade e o score hemolítico. Esses peptídeos foram sintetizados e estão prontos para 

análises experimentais. Porém, devido à pandemia por SARS-CoV-2 e restrições impostas pelo 

governo do Estado de São Paulo e pela diretoria do Instituto Butantan, não consegui finalizar 

as análises experimentais que deveriam ter sido realizadas no laboratório.  

A perspectiva futura destes resultados é determinar se estes 11 peptídeos possuem ou 

não atividade antitumoral, a princípio trabalhando com teste em cultura celular e, se os 

resultados se mostrarem promissores, este projeto pode contribuir para descobertas de novos 

agentes antitumorais, derivados da peçonha de T. serrulatus. 
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