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RESUMO

O céancer representa uma das principais causas de mortalidade no mundo, impulsionando a
busca por novas moléculas com potencial terap€utico. Nesse contexto, as pegonhas ofidicas
constituem uma importante fonte de compostos bioativos, incluindo proteinas com diversas
atividades farmacologicas. O presente trabalho teve como objetivo isolar, caracterizar e avaliar
o potencial antitumoral de proteinas da peconha da serpente Bothrops alternatus. A amostra
A5B2, previamente obtida do fracionamento da pegonha, foi submetida & cromatografia de
interacao hidrofdbica, originando as subfracdoes ASB2C1 e A5SB2C2. Apds dessalinizagao por
cromatografia de exclusao molecular, as amostras resultantes (A5SB2C1d e ASB2C2d) foram
selecionadas para caracterizacdo bioquimica e avaliagdo biologica. A analise da composicao
proteica por eletroforese revelou bandas predominantes em torno de 25 kDa em condig¢des nao
redutoras e entre aproximadamente 14 e 20 kDa apds reducdo. Os ensaios enzimaticos sob
substrato lipidico e proteolitico, permitiram confirmar a atividade enzimética da pegonha bruta
e da fragdo ASB2. O potencial citotoxico foi avaliado pelo ensaio de redugdo da resazurina em
células normais de prostata (PNT-2) e células tumorais metastaticas de prostata (PC-3). A
peconha bruta promoveu redugdo significativa da viabilidade celular da linhagem PNT-2 nas
maiores concentracdes avaliadas, enquanto ndo apresentou efeito significativo sobre a linhagem
PC-3. As subfracdes A5SB2C1d e A5SB2C2d também promoveram redugdo significativa da
viabilidade da linhagem PNT-2, sendo a A5B2C1d mais ativa que a A5B2C2d, porém nenhuma
delas apresentou atividade sobre a linhagem tumoral PC-3. Os resultados obtidos neste trabalho
contribuiram diretamente para o aprimoramento das etapas de purificacdio e para a
caracterizacdo bioquimica parcial de componentes da pegonha de Bothrops alternatus, além de
fornecerem informacdes relevantes para a investigacdo de seu potencial biotecnologico.
Embora as amostras avaliadas ndo tenham demonstrado atividade antitumoral seletiva nas
condi¢des experimentais empregadas, esse resultado ndo descarta seu potencial bioldgico em
outros modelos celulares. Além disso, as alteracdes de viabilidade celular observadas na
linhagem PNT-2 reforcam a necessidade de estudos adicionais voltados a identificagdo
molecular e a caracterizagdo funcional de toxinas ofidicas com potencial aplicagdo
biotecnoldgica e farmacoldgica.

Palavras-chave: Cancer de prostata. Citotoxicidade. Fracionamento proteico. Toxinologia.

Viabilidade celular.



ABSTRACT

Cancer represents one of the leading causes of mortality worldwide, driving the search for new
molecules with therapeutic potential. In this context, snake venoms constitute an important
source of bioactive compounds, including proteins with diverse pharmacological activities. The
present study aimed to isolate, characterize, and evaluate the anti-important potential of proteins
from the venom of the snake Bothrops alternatus. The ASB2 sample, previously obtained from
venom fractionation, was subjected to hydrophobic interaction chromatography, resulting in the
subfractions ASB2C1 and A5SB2C2. After desalting by molecular exclusion chromatography,
the resulting samples (A5SB2C1d and A5B2C2d) were selected for biochemical characterization
and biological evaluation. Protein composition analysis by electrophoresis revealed
predominant bands around 25 kDa under non-reducing conditions and between approximately
14 and 20 kDa after reduction. Enzymatic assays using lipidic and proteolytic substrates
confirmed the enzymatic activity of the crude venom and the ASB2 fraction. Cytotoxic potential
was evaluated by the resazurin reduction assay in normal prostate cells (PNT-2) and metastatic
prostate tumor cells (PC-3). The crude venom promoted a significant reduction in PNT-2 cell
viability at the highest concentrations evaluated, while no significant cytotoxic effect was
observed in the PC-3 cell line. The ASB2C1d and A5B2C2d subfractions also promoted a
significant reduction in PNT-2 cell viability, with ASB2C1d showing greater activity than
A5B2C2d; however, neither subfraction exhibited selective cytotoxic activity against the PC-3
tumor cell line. The results contributed directly to the improvement of purification steps and to
the partial biochemical characterization of components from Bothrops alternatus venom,
providing relevant information for the investigation of their biotechnological potential.
Although the evaluated samples did not demonstrate selective antitumor activity under the
experimental conditions employed, this finding does not exclude their biological potential in
other cellular models. Furthermore, the alterations in cell viability observed in the PNT-2 cell
line highlight the need for further studies focused on molecular identification and functional
characterization of snake venom toxins with potential biotechnological and pharmacological
applications.

Keywords: Cytotoxicity. Prostate cancer. Protein fractionation. Toxinology. Cell viability.
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1. Introducio

O cancer ¢ uma doenga complexa e multifatorial, sendo responsavel por mais de 9
milhdes de mortes a cada ano e configurando-se como a segunda principal causa de morte no
mundo. Essa patologia ¢ caracterizada pela proliferacdo descontrolada de células anormais,
decorrente de um processo neopldsico associado a perda dos mecanismos regulatdrios
associados ao crescimento, a diferenciacdo e a homeostase celular (OMS, 2025; HANAHAN,
2022).

As neoplasias podem ser classificadas em benignas ou malignas, de acordo com suas
caracteristicas biologicas e seu comportamento clinico. Enquanto os tumores benignos
apresentam crescimento localizado e ndo invadem tecidos adjacentes, os malignos, como
melanoma e linfoma, possuem capacidade de infiltragdo e disseminagdo para outros 6rgaos por
meio da metastase. Além disso, frequentemente apresentam resisténcia aos tratamentos
convencionais, como a quimioterapia e a radioterapia, o que favorece a progressao da doenga e
dificulta seu manejo clinico. (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2020).

Dentre os canceres que acometem a populagdo masculina, o cancer de prostata apresenta
elevada incidéncia e representa uma das principais causas de mortalidade por cancer no Brasil.
Entre 2000 e 2020, foram registrados 258.925 6bitos no pais, evidenciando a magnitude da
doenca (SANTOS FILHO et al., 2024). Estudos brasileiros indicam como principais fatores de
risco a idade avancada, o histérico familiar e o tabagismo, reforcando a importancia de
estratégias eficazes de prevencao e diagnostico precoce (SILVA; MESSIAS; WELLER, 2024).

Os produtos naturais emergem, entdo, como fonte de compostos bioativos na descoberta
de fairmacos. Cerca de 32% das pequenas moléculas aprovadas entre 1981 e 2019 derivam direta
ou indiretamente de produtos naturais, incluindo firmacos como paclitaxel e vincristina,
evidenciando sua relevancia (NEWMAN; CRAGG, 2020). O estudo integrado por quimicos
sintéticos e biologicos permite identificar estruturas com potencial terapéutico, que podem ser
utilizadas diretamente ou como base para modificacdo e otimizagdo no desenvolvimento de
novos medicamentos (ATANASOV et al., 2021).

Nesse cenario, as pegonhas de serpentes sdo promissoras, por serem compostas por uma
ampla variedade de moléculas bioativas, principalmente proteinas e peptideos, com diferentes
propriedades farmacoldgicas (SANTOS et al., 2023; OFFOR; PIATER, 2024). Entre esses
componentes, fosfolipases A2, metaloproteinases, lectinas do tipo C e L-aminoacido oxidases
destacam-se pelo potencial antitumoral descrito na literatura, por interferirem em processos

celulares relacionados a proliferagdo, adesao, migracao e invasao de células tumorais, além de
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modularem vias de sinalizacdo envolvidas na progressao do cancer (OFFOR; PIATER, 2024).
A serpente Bothrops alternatus, conhecida no Brasil como urutu, apresenta em sua pegonha
uma composic¢ao protedmica complexa e diversificada, predominando metaloproteinases (40%)
e, entre os componentes minoritarios, serinoproteases (8,80%), fosfolipases A: (6,85%),
lectinas do tipo C (6,80%), proteinas ricas em cisteina (4,87%) e L-aminoacido oxidases
(4,14%) (NCBI, s.d.; FUSCO et al., 2025). Varias toxinas presentes em pegonhas de serpentes
exercem efeitos bioldgicos relevantes e podem contribuir para o desenvolvimento de novas
estratégias terap€uticas contra o cancer (ALONAZI et al., 2023; KOLVEKAR et al., 2024;
GUO et al., 2024; OCHOA-MOSQUERA et al., 2024).

2. Objetivos
2.1. Objetivos gerais
Isolar, caracterizar e avaliar o potencial antitumoral in vitro de proteinas da peconha da serpente
B. alternatus.
2.2. Objetivos especificos
e Purificar e caracterizar parcialmente proteinas da peconha de B. alternatus.
e Avaliar o potencial citotoxico dessas proteinas em células normais e tumorais de
prostata humano.
e Investigar a seletividade das toxinas ofidicas quanto ao efeito citotoxico em

células normais e tumorais de prostata.

3. Material e métodos

3.1. Origem da amostra

A fracdo ASB2 utilizada neste estudo foi previamente obtida e caracterizada em
trabalhos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa. Inicialmente, a peconha bruta cristalizada de
Bothrops alternatus (574 mg), adquirida do serpentario de Batatais/SP (lote 2009; Cadastro
SisGen — Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado: A1503E6), foi diluida em tampao bicarbonato de amdnia (AMBIC 0,05 M, pH 7,8),
centrifugada e submetida a cromatografia de troca idnica em coluna DEAE-Sephacel. A eluigao
foi realizada em gradiente crescente de AMBIC (0,05—-1 M), com coleta das fragdes A1-A6,
sendo a fragdo A5 selecionada por apresentar proteinas de baixo peso molecular com atividade

fosfolipasica (FUNAGOSHI, 2024).



Posteriormente, a fragdo A5 foi submetida a cromatografia de exclusdo molecular em
coluna Sephadex G-75 (2,0 x 100 cm), utilizando tampao AMBIC (0,05 M, pH 7,8) como fase
movel, sob fluxo de 20 mL/h e coleta de fragdes de 3 mL. As fracdes obtidas (ASB1, ASB2 e
A5B3) foram monitoradas por absorbancia em 280 nm e analisadas quanto a composi¢ao
proteica e atividades biologicas (LIMA, 2025). A fracdo A5SB2 foi selecionada para realizacao
dos experimentos deste trabalho por conter proteinas de baixo peso molecular e atividade

fosfolipasica relevante.

3.2. Purifica¢do da amostra

A amostra A5B2 (45 mg) foi submetida a cromatografia de intera¢ao hidrofobica em
coluna Phenyl HP, utilizando sistema de cromatografia liquida de rdpida performance (FPLC -
AKTA Purifier), sob fluxo de 0,5 mL/min e monitoramento da absorbancia em 280 nm,
conforme protocolo previamente estabelecido por Lima (2025). Foram empregados os tampdes
TRIS-HCI 0,01 M, pH 8,5 contendo NaCl 4 M (A) e TRIS-HC1 0,01 M, pH 8,5 (B). A coluna
foi previamente equilibrada com o tampao A e a eluicdo com o tampao B estabeleceu um
gradiente decrescente de NaCl (4,0-0 M).

Posteriormente, as subfracdes resultantes do procedimento anterior foram submetidas a
cromatografia em coluna HiTrap Desalting (5 mL), utilizando sistema FPLC AKTA Purifier,
para dessalinizacdo. Como fase movel, utilizou-se dgua destilada e a eluicdo ocorreu em
condigdes constantes, sob um fluxo 0,5 mL/min e deteccao em 280 nm. As fragdes contendo

proteinas foram selecionadas para as etapas subsequentes.

3.3. Caracterizaciao bioquimica

3.3.1 Analise em gel de eletroforese em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE)

A concentracdo de proteinas nas fragdes provenientes das etapas cromatograficas foi
determinada por método ultravioleta (280 nm) no espectofotdmetro BioSpecMini (Shimadzu
Biotech) (LAYNE, 1957). As leituras foram realizadas em espectrofotometro previamente
estabilizado, utilizando TRIS-HCI 0,01 M como branco. Os valores de absorbancia foram
registrados para estimativa da concentragdo e calculo da massa proteica. A massa de proteina
em cada fracdo foi calculada pela relacdo entre o volume da amostra e sua respectiva
concentragdo (massa = concentragdo X volume) (LAYNE, 1957).

A massa molecular das proteinas foi estimada por eletroforese em gel de poliacrilamida

sob condi¢gdes desnaturantes (SDS-PAGE), na presenca e auséncia de agente redutor
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(LAEMMLLI, 1970). Apos a corrida eletroforética, os géis foram corados com azul de coomassie
para visualizagdo das bandas proteicas. A massa molecular aparente foi determinada por

comparag¢ao com marcador de massa molecular de referéncia.

3.3.2 Atividade fosfolipasica

A atividade fosfolipasica da peconha bruta (50 pg) e da amostra A5B2 (50 pg) foi
avaliada conforme o protocolo descrito por Dias ef al. (2018), com modificagdes. Inicialmente,
o gel foi preparado utilizando 0,75 g de agarose dissolvidos em 75 mL de PBS (pH 7,2), ao qual
foram adicionados 0,75 mL de CaCl. (0,01 M), 500 pL de azida de soédio (0,005%) e 25 mL de
gema de ovo. Em seguida, a mistura foi distribuida em placas e, ap6s sua solidificagdo, foram
confeccionados pogos para aplicagdo das amostras. A atividade fosfolipasica foi determinada
pela formagdo de halos translucidos ao redor dos pocos apds 24 horas de incubacdo. Cada
amostra foi avaliada em duplicata. A mensura¢do dos halos foi realizada por meio da
determinagdo do didmetro total da zona translicida em centimetros, medido de uma
extremidade a outra do halo, seguido pela subtra¢do do didmetro correspondente ao orificio de
aplicagdo. Para isso, as imagens das placas foram analisadas no software Microsoft Paint,
utilizando-se uma régua presente na imagem como referéncia para a conversao da escala de
pixels para centimetros. Apds a calibragdo da escala, o didmetro dos halos foi mensurado em

pixels e os valores obtidos foram convertidos para centimetros.

3.3.3 Atividade proteolitica (azocaseinolitica)

A atividade proteolitica da pegconha bruta (50 pg) e da amostra ASB2 (50 ug) foi
avaliada utilizando azocaseina (1 mg/mL) preparada em tampao TRIS-NaCl (0,605 g de TRIS
e 0,876 g de NaCl em 100 mL, pH 7,8). As reagdes, realizadas em duplicata, foram compostas
por 100 pL de amostra e 800 pnL de azocaseina, enquanto o controle foi preparado com 100 uL.
de solugdo salina. As amostras foram incubadas em banho-maria por 1 hora, seguidas da adigao
de 200 pL de acido tricloroacético (TCA) e incubagao por mais 20 minutos. Apos centrifugacgao
(10.000 x g, 10 min), a absorbancia do sobrenadante foi determinada a 405 nm. A atividade
proteolitica foi expressa em unidades de atividade (U), considerando que 1 U corresponde a um
incremento de 0,001 unidade de absorbancia a 405 nm, sendo calculada pela razao entre a

absorbancia obtida e 0,001, conforme descrito por Charney e Tomarelli (1947).
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3.4. Manutencao das linhagens celulares

As linhagens celulares humanas de préstata PC-3 (adenocarcinoma metastatico de
prostata humano, independente de androgenos), obtida da American Type Culture Collection
(ATCC, CRL-1435), e PNT-2 (cé€lulas epiteliais prostaticas humanas normais imortalizadas,
nao tumorigénicas), obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (cat. 0366), foram utilizadas
neste estudo. As células foram cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e 1% de solugdo antibiodtica. As culturas foram mantidas em incubadora a
37 °C sob atmosfera umidificada contendo 5% de didxido de carbono. A renovagao das culturas
ocorreu por meio de repiques periddicos realizados quando a confluéncia celular atingia

aproximadamente 80-90%.

3.5 Ensaio de viabilidade celular

O potencial citotoxico das amostras selecionadas foi avaliado pelo ensaio de redugdo da
resazurina. Para isso, 1 x 10* células foram distribuidas em cada pogo de placas de 96 pogos e
incubadas por 24 horas para permitir a adesao celular. Posteriormente, o meio foi removido e
substituido por solugdes contendo diferentes concentragdes das amostras, variando de 100 a
1,56 pg/mL. Todos os tratamentos foram realizados em triplicata.

Apds 20 horas de exposicdo as amostras, foram adicionados 10 puL. de solugdo de
resazurina (0,4 mM) em cada pogo. As placas permaneceram incubadas por mais 4 horas e, em
seguida, a absorbancia foi mensurada em leitor de microplacas (Thermo Fisher Scientific) nos
comprimentos de onda de 570 e 600 nm. A porcentagem de viabilidade celular foi calculada a
partir das absorbancias obtidas, conforme descrito por Bénéré et al. (2007), utilizando a
seguinte equagao:

. (02 x A1) — (01 x A2)
% Viabilidade celular = (0Zx P1) — (01 X P2) x 100

Em que: Ol corresponde ao coeficiente de extincao molar do Alamar Blue oxidado a 570
nm (80586), O2 ao coeficiente de extingdo molar do Alamar Blue oxidado a 600 nm (117216),
Al e A2 as absorbancias das amostras a 570 e 600 nm, respectivamente, ¢ P1 e P2 as

absorbancias do controle negativo nos mesmos comprimentos de onda.

3.6 Analise estatistica

Os dados de viabilidade celular foram expressos como média + desvio-padrao das

réplicas experimentais. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Jamovi,
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versdo 2.7.37 (The jamovi project) e o software R versdo 4.6.1 (R Core Team, 2026).
Inicialmente, os dados foram submetidos a avaliagdo dos pressupostos estatisticos, incluindo os
testes de normalidade de Shapiro-Wilk (Shapiro; Wilk, 1965) e Kolmogorov-Smirnov
(Kolmogorov, 1933; Smirnov, 1948), além do teste de homogeneidade das variancias de
Levene (Levene, 1960). Considerando o objetivo de comparar cada concentragdo testada
exclusivamente com o grupo controle e a presen¢a de variancias heterogéneas entre os grupos,
as comparagdes multiplas foram realizadas ANOVA de Welch e pds-teste de Dunnett T3,
adequado para comparagdes com controle em situagdes de auséncia de heterocedasticidade

(Dunnett, 1980). Em todas as andlises, foi adotado nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

4. Resultados

4.1. Purificacdo da amostra

A amostra A5SB2 foi submetida a cromatografia de interagdo hidrofobica, resultando em
duas subfragdes principais, denominadas ASB2C1 e ASB2C2, conforme apresentado na Figura
1. A analise da concentragdo de proteinas nas amostras resultantes indicou o rendimento de
cerca de 5,7 mg da fracdo ASB2C1 e 5,0 mg de ASB2C2. A dessalinizagdo dessas fragdes por
cromatografia de exclusdo molecular resultou na obten¢do das subfracdes ASB2CI1d e
A5B2C2d, com recuperagao proteica equivalente a 1,825 mg e 0,875 mg, respectivamente (Fig.

2A e B).
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Figura 1. Cromatografia de interacdo hidrofobica da amostra A5SB2 em coluna Phenyl HP. A eluicao foi realizada

por gradiente decrescente de NaCl (0 — 100% tampdo B — linha verde), sob fluxo de 0,5 mL/min, com coleta de

fragdes de 1 mL. O perfil proteico foi monitorado por absorbancia em 280 nm (linha azul), demonstrando 2 picos

principais, denominados ASB2C1 e ASB2C2.
Figura 2. A

ASB2C1d | |
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Figura2. B

A5B2C2d .l

—

Figura 2. Cromatografia de dessalinizacdo das fracdes ASB2C1 (A) e A5B2C2 (B) em coluna HiTrap Desalting
(5 mL). A eluicdo foi realizada em condi¢des constantes com agua destilada, sob fluxo de 0,5 mL/min, com perfil
cromatografico monitorado por absorbancia em 280 nm (linha azul) e condutincia i6nica em mS/cm (linha

marrom). As subfrafragdes resultantes foram denominadas ASB2C1d e A5B2C2d.

4.2. Eletroforese de gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% permitiu verificar a presenca de proteinas
de massa molecular entre 30 e 14 kDa nas fragoes A5SB2, ASB2C1d e A5SB2C2d (Figura 3).
Conforme estimado por comparacdo com o padrao de massa molecular, todas as amostras
apresentaram um perfil eletroforético semelhante: na auséncia do agente redutor, observaram-
se uma ou duas bandas proteicas mais intensas com massa molecular aparente entre 30 e 20
kDa. Em contraste, na presenca do agente redutor, essas bandas deixaram de ser observadas,
surgindo bandas com massa molecular aparente entre 14 e 20 kDa. Esse padrao indica que a
reducdo das pontes dissulfeto alterou a mobilidade eletroforética das proteinas, resultando na

migracao de espécies de menor massa molecular aparente.
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Figura 3. SDS-PAGE 15% do perfil proteico das fragées obtidas a partir da fracio ASB2. Linhas 1 e 8: padrdo
de massa molecular contendo fosforilase b (97 kDa), albumina bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase
carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa). Linhas 2 e 3: fragdo A5B2 sem
e com agente redutor (B-mercaptoetanol), respectivamente. Linhas 4 e 5: subfragdo A5B2C1d sem e com agente
redutor, respectivamente. Linhas 6 e 7: subfragdo A5SB2C2d sem ¢ com agente redutor, respectivamente. Linha 8:
padrdo de massa molecular. As amostras foram aplicadas na quantidade de 50 ug, enquanto o padrio de massa

molecular foi aplicado em volume de 5 pL.

4.3. Atividade fosfolipasica e proteolitica (azocaseinolitica)

Os ensaios enzimaticos foram realizados com o objetivo de confirmar a presenca de
enzimas ativas na peconha bruta e na fracdo A5B2. Na avaliacdo da atividade fosfolipasica,
observou-se a formacgao de halos translicidos ao redor dos pogos contendo a pegonha bruta e a
fragdo ASB2, indicando atividade fosfolipasica em ambas as amostras. A fracdo ASB2
apresentou halo translucido com didmetro de 0,60 cm, enquanto a peconha bruta apresentou
halo de 0,45 cm. Em relagdo a atividade proteolitica, apenas a pegonha bruta apresentou
atividade detectavel, com absorbancia média de 0,0145 a 405 nm, correspondente a 14,5
unidades de atividade. Em ambos os ensaios enzimaticos, as amostras controle (PBS)

apresentaram resultados negativos.

4.4 Avaliacao da viabilidade celular
Na avaliacao da viabilidade celular da linhagem PNT-2 (Figura 4), a peconha bruta
apresentou elevada viabilidade celular nas concentragdes de 1,56; 3,125; 6,25; 12,5 ¢ 25 pg/mL,

com valores superiores a 90%. Apenas as concentragdes de 50 e 100 ug/mL apresentaram
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diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p = 0,0012 e p < 0,001,
respectivamente). Nessas concentragdes, a viabilidade celular foi de 81,03% e 74,61%,
respectivamente. As demais concentragdes ndo diferiram significativamente do controle (p >
0,05). A fracao ASB2C1d (Figura 5) promoveu reducdo da viabilidade celular da linhagem
PNT-2, apresentando valores entre 81,28 e 95,62% nas concentragdes avaliadas. Foram
observadas diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle nas
concentragoes de 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL (p < 0,05). A menor viabilidade celular
foi observada na concentragdo de 25 pg/mL (81,28%). Apenas a concentracao de 1,56 pg/mL
ndo diferiu estatisticamente do controle, enquanto todas as demais concentragdes testadas
apresentaram redu¢do significativa da viabilidade celular (p < 0,05). A fracdo ASB2C2d
(Figura 6) apresentou valores de viabilidade celular entre 81,27% e 101,56%, sendo a menor
viabilidade observada na concentracdo de 100 pg/mL. Foram observadas diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle nas concentragdes de 6,25; 12,5;
25;50 ¢ 100 ug/mL (p <0,05), enquanto as concentracdes de 1,56 e 3,125 pg/mL nao diferiram
significativamente do controle. A menor viabilidade celular foi observada na concentragdo de

100 pg/mL, correspondendo a 81,27%.

Peconha Bruta

100 pg/mL eI — *
50 pg/mL SN &
25 pg/mL 90,56 —
12,5 pg/mL o —
6,25 pg/mL 80,02 —
3,125 pg/mL 100,74 —
1,56 pg/mL 98,48 —
Controle 100 |

Figura 4. Avaliagdo da viabilidade celular da linhagem PNT-2 apds tratamento com a pegonha bruta (PB) de B.
alternatus. Os valores representam a média da viabilidade celular (%) + desvio-padrao (DP) das replicatas
experimentais. As barras de erro representam o DP. Os valores de DP para as concentragdes de 1,56; 3,125; 6,25;

12,5; 25; 50 ¢ 100 pg/mL foram, respectivamente, 3,80; 4,64; 5,30; 6,71; 6,16; 9,31 ¢ 9,03%. * Diferenca

significativa em rela¢do ao grupo controle (p < 0,05).
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3125 pg/mL e *
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Controle oo

Figura 5. Avalia¢do da viabilidade celular da linhagem PNT-2 apds tratamento com a subfragdo ASB2C1d. Os
valores representam a média da viabilidade celular (%) + desvio-padrio (DP) das replicatas experimentais. As
barras de erro representam o DP. Os valores de DP para as concentragdes de 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100
pg/mL foram, respectivamente, 1,67; 2,29; 3,80; 5,68; 8,73; 2,19 ¢ 5,14%. * Diferen¢a significativa em relagdo
ao grupo controle (p < 0,05).

A5B2C2d

100 pg/mL e *
50 pg/mL e — *
25 pg/mL I — ¥
12,5 pg/mL s — *
6,25 pg/mL s e *
2,125 pg/mL e
1,56 pg/mL I S
Controle G

Figura 6. Avaliagdo da viabilidade celular da linhagem PNT-2 apos tratamento com a subfracdo A5B2C2d. Os
valores representam a média da viabilidade celular (%) + desvio-padrdo (DP) das replicatas experimentais. As
barras de erro representam o DP. Os valores de DP para as concentragdes de 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100
pg/mL foram, respectivamente, 2,41; 1,54; 1,54; 3,45; 5,27; 4,69 e 5,42%. * Diferenca significativa em relagdo
ao grupo controle (p < 0,05).

Para a linhagem PC-3 (Figura 7), a avaliagdo da viabilidade celular da pegonha bruta
apresentou valores entre 86,13 e 104,62% nas concentragdes avaliadas. A menor viabilidade
celular foi observada na concentragdao de 12,5 pg/mL, correspondendo a 86,13%. Apesar da
reducao observada nessa concentragdo, com a analise estatistica, nenhuma das concentragoes
avaliadas apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p > 0,05). A fracao

A5B2C1d (Figura 8) apresentou valores de viabilidade celular entre 88,59 e 103,92% ao longo
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das concentragdes testadas. A menor viabilidade foi observada na concentracdo de 6,25 pg/mL,
correspondendo a 88,59%. Entretanto, essa reducdo ndo apresentou diferenca significativa
quando comparada ao grupo controle (p > 0,05). A fracio A5B2C2d (Figura 9) apresentou
valores de viabilidade celular variando entre 96,54 ¢ 101,14% nas concentragoes avaliadas. A
menor viabilidade foi observada na concentragdo de 100 pg/mL, correspondendo a 96,54%. De
modo semelhante, ndo foram observadas diferencas significativas entre as concentragdes

avaliadas e o grupo controle (p > 0,05).

Pegonha Bruta

100 pg/mL
50 pg/mL
25 pg/mL

12,5 pg/mL

6,25 pg/mL

3,125 pg/mL

1,56 pg/mL

Controle

Figura 7. Avaliagdo da viabilidade celular da linhagem PC-3 apés tratamento com a pegonha bruta (PB) de B.
alternatus. Os valores representam a média da viabilidade celular (%) + desvio-padrio (DP) das replicatas
experimentais. As barras de erro representam o DP. Os valores de DP para as concentragdes de 1,56; 3,125; 6,25;
12,5; 25; 50 e 100 pg/mL foram, respectivamente, 2,50; 2,56; 4,44; 33,11; 3,27; 1,44 ¢ 1,67%. Grupo controle (p
<0,05).

A5B2C1d

100 pg/mL
50 pg/mL
25 pg/mL

12,5 pg/mL

6,25 pg/mL

3,125 pg/mL

1,56 pg/mL

Controle

Figura 8. Avaliagdo da viabilidade celular da linhagem PC-3 apds tratamento com a subfragdo ASB2C1d. Os
valores representam a média da viabilidade celular (%) + desvio-padrdo (DP) das replicatas experimentais. As
barras de erro representam o DP. Os valores de DP para as concentragdes de 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ¢ 100
pg/mL foram, respectivamente, 0,99; 2,21; 31,81; 0,88; 1,46; 0,75 e 2,04%. Grupo controle (p < 0,05).
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Figura 9. Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem PC-3 apds tratamento com a subfracdo ASB2C2d. Os
valores representam a média da viabilidade celular (%) + desvio-padrdo (DP) das replicatas experimentais. As
barras de erro representam o DP. Os valores de DP para as concentragdes de 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ¢ 100
pg/mL foram, respectivamente, 5,24; 5,39; 4,79; 2,74; 3,89; 3,24 ¢ 1,85%. Grupo controle (p < 0,05).

5. Discussio

Apesar dos avangos da quimioterapia, radioterapia e terapias-alvo, esses tratamentos de
cancer ainda apresentam limitacdes, como baixa seletividade, toxicidade sistémica,
desenvolvimento de resisténcia e danos a tecidos saudaveis, o que refor¢a a necessidade de
novas estratégias terapéuticas (ALMEIDA et al., 2025). Nesse contexto, toxinas derivadas de
peconhas tém despertado interesse como fontes de moléculas bioativas com potencial
antitumoral, devido a capacidade de interferir em processos associados a progressao tumoral e
representar alternativas promissoras para o desenvolvimento de novas abordagens terap€uticas
contra o cancer (OCHOA-MOSQUERA et al., 2024).

O desenvolvimento de terapias-alvo tem ampliado o interesse por moléculas derivadas
de venenos, devido ao seu potencial de atuar sobre alvos moleculares envolvidos na
tumorigénese (URRA; ARAYA-MATURANA, 2022). Segundo Ma e Kwok (2020), proteinas
e peptideos provenientes de peconhas podem atuar seletivamente sobre células neoplésicas,
modulando mecanismos relacionados a proliferacdo, apoptose, angiogénese e metastase. Entre
elas, destacam-se desintegrinas, fosfolipases Az e L-aminoacido oxidases, cujas atividades
antitumorais t€ém sido amplamente investigadas. Essas caracteristicas tornam as toxinas ofidicas
importantes modelos para o desenvolvimento de novos agentes antitumorais, especialmente
como alternativas para aumentar a eficécia terapéutica e reduzir os efeitos adversos associados

aos tratamentos convencionais (MA; KWOK, 2020).
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A escolha da peconha da serpente de B. alternatus foi respaldada pelo potencial
biotecnoldgico ja descrito de seus compostos proteicos. Estudos recentes demonstraram que
seus componentes apresentam atividades antimicrobianas, imunomoduladoras, anti-
inflamatorias e citotoxicas, evidenciando seu potencial farmacolégico (PEREIRA et al., 2021;
ECHEVERRIA et al., 2023). Embora a composi¢io proteica e as propriedades bioldgicas da
peconha de B. alternatus tenham sido investigadas, estudos voltados especificamente a
avaliacdo do potencial antitumoral de proteinas isoladas dessa espécie ainda sdao limitados,
reforgando a relevancia da presente investigagdo (FUSCO et al., 2025).

A selecao da fracdo ASB2 para as etapas subsequentes de purificacdo foi baseada em
sua caracterizacdo bioquimica prévia. Estudos desenvolvidos por Funagoshi (2024)
identificaram na fracdo A5 proteinas de baixa massa molecular associadas a atividade
fosfolipasica, enquanto Lima (2025) demonstrou que essas caracteristicas foram mantidas apds
novo fracionamento cromatografico, resultando na obtencao da fragdo A5SB2. A escolha dessa
fragdo foi reforcada pelo fato de que proteinas de baixo peso molecular presentes em pegonhas
ofidicas, incluindo fosfolipases Az e lectinas, t€ém sido amplamente reconhecidas como
moléculas bioativas com potencial antitumoral, atuando na modulacdo de processos como
proliferacdo celular, apoptose, angiogénese, adesdo ¢ migragdo de células tumorais (GUO et
al., 2024).

A purificacdo da fracdo A5SB2 por cromatografia de interacdo hidrofobica resultou na
obtencao de duas subfragdes principais (ASB2C1 e A5B2C2), apresentando diferencas no perfil
cromatografico e no rendimento proteico em relagdo aos resultados obtidos por Lima (2025). A
cromatografia de interacao hidrofobica separa proteinas com base na interacdo entre regides
hidrofobicas expostas e a fase estaciondria, sendo a reten¢do influenciada pelas condigdes de
eluicdo, especialmente pelo gradiente de sal. Assim, variagdes nesse gradiente podem alterar o
perfil de separacdo e o rendimento das fracdes obtidas. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a dessalinizacao por cromatografia de exclusao molecular, técnica que promove a
separacao das moléculas de acordo com seu tamanho, permitindo a remocao de sais e a troca
de tampdo, etapas essenciais para preservar a integridade das proteinas e viabilizar sua
utilizagdo nas andlises subsequentes (SCOPES, 1994).

Conforme observado na Figura 3, as subfracoes ASB2C1d e A5SB2C2d apresentaram
bandas predominantes entre 30 e 20 kDa em condi¢des nao redutoras e bandas entre 20 e 14
kDa ap6s a redugdo. Na técnica de SDS-PAGE, a adi¢do de agentes redutores promove a ruptura
das pontes dissulfeto, levando a dissociacdo de proteinas multiméricas em suas subunidades e

alterando sua mobilidade eletroforética, o que permite estimar a massa molecular das cadeias
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polipeptidicas individuais (LAEMMLI, 1970). O perfil observado ¢ compativel com o descrito
para lectinas do tipo C, especificamente a Baltetina isolada de B. alternatus (PEREIRA et al.,
2021; ZENG et al., 2024). De forma semelhante ao perfil proteico das fragdes analisadas neste
trabalho, a Baltetina apresenta estrutura heterodimérica estabilizada por pontes dissulfeto,
migrando em torno de 25 kDa em condi¢des ndo redutoras e aproximadamente 15 kDa apos
reducdo (PEREIRA et al., 2021). Assim, embora o perfil eletroforético seja compativel com
essa familia de proteinas ele ndo ¢ suficiente para confirmar sua identidade, sendo necessarias
analises bioquimicas complementares, como determinagdo da atividade enzimatica, ponto
isoelétrico e espectrometria de massas, para sua caracterizagao definitiva.

Nos ensaios de viabilidade celular, a interpretacdo dos resultados considerou os critérios
estabelecidos pela ISO 10993-5, segundo os quais reduc¢des da viabilidade celular inferiores a
30% nao sao consideradas indicativas de citotoxicidade relevante, sendo necessaria uma
viabilidade celular inferior a 70% para caracterizagdo de um efeito citotoxico significativo
(RAMAKRISHNAN; DALY, 2026). Sob essa perspectiva, a pegonha bruta promoveu reducao
significativa da viabilidade celular da linhagem PNT-2 nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL,
enquanto ndo foram observadas diferengas estatisticas na linhagem PC-3. Entretanto, embora
tenha ocorrido diferenca estatistica em PNT-2, os valores de viabilidade celular permaneceram
acima do limite estabelecido pela norma, indicando auséncia de citotoxicidade relevante nas
condi¢des experimentais empregadas. Além disso, a auséncia de diferencas estatisticas em PC-
3 demonstra que a peconha bruta ndo apresentou atividade citotdxica seletiva sobre a linhagem
tumoral.

Takayasu et al. (2023) demonstraram que peconhas de diferentes espécies de Bothrops
apresentam respostas biologicas distintas entre linhagens celulares, evidenciando que a
atividade citotoxica depende da composi¢do da peconha e das caracteristicas das células-alvo.
Esse resultado ¢ particularmente interessante por evidenciar diferengas de resposta entre as
linhagens PNT-2 e PC-3, reforcando que diferentes componentes presentes na peconha podem
interagir de forma distinta com cada tipo celular e destacando a necessidade de isolamento de
toxinas individuais para identificacio de moléculas com potencial antitumoral seletivo
(GIRIBALDI et al., 2021).

As subfragcdoes ASB2C1d e A5SB2C2d apresentaram comportamento semelhante quanto
a auséncia de atividade citotoxica significativa sobre a linhagem tumoral PC-3, porém diferiram
quanto a intensidade do efeito observado na linhagem PNT-2. A subfracao ASB2C1d apresentou
reducgdo significativa da viabilidade celular a partir da concentragao de 3,125 pg/mL, enquanto

a A5SB2C2d apresentou efeito significativo a partir de 6,25 pg/mL, indicando maior reducao da
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viabilidade celular promovida pela ASB2C1d sobre a linhagem ndo tumoral. Entretanto, assim
como observado para a pegonha bruta, ambas as subfracdes mantiveram a viabilidade celular
acima de 70%, nao caracterizando citotoxicidade relevante de acordo com os critérios da ISO
10993-5. Em PC-3, embora a concentragao de 6,25 ug/mL da ASB2C1d tenha apresentado a
menor viabilidade celular (88,59%), ndo foram observadas diferengas significativas em relagao
ao controle (p > 0,05). Em contrapartida, a ASB2C2d nao apresentou efeito citotdoxico sobre
essa linhagem. Esses resultados sugerem que, embora ambas as subfracdes apresentem
atividade bioldgica sobre a linhagem PNT-2, nenhuma demonstrou seletividade citotoxica para
a linhagem tumoral PC-3 nas condi¢gdes avaliadas. A diferenca de atividade observada entre as
subfragdes pode estar relacionada a presenga de proteinas estruturalmente semelhantes ou de
diferentes isoformas, uma vez que pequenas variagdes estruturais podem modificar a atividade
bioldgica e sua interacdo com distintos tipos celulares (HIU; YAP, 2020; DIAS et al., 2023).
Pereira et al. (2021) caracterizaram a Baltetina, uma lectina do tipo C isolada da peconha
de B. alternatus, cuja principal atividade descrita foi a inibi¢ao da agregacao plaquetdria, sem
evidéncias de citotoxicidade. Considerando a semelhanca dos perfis eletroforéticos observados
neste estudo, a presenga da Baltetina ou de proteinas estruturalmente relacionadas constitui uma
hipotese plausivel para explicar o comportamento biologico semelhante das subfragdes, embora
essa hipotese dependa de analises complementares para sua confirmacao. Além disso, Offor e
Piater (2024) destacam que as atividades biologicas das lectinas derivadas de pegonhas variam
conforme sua estrutura e o tipo celular avaliado, podendo incluir efeitos distintos da
citotoxicidade. Dessa forma, a atividade limitada observada nas condigdes experimentais deste
estudo ndo exclui o potencial bioloégico das subfragdes ASB2C1d e A5B2C2d. Estudos
adicionais, incluindo espectrometria de massas, ensaios in vitro com diferentes linhagens
celulares e a dosagem de metabolitos indicadores de dano celular, sdo importantes para
identificar as moléculas bioativas presentes na pegonha e nas fragdes analisadas, bem como

investigar seus mecanismos de agao.

6. Conclusao

Os resultados obtidos permitiram o isolamento e a caracterizacdo bioquimica parcial de
subfracoes da pegonha de B. alternatus, contribuindo para o conhecimento sobre sua
composi¢do e propriedades enzimaticas. As andlises cromatograficas, eletroforéticas e
enzimaticas forneceram informagdes relevantes para a caracterizacdo dessas subfracdes e para

a continuidade de estudos envolvendo seus componentes bioativos.
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Nas condigdes experimentais empregadas, a peconha bruta e as subfracdes ASB2C1d e
A5B2C2d nao apresentaram atividade citotoxica seletiva sobre a linhagem tumoral PC-3.
Entretanto, a peconha bruta e as subfragdes reduziram significativamente a viabilidade celular
da linhagem nao tumoral PNT-2, sendo a A5SB2C1d responsavel pela maior redugao observada.
Embora os resultados ndo evidenciem potencial antitumoral seletivo para as amostras avaliadas,
eles reforcam a necessidade de estudos futuros voltados a identificacdo das proteinas presentes
nas subfracdes, a elucidacao de seus mecanismos de a¢ao e a avaliacdo em outros modelos

experimentais.
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