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RESUMO

As pecgonhas de serpentes constituem uma fonte rica de proteinas e peptideos com
diversas atividades biologicas, muitas das quais tém sido exploradas como biomoléculas com
potencial terapéutico. Neste estudo, a proteina BthTX-I, uma enzima homologa a fosfolipase
A isolada da peconha de Bothrops jararacussu, foi purificada por cromatografia de troca
cationica em CM-Sepharose Fast Flow. Posteriormente, seus efeitos citotoxicos e
antimetastaticos foram avaliados em células de adenocarcinoma pulmonar de células nao
pequenas (A549), utilizando células epiteliais pulmonares ndo tumorais (BEAS-2B) como
controle. A citotoxicidade da BthTX-I foi inicialmente avaliada por meio dos ensaios de MTT,
liberacdo de LDH e clonogenicidade. No ensaio de MTT, observou-se redugao significativa da
viabilidade de ambas as linhagens em concentragdes superiores a 1,56 pg/mL (Indice de
Seletividade (IS) = 0,425). J& no ensaio de liberagcdo de LDH, a BthTX-I promoveu maiores
danos de membrana nas células A549 em comparagdo as células BEAS-2B na menor
concentracdo avaliada (0,39 pg/mL). De maneira semelhante, o ensaio de clonogenicidade
revelou redugdo significativa da capacidade proliferativa das células A549 na concentragdo de
0,39 pg/mL, sem efeitos nas células da linhagem BEAS-2B. Interessantemente, a BthTX-I
causou um leve efeito inibitorio sobre a adesdo celular em todas concentragdes e linhagens
avaliadas. Por fim, o potencial antimetastético foi investigado por meio dos ensaios de migragao
celular por Wound Healing e Transwell, nos quais foi observada inibig¢do significativa da
migracao das células A549 na menor concentragdo testada (0,39 pg/mL), indicando efeito
seletivo sobre a linhagem tumoral. Em conjunto, os resultados demonstram que a BthTX-I
apresenta potencial antitumoral contra células de adenocarcinoma pulmonar, promovendo
reducdo da viabilidade, proliferacio e migragdo celular de forma seletiva em baixas

concentracoes.

Palavras-chave: Fosfolipases Az; pegonhas de serpentes; citotoxicidade; A549.



ABSTRACT

Snake venoms constitute a rich source of proteins and peptides with diverse biological
activities, many of which have been explored as biomolecules with potential therapeutic
applications. In this study, the protein BthTX-I, a phospholipase A:-like enzyme isolated from
the venom of Bothrops jararacussu, was purified by cation-exchange chromatography using
CM-Sepharose Fast Flow. Subsequently, its cytotoxic and antimetastatic effects were evaluated
in non-small cell lung adenocarcinoma cells (A549), using non-tumor lung epithelial cells
(BEAS-2B) as a control. The cytotoxicity of BthTX-I was initially assessed using MTT, LDH
release, and clonogenic assays. In the MTT assay, a significant reduction in cell viability was
observed in both cell lines at concentrations above 1.56 pg/mL (Selectivity index (SI) = 0.425).
In contrast, the LDH release assay showed that BthTX-I induced greater membrane damage in
A549 cells compared to BEAS-2B cells at the lowest concentration tested (0.39 pg/mL).
Similarly, the clonogenic assay revealed a significant reduction in the proliferative capacity of
A549 cells at 0.39 ng/mL, with no significant effects observed in BEAS-2B cells. Interestingly,
BthTX-I caused a slight inhibitory effect on cell adhesion at all tested concentrations in both
cell lines. Finally, the antimetastatic potential was investigated through cell migration assays
(Wound Healing and Transwell), in which a significant inhibition of A549 cell migration was
observed at the lowest tested concentration (0.39 pg/mL), indicating a selective effect on the
tumor cell line. Taken together, these results demonstrate that BthTX-I exhibits antitumor
potential against lung adenocarcinoma cells by reducing cell viability, proliferation, and

migration in a selective manner at low concentrations.

Keywords: Phospholipase A»; snake venom; cytotoxicity; A549.



1. INTRODUCAO

1.1 CANCER DE PULMAO: EPIDEMIOLOGIA, FATORES DE RISCO E
DIAGNOSTICO

O cancer constitui atualmente um dos maiores desafios para a satide publica mundial,
devido a sua elevada incidéncia e mortalidade. Segundo dados da Agéncia Internacional para
Pesquisa do Cancer (IARC), em sua estimativa mais recente, realizada em 2022, o nimero de
novos casos de cancer no mundo aproximou-se de 20 milhdes, e mais de 9,7 milhdes de pessoas

morreram em decorréncia da doenga (Bray et al., 2024).

No Brasil, a estimativa feita pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA) para o triénio de
2026-2028 ¢ de 581 mil novos casos — excluindo os tumores de pele ndo melanoma, que
possuem alta incidéncia e baixa letalidade (INCA, 2026). Dos 33 tipos de cancer listados pela
IARC, o cancer de pulmao é o mais incidente e letal, com quase 2 milhdes de casos (13,2% do

total) e mais de 1,8 milhdo de vitimas no mundo em 2022 (Bray ef al., 2024).

O cancer de pulmio, segundo dados estimados em 2023 no Brasil pelo INCA, ¢ a
terceira neoplasia mais incidente em homens (7,5%) — atras dos canceres de prostata, colon e
reto — e quarta em mulheres (6,0%) — atras dos canceres de mama, colon e reto e colo do utero;
ainda assim, foi a segunda mais letal em ambos os sexos em dados de 2021, registrando 16 mil
mortes entre os homens (13,2%) — apenas 0,3% atras da mortalidade do cancer de prostata — e

13 mil em mulheres (11,7%), aproximadamente (INCA, 2026).

O tabagismo ¢ a principal causa prevenivel da doenca, responsavel por mais de 80% dos
casos de cancer de pulmao no Ocidente (Thandra et al., 2021). Segundo estimativas da
Organizacao Mundial de Saude (OMS) de 2025, cerca de 1,3 bilhdo de pessoas no mundo — o
que corresponde a aproximadamente 16% da populacdo global — utilizam produtos derivados
do tabaco. Estudos epidemiologicos indicam que o consumo continuo dessas substancias esta
associado a elevada mortalidade, sendo responsdvel por mais da metade das mortes entre

individuos que mantém o habito de fumar ao longo da vida (Thandra et al., 2021; OMS, 2025).

Fatores ambientais também contribuem para os casos desta neoplasia, como a exposicao
ao radonio, gas radioativo de origem natural — resultante da degradagdo do uranio presente no
solo e em rochas — que pode se acumular em residéncias. A exposi¢ao cronica a esse gas
constitui uma importante causa de cancer de pulmao no mundo e a principal entre individuos

que ndo apresentam histérico de tabagismo (OMS, 2023; Cheng et al., 2021; Rodriguez-
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Martinez et al., 2018).

Portadores da Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) também estdo mais
suscetiveis a desenvolver a neoplasia (Leiter et al.., 2023). Obeng-Nyarkoh et al. (2025)
concluiram, em sua meta-analise dos casos de adultos com DPOC nos Estados Unidos da
América — registrados em artigos até julho de 2024 —, que os individuos que possuem histdrico
de tabagismo e enfisema t€ém maior indice de incidéncia e mortalidade de cancer de pulmao,
independentemente de sexo e etnia. Ademais, infecgdes causadoras de cancer, como por
Papilomavirus Humano e hepatite representam 30% dos casos de cancer em paises de baixa e

média-baixa renda (OMS; 2025).

O cancer de pulmao ¢ classificado em dois subtipos histologicos primarios: cancer de
pulmdo de células pequenas e de células ndo pequenas. O Gltimo ¢ o subtipo mais comum,
representando aproximadamente 85% das neoplasias de pulmao no mundo (Hendriks ef al.,
2024; OMS, 2023). O carcinoma pulmonar de células ndo pequenas (CPCNP) ¢ ainda dividido
em outros trés principais subtipos histologicos, distinguidos pela aparéncia histologica das
células: adenocarcinoma, originado nas glandulas mucosas; carcinoma de células escamosas,
originado no epitélio escamoso das vias aéreas; e o carcinoma de grandes células, originado de

diversas células indiferenciadas do epitélio pulmonar (Hendriks ef al., 2024).

O diagnodstico desta neoplasia ¢ feito a partir de exames como a Tomografia
Computadorizada, Ressonincia Magnética, Radiografia de torax (Heidari et al., 2023), entre
outros, complementados com exames ndo invasivos como o PET-SCAN, que indicam o
estadiamento do céancer. Algumas técnicas de detec¢do da doenca com imagens utilizando
Inteligéncia Artificial estdo em desenvolvimento e vém gerando resultados, melhorando a
eficiéncia da detecgdo, andlise histopatologica e categorizagdo por meio da chamada Deep
Learning (Aprendizagem Profunda) (Heidari et al., 2023). Os avangos nos métodos
diagnosticos para o cancer se mostram de alta importancia, ja que as taxas de sobrevida de cinco

anos para a detec¢ao em estagios iniciais sobem de 18% para 56% (INCA, 2022).

1.2 ETIOLOGIA DO CANCER: BASES MOLECULARES COM ENFASE NA
METASTASE

Cancer ¢ o nome genérico dado a um grupo de doengas caracterizadas pelo crescimento
anormal e desordenado de células (OMS, 2025), formando uma massa de células cancerosas

chamada de tumor. O surgimento de uma célula neoplésica (do grego: neo- + -plasis = novo
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crescimento) se da principalmente por alteragdes ndo reparadas em seu material genético,
oriundas do abuso de substancias toxicas como o cigarro, exposi¢ao a carcindgenos ou mesmo
de condigdes genéticas, principalmente em proto-oncogenes, causando o comprometimento do

controle do crescimento celular (Hanahan; Weinberg, 2000; Hanahan, 2026).

A oncogénese, processo de formacgdo do tumor, ¢ geralmente demorada, passando por
trés estagios principais (Figura 1A). A inicia¢do, em que fatores externos — como radiagdo UV
solar e metais pesados (Jomova et al., 2025) — ou internos — falhas na duplicacdo do material
genético na replicagao celular, por exemplo — alteram o material genético celular, ativando um
perfil altamente replicativo (Hanahan, 2026). Em seguida, a promog¢ao, em que ha a acdo dos
agentes oncopromotores na célula ja alterada, os quais aumentam o metabolismo celular — como
0 mitocondrial, para suprir a demanda energética — e evitam sinais de morte. E por fim, a
progressdo, estdgio de multiplicacdo desordenada e irreversivel das células cancerosas,
resultando em uma massa de células que podem comprometer as fungdes do tecido em que esta

instalada (Brasil, Ministério da Saude; INCA, 2020).

Os tumores podem surgir em qualquer local do corpo e sdo classificados como benignos
ou malignos (Figura 1B). O primeiro ¢ formado por células bem diferenciadas — como as do
tecido original —, expande-se de forma organizada, com limites bem definidos e ¢ limitado ao
crescimento local, podendo comprometer o funcionamento de 6érgaos proximos ou dos quais
foi originado (Boutry et al., 2022; Ministério da Saade, 2024; INCA, 2020). J4 o segundo ¢
caracteristico do cancer, ¢ formado por células indiferenciadas — diferentes do tecido original —
, muitas vezes sem fung¢do e tém a capacidade de invadir outros tecidos. Ao deslocar-se para a
corrente sanguinea, pode ser carreado para outras partes do corpo, ocasionando a metastase
(Figura 1C): surgimento de tumor em local diferente do original, sendo a manifestagdo mais
letal do cancer (Ministério da Saude, 2024; INCA, 2020; Gerstberger et al., 2023). A metéstase
tumoral estd presente em canceres em estagios avangados, tem mau progndstico e € a causa

primaria das mortes por neoplasias (OMS, 2025).

Por surgirem de defeitos no sistema de regulagdo de homeostase e proliferagdo das
células, variados tipos celulares podem se tornar cancerigenos. Por essa razao, existem centenas
de tipos e subtipos de cancer, que se diferenciam pelo 6rgao de origem e pela natureza celular,
como os carcinomas (gerados a partir de células epiteliais), sarcomas (tecido mesenquimal) e
linfomas (linfocitos) (Hanahan; Weinberg, 2000; Hanahan, 2026; U.S. National Cancer
Institute, 2026).
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Figura 1: Formacio e progressao do cancer. (A) Estagios da formagdo de tumores. (B) Tipos de tumores. (C) Representagdo da formagao
de metastases. Fonte: Instituto Nacional do Cancer (Brasil), 2011.

Hanahan e Weinberg, 2000, inauguraram um dos conceitos contemporaneos mais
influentes da biologia do cancer ao proporem o modelo conhecido como “The Hallmarks of
Cancer” (Figura 2). Em seu trabalho, os pesquisadores descreveram 6 marcas fundamentais
presentes em células cancerigenas, que foram atualizadas ao longo dos anos 2000. Em seu
ultimo artigo publicado em 2026, Douglas Hanahan apresentou 9 marcas do cancer, sendo elas:
Resisténcia a morte celular programada, inativagdo de supressores de crescimento, sustentagao
de sinais de proliferacdo, estabelecimento de imortalidade replicativa, desregulagdo do
metabolismo celular, induzir e acessar vasos sanguineos, desbloqueio de plasticidade

fenotipica, evasdo da resposta imune e ativacao de invasao e metéstase (Hanahan, 2026).

Nesse contexto, nota-se que o surgimento € a manutencdo dessas caracteristicas
dependem de um sistema responsavel por modular o comportamento celular. O principal agente

indutor desses processos ¢ o Microambiente Tumoral (MT), um sistema dindmico composto
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Figura 2: “Hallmarks of Cancer”. Fonte: Hanahan, 2026.

pela Matriz Extracelular (ME), células estromais (como fibroblastos), células do sistema
imunoldgico (células T, B, células Natural Killer (NK), etc.), além de diferentes citocinas e
quimiocinas (como I1-4, IL-10 e IL-13), que induzem macréfagos a fendtipos pro-tumorais.
Esses componentes podem restringir ou promover a progressao tumoral, com a tendéncia de
favorecer o crescimento do tumor ao longo do desenvolvimento da neoplasia (Arner; Rathmell,

2023; Tian et al., 2022; Gerstberger et al., 2023).

O MT apresenta heterogeneidade espacial, principalmente em relagdo a disponibilidade
de nutrientes, composi¢do da ME, perfil de citocinas, entre outros fatores. Essa diversidade de
condigdes microambientais fornece estimulos distintos para diferentes regides do tumor,
atuando como fator determinante para a inducgdo da plasticidade celular e para o aumento da
heterogeneidade intratumoral. Assim, tais estimulos promovem diferentes programas de
modulagdo celular, resultando em multiplos fenotipos tumorais coexistentes (Arner; Rathmell,

2023; Tian et al., 2022; Gerstberger et al., 2023).

A plasticidade celular ¢ um elemento chave para a malignidade tumoral, pois representa
a capacidade da célula cancerigena de adaptar seu fendtipo a situagdes de estresse ou ao
ambiente multiplas vezes. A plasticidade celular ndo promove alteragdes genotipicas, mas
fenotipicas, em que as células reprogramam sua expressao génica € seu metabolismo para

superar determinadas barreiras. Um tumor agressivo frequentemente ¢ um tumor heterogéneo,
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pois sua populacdo celular estd muito mais propensa a adquirir caracteristicas de mobilidade
(potencial metastatico), resisténcia ao sistema imunoldgico ou terapias antineopldsicas e
estados adaptativos semelhantes aos de células-tronco (“stem-like) através de modificacdes
epigenéticas — como modulacao de cromatina, metilagdo ou acetilagao de histonas e promotores

génicos etc. (Gerstberger et al., 2023).

Como consequéncia da plasticidade tumoral, subpopula¢des celulares podem adquirir
caracteristicas como a perda de sua polaridade e ativagao da repressao de genes codificadores
de moléculas de adesdo. Estas alteragdes garantem maior mobilidade celular, determinando um
fen6tipo migratorio e invasivo, culminando no processo chamado de Transi¢do Epitélio-
Mesenquimal (TEM) (Figura 3) (Gerstberger et al., 2023; Hanahan; Weinberg, 2000; Hanahan,
2026). A partir desta translocacdo, as células tumorais tornam-se aptas a invadir tecidos
adjacentes, atingir vasos sanguineos ou linfaticos, e disseminar-se para diferentes partes do
organismo, no processo denominado de metastase. Na circulacdo, as células podem transitar
isoladas ou em “clusters” formados por plaquetas, neutrofilos ou outros componentes que
contribuem para a evasdo do sistema imunologico, dificultando sua eliminacdo e aumentando

o potencial metastatico (Gerstberger ef al., 2023).

A TEM ¢ o primeiro processo crucial para a formacdo de metéstases, estando
diretamente relacionada ao processo de intravasao das células tumorais na circula¢io sanguinea
ou linfatica. Para que o tumor seja apto a “colonizar” outros tecidos, ¢ necessaria também a
extravasdo, ou seja, a saida da circulagdo para o tecido mesenquimal (Arner; Rathmell, 2023;

Quail; Joyce, 2013).

Em suma, a metastase ¢ um processo lento e ineficiente que depende de inumeros
processos para prosperar, pesquisas como as de Quail e Joyce, 2013, indicam que
aproximadamente 0,01% das células intravasadas tem éxito no estabelecimento de um tumor
secundario. Além dos supracitados, tumores necessitam modular a formacdo de vasos
sanguineos (angiogénese) a fim de obter nutrientes, oxigénio, entre outros recursos para se
desenvolver. Também, por meio de processos como liberagdo de citocinas imunossupressoras
e recrutamento de células imunes, as massas carcinogénicas modulam negativamente a resposta
imunolégica, evadindo-o para que ndo seja destruido e possa se espalhar para 6rgaos distantes
(Quail; Joyce, 2013; Galassi et al., 2024; Arner; Rathmell, 2023). Nesse viés, a metastase surge
como o resultado de um processo multifacetado e altamente complexo de adaptagdo celular,
reforgando a necessidade de abordagens terapéuticas e estratégias biotecnoldgicas igualmente

sofisticadas para mitigar a letalidade associada as neoplasias malignas.
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Figura 3: Transi¢io epitélio-mesenquimal. Adaptada de Kalluri; Weinberg, 2009.

1.3 TRATAMENTOS ATUAIS E LIMITACOES

O tratamento para canceres no geral utiliza uma ou mais técnicas combinadas. Para o
tratamento do CPCNP em estagios iniciais, I ou II, ¢ realizada a resseccdo cirtrgica do tumor e
arealizagdo de técnicas adjuvantes, a fim de eliminar as células tumorais remanescentes. Ja nos
estagios avangados, III ou IV, a abordagem muda para quimioterapia ou radioterapia (Li ef al.,
2023). Para leucemias ou linfomas, € feito o transplante de medula 6ssea (INCA, 2023). Apesar
de muitas vezes serem eficazes, esses tratamentos trazem efeitos adversos, como ndusea,
anemia, leucopenia e trombocitopenia, severos sintomas colaterais na radioterapia como fibrose

pulmonar e sangramento ginecoldgico, entre outros (INCA, 2023).

Estudos feitos pelo Observatério de Oncologia em 2025 mostraram que 0s gastos
publicos do governo brasileiro com tratamento do cancer em 2024 chegaram a 27 bilhdes de
reais, incluindo custos com procedimentos ambulatoriais e hospitalares — que também incluem
tratamentos e cirurgias oncologicas (Simao, 2025). Esse nimero demonstra o esfor¢o

demandado do sistema publico de satide para combater a doenga.

Por essas razdes, novas abordagens terapéuticas vém sendo estudadas ao longo dos anos
e houve avancos significativos, principalmente no ambito das terapias direcionadas as células
cancerigenas.  Estratégias  nanobiotecnoldgicas, em que particulas construidas
nanometricamente de materiais diversos — como lipideos (lipossomas), ouro, 6xidos de ferro,
entre outros — exploram mecanismos para carrear agentes terapéuticos —como mRNAs, siRNAs
e agentes quimioterapicos — diretamente aos tumores, aumentando a eficacia do tratamento ao
evitar degradagdo prévia no organismo, mitigar efeitos adversos por falta de seletividade, entre
outras vantagens (Zong et al., 2023; Liet al., 2023). Um exemplo sdo as nanoparticulas lipidicas
(NPL), um sistema efetivo de entrega de drogas em canceres de pulmao, pois podem atravessar

a barreira biologica do pulmdo. NPL associadas com RNAs de interferéncia, por exemplo,
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foram capazes de reduzir o crescimento de xenoenxertos derivados de pacientes com cancer de

pulmao ao bloquear a via PIK3R2-AKT (Li et al., 2023).

Terapias moleculares-alvo também se destacam por inibirem vias oncogénicas
especificas — como as do receptor do fator de crescimento epidérmico, que ativa vias de
proliferagdo celular e sobrevivéncia em CPCNP — mas que possuem limitagdes devido a
heterogeneidade tumoral e ao surgimento de mutagdes — como a mutagdo secundaria do gene
T790M, comumente observada nesses tratamentos em pacientes com CPCNP —, tornando
necessaria a combinagao de estratégias — como a inibi¢ao de vias secundarias ou até com outras

metodologias (Liu et al., 2021; Li et al., 2023).

A imunoterapia revela uma ampla gama de estratégias de combate ao cancer. O
desenvolvimento de drogas baseadas em anticorpos tem possibilitado intervengdes mais
especificas sobre alvos tumorais. Anticorpos monoclonais podem atuar como bloqueadores de
checkpoints imunolédgicos, como o PD-1 presente em linfocitos T e seu ligante PD-L1,
frequentemente superexpresso em células tumorais. A interagdo entre essas moléculas ativa vias
celulares que inibem a proliferacao e a atividade citotoxica das células T, promovendo a evasao
do sistema imunologico pelas células cancerigenas. O bloqueio dessa interacdo impede a
transmissao do sinal supressor e restaura a fun¢do dos linfocitos T contra as células neoplasicas
(Jiang et al., 2019; Liu et al., 2021). Esses anticorpos também podem ser conjugados com
drogas, unindo a alta especificidade e afinidade do anticorpo ao efeito citotoxico de seus
conjugados, evitando toxicidade sistémica e garantindo maior eficiéncia no combate as células

tumorais (Liu ef al., 2021).

Nesse contexto, o estudo voltado ao desenvolvimento de novas técnicas para o combate
ao cancer ¢ imprescindivel para contornar os desafios impostos principalmente pela
heterogeneidade tumoral. Além disso, a busca pela seletividade e especificidade se mostra
importante para evitar efeitos toxicos sistémicos. Nesse viés, moléculas naturais — derivadas de
plantas e animais — detém potencial como agentes eficazes e pouco toxicos, podendo ser usados

em combinacao com técnicas ja utilizadas no tratamento do cancer (Sauter, 2020).

1.4 PECONHAS DE SERPENTES COMO FONTE DE BIOMOLECULAS

As pegonhas de serpentes sdo compostas por diversas proteinas que representam de 90
a 95% do seu peso bruto, possuindo carater enzimatico e/ou toxicoldgico (Offor; Piater, 2023;

Waheed et al., 2017). Essas peconhas contém uma ampla gama de proteinas e peptideos
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encontrados em diferentes combinagdes e concentragdes que, agindo sinergicamente, causam
danos locais e sist€émicos em suas vitimas (Estevao-Costa et al., 2018). Cada espécie possui
uma composicao proteica unica em sua pegonha, determinada pela sua idade, sexo, localizagao
geografica, habitos e ambiente. O real poder dessa variedade mora na capacidade que uma unica
peconha tem de gerar diferentes efeitos tdxicos a vitima, classificados em citotoxicos,

hemotodxicos e neurotdxicos (Waheed et al., 2017).

As pecgonhas de serpentes do género Bothrops sao conhecidas por causarem diversos
efeitos no local da picada em suas vitimas, como miotoxicidade, hemorragia, necrose, edema,
dor e inflamagdo (Aguiar et al., 2020; Wanderley et al., 2014). As picadas de serpentes desse
género desencadeiam a liberagdo de mediadores inflamatoérios como bradicinina, histamina e
serotonina, que atuam diretamente na ativacdo e sensibilizacdo de nociceptores. Esses
mediadores promovem inflamagao local e facilitam a transmissao dos estimulos nociceptivos,
contribuindo para o desenvolvimento da hiperalgesia observada nos envenenamentos
botropicos (Cavalcante ef al., 2021). De acordo com Wanderley et al. (2014), a inflamagao esta
diretamente relacionada, embora ndo seja a Unica causa, a formacdo de edemas na regido da

inoculagdo da pegonha.

Apesar dos efeitos toxicos amplamente conhecidos, as toxinas de pegonhas de serpente
exibem uma variedade de efeitos notaveis, incluindo atividades antimicrobianas (Samy et al.,
2023; Muttiah; Hanafiah, 2025), antivirais (Hboub et al., 2024), antiparasitarias (de Moura et
al., 2022) e antitumorais (Offor et al., 2023; Guo et al., 2024; Almeida et al., 2025). Essas
caracteristicas tém despertado o interesse de muitos grupos de pesquisas em explorar
profundamente a relagcdo estrutura-fungdo dessas moléculas bioativas, com foco em seu

potencial terapéutico.

Com o aprimoramento das técnicas de separacdo e purificacdo de proteinas tornou-se
possivel isolar diferentes componentes de peconhas de serpente, permitindo caracteriza-las e
estudar suas propriedades singulares. Os principais tipos de proteinas presentes nas pegonhas
botrdpicas sdo: acetilcolinesterases, L-aminoacido oxidases (LAAOQO), catalases, hialuronidases,
desintegrinas, proteinases e fosfolipases Az (PLA») (Offor; Piater, 2023; Waheed et al., 2017).
Dentre estas, as PLA; se destacam por sua abundancia e por estarem frequentemente associadas
a miotoxicidade, a indugdo de inflamagao e formagao de edema, recrutamento de leucocitos e
hiperalgesia (Moreira ef al., 2011; Zuntini et al., 2023; Aguiar et al., 2020; Cavalcante et al.,
2021). Além disso, essas enzimas sdo amplamente estudadas como agentes terapéuticos contra

diversas doengas, sejam elas parasitarias (Grabner et al, 2017; Rodrigues et al., 2019),
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microbianas (Samy et al., 2012), virais (Teixeira et al., 2020; Santos et al., 2021) ou neoplasicas
(Azevedo et al., 2019; Polloni et al., 2021; Almeida et al., 2023; Santos et al., 2024; Marques
et al.,2025).

1.5 FOSFOLIPASES A: DE PECONHAS OFIDICAS COM ATIVIDADE
ANTITUMORAL

Um dos componentes singulares das pegonhas de serpente sao as Fosfolipases A». Essas
enzimas fazem parte da familia de fosfolipases, que sdao divididas em 5 subgrupos (A1, Az, B,
C ou D) de acordo com a posicao em que realizam a hidrdlise de glicerofosfolipideos (Figura
4). Enzimas do grupo A so acil-hidrolases e catalisam a quebra de ligagdes éster na posi¢ao
sn-2, liberando 4cidos graxos — principalmente o Acido Araquidonico (AA) — e
lisofosfolipideos (Aloulou ef al., 2018; Sampat ef al., 2023). Ainda, as PLA; sdo classificadas
de acordo com sua origem ou funcdo: Fosfolipases A citosolicas (cPLA?), Fosfolipases A
secretadas (sPLA), Fosfolipases Aj-independetes de Calcio (iPLAz), Fosfolipases A:
lisossomais, Fosfolipases A» adiposas e Acetil-hidrolases 2 do fator de ativagdo plaquetaria
(PAF-AH») (Aloulou et al., 2018). As Fosfolipases A> de peconhas de serpente (svPLA>) sdo
classificadas como PLA; secretadas e subdivididas entre dois grupos, a partir da familia de
serpentes que foram isoladas: Grupo I, encontradas em membros das familias Elapidae e

Colubridae; e Grupo II, enzimas das serpentes da familia Viperidae (Sampat et al., 2023).

Por serem enzimas, as PLA> possuem sitio catalitico responsavel pela sua agao lipolitica,
e nesse sitio encontra-se, de maneira essencial, o ion célcio (Ca®"), cuja presenga é indispensavel
para a estabilizagdao do complexo enzima substrato (Figura 5) e para a clivagem da ligacao éster.
Em algumas isoformas, podem estar associados outros ions divalentes, como os de zinco (Zn*")
ou magnésio (Mg?") que atuam na estabilizacdo estrutural ou na modulagio da atividade

enzimatica (Santos ef al., 2024).

Existem dois grupos principais de svPLA: descritas nas peconhas botropicas: as
variantes Asp-49 e Lys-49. As svPLA> Asp-49 apresentam 4acido aspartico na posi¢ao 49,
caracteristica que propicia sua atividade catalitica dependente de Ca’*. Essas enzimas
hidrolisam fosfolipidios de membrana, liberando AA, que atua como precursor para a sintese
de eicosanoides, como prostaglandinas e leucotrienos, importantes mediadores inflamatorios.
Além disso, svPLA> podem exercer efeitos neurotoxicos ao interferirem na membrana pré-

sinaptica, alterando a liberagdo de neurotransmissores e contribuindo para bloqueio
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Figura 4: Posicdes de hidrolise de glicerofosfolipideos de diferentes tipos de fosfolﬁ)ases A,. Fonte: Aloulou et al., 2018.
neuromuscular. As svPLA, homologas Lys-49 possuem estrutura semelhante as svPLA> Asp-
49, porém contém uma Lisina na posi¢do 49, o que impossibilita a ligacdo dos ions catidnicos
ao sitio ativo e inibe sua atividade catalitica (Santos et al., 2024; Ward et al., 2002). Nao

obstante, as svPLA> homologas Lys-49 agem por perturbagdo da membrana celular por vias

Ca’"-independentes e também possuem atividade miotdxica (Ward et al., 2002).

As svPLA> sao amplamente referenciadas na literatura e seu potencial ¢ notavel,
possuindo agdes antimicrobianas, antiparasitarias, antitumorais, além de possivel aplicagdo no
tratamento de doengas, como as cardiovasculares. O estudo de Frangieh ez al. (2021) descreve
que determinadas svPLA> podem contribuir para efeitos hipotensivos sistémicos. Esse
mecanismo estd associado a indugdo da liberagdo de histamina por mastdcitos, que atua
predominantemente sobre receptores HI1, promovendo vasodilatagio e aumento da
permeabilidade vascular. A atividade bactericida das svPLA;, especialmente contra bactérias
Gram-positivas, ¢ revisada por Samy et al. (2012). Segundo os autores, as PLA> e seus
peptideos derivados da por¢do C-terminal (residuos 115-129) apresentam potente acao
antimicrobiana. Entre as hipdteses para a origem do efeito bactericida estdo a “despolarizagao
fatal” da membrana bacteriana, a formacdo de poros fisicos, a alteracdo da distribuicdo de
lipideos na bicamada fosfolipidica e o dano a alvos intracelulares apos a internalizacdo da

proteina ou peptideo.

Ademais, diversos estudos demonstram a atividade antiparasitaria de svPLAz. A
BmatTX-IV, isolada de Bothrops mattogrossensis, apresentou ICso de 11,9 ug/mL para
Leishmania (Leishmania) infantum e 13,8 pg/mL para Trypanosoma cruzi, enquanto exibiu
menor citotoxicidade frente a fibroblastos murinos (ICso = 81,2 pg/mL), indicando boa

seletividade (Alfonso ef al., 2019). De modo semelhante, a BmajPLA>-II, isolada de Bothrops
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Figura 5: Representac¢iio do substrato (modelo de esferas) ligado a uma Fosfolipase A, (modelo de bastées) com o auxilio do ion cilcio
(representado em roxo). Fonte: Khan; Ilies, 2023.

marajoensis, apresentou atividade anti-Leishmania (7-29%) e contra 7. cruzi (3-31%) entre as
concentragdes de 6,25 ¢ 100 ug/mL, além de efeito antimalarico contra Plasmodium falciparum
(ICso = 6,41 ng/mL), com indice de seletividade aproximado de 23,4 em relagdo a linhagem
hepatica HepG2 (Grabner et al., 2017). Ainda, PLA> isoladas de Bothrops pauloensis e
Crotalus durissus terrificus apresentaram atividade anti-helmintica — género Strongyloides — e

antiviral — Chikungunya virus —, respectivamente (Rodrigues et al., 2019; Santos ef al., 2021).

Na tultima década, o potencial terapéutico das svPLA» vem sendo demonstrado nos mais
diversos ambitos, especialmente no tratamento de células cancerigenas (Azevedo et al., 2019;
Almeida et al., 2023; Santos et al., 2024; Marques et al., 2025). Azevedo e colaboradores
(2019) demonstraram os efeitos in vitro da atividade antitumoral da BthTX-II, PLA> Asp-49
isolada de peconha de Bothrops jararacussu, sobre células de cancer de mama (MDA-MB-
231), com reducao significativa da viabilidade celular, atingindo cerca de 50% de inibi¢ao nas
concentragdes mais altas (>100 pg/mL). A toxina também comprometeu a capacidade
migratéria em 57% e 50% nas concentragdes de 10 e 50 pg/mL, respectivamente, em relagao
as cé€lulas controle (linhagem MCF10A). Além disso, em ensaio de invasdo, a capacidade
invasiva das células tumorais foi reduzida, correspondendo a 60% e 92% nas respectivas
concentragdes avaliadas. Além disso, a toxina induziu morte celular por apoptose, evidenciada
pela modulacdo de proteinas reguladoras do ciclo celular e de marcadores associados a
integridade mitocondrial, indicando o possivel envolvimento da via intrinseca apoptoética.
Ademais, os experimentos indicaram menor impacto sobre células ndo tumorais utilizadas

como controle, apontando para um perfil de seletividade, fator imprescindivel na busca por
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novas terapias contra o cancer.

Estudos realizados com a Crotoxina (CrTX), a molécula pioneira de svPLA; isolada de
Crotalus durissus terrificus, revelaram o expressivo potencial biotecnoldgico dessa classe de
enzimas. A revisao de Almeida et al. (2023) lista uma ampla gama de efeitos citotoxicos dessa
toxina em diferentes linhagens de cancer — incluindo mama, pulmao e célon —, com destaque
para células que apresentam maior expressao do Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico
(EGFR), nas quais ha indicios de modulagao e fosforilagdo do receptor pela CrTX. Enquanto
alguns trabalhos relatam atividade pro-apoptotica da toxina em tumores de mama com receptor
de estrogénio positivo (RE+), pulmao e esdfago, por exemplo, outros estudos apontam agao
antiapoptotica e indutora de necrose na linhagem de cancer de mama triplo negativo (MDA-
MB-231) (Almeida et al., 2023; Marques et al., 2025). Essas evidéncias ressaltam tanto o
carater multifacetado da atividade antitumoral da toxina quanto a heterogeneidade metabodlica
das neoplasias, inclusive entre tumores originados no mesmo 6rgdo, mas com fendtipos

distintos.

Santos et al. (2024) mostraram os efeitos in vitro da atividade antitumoral da MjTX-II,
uma PLA; Lys-49 isolada da pegconha de Bothrops moojeni, no cancer de pulmdo —
especificamente na linhagem A549 —, reduzindo sua prolifera¢do, adesdo (55 e 64% nas
concentragdes de 20 e 40 pg/mL, respectivamente) e migracdo. Esses testes, exceto o de
migracao vertical Transwell, apresentaram seletividade quanto a linhagem saudavel de pulmao
BEAS-2B. Além disso, em testes com Células Endoteliais da Veia Umbilical Humana
(linhagem HUVEC), os tratamentos com a toxina reduziram a adesdo, migracdo e,
principalmente, a sua capacidade angiogénica, caracteristica fundamental no crescimento e

manuten¢do de massas cancerigenas.

Nesse contexto, compreende-se o potencial das svPLA; como candidatas a agentes
antitumorais, uma vez que podem exercer citotoxicidade seletiva sobre células tumorais, além
de atuar por multiplos mecanismos, como inducao de apoptose, necrose, modulacao do ciclo
celular, inibicdo da migracdo e da angiogénese, que interferem diretamente na progressao
tumoral e na formagao de metastases. Assim, torna-se fundamental ampliar os estudos acerca
dessas toxinas, isoladas de diferentes pegonhas de serpentes, a fim de elucidar seus mecanismos
moleculares, explorar sua seletividade e possibilitar o desenvolvimento de novas estratégias

terap€uticas no tratamento das neoplasias.
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1.6 BOTHROPSTOXINA-I DE Bothrops jararacussu

Figura 6: Serpente Bothrops jararacussu. Foto por Breno Hamdan. Fonte: Brazil; Lira-da-Silva, 2010.

A Bothrops jararacussu (Figura 6) pertence a familia Viperidae e pode ser encontrada
entre o sul da Bahia, norte de Santa Catarina e centro-sul do Mato Grosso, também em
territorios da Argentina, Paraguai e Bolivia (Brazil; Lira-da-Silva, 2010; Milani et al., 1997).
Esta ¢ a maior serpente brasileira de seu género, podendo atingir de 2,2 a 2,5 metros de
comprimento. E ainda a serpente com maior quantidade de peconha encontrada em suas
glandulas — chegando a até 1 grama de peso bruto (Brazil; Lira-da-Silva, 2010; Milani et al.,
1997).

A Bothropstoxina-I (BthTX-I— Figura 7A) ¢ uma das principais toxinas da peconha de
B. jararacussu compreendendo cerca de 25% do contetdo proteico total (Soares et al., 2000).
E uma PLA, homéloga Lys-49, organizada como um homodimero com 137 aminoacidos em
cada cadeia e massa molecular de 13,7 kDa (da Silva et al., 2015; Bezerra et al., 2019; The
Uniprot Consortium, 2025). Suas cadeias possuem 7 pontes dissulfeto distribuidas entre os
residuos 42 e 137 (The Uniprot Consortium, 2025), sdo compostas por 4 alfa-hélices e 1 folha-
B (Figura 7B), essas também responsaveis por manter a interface dos homodimeros,
especificamente pela interacdo eletrostatica da alfa-hélice N-terminal de uma cadeia com a
folha-f da outra. Esse contato também funciona como uma “dobradi¢a” molecular, que permite
o transito da molécula em conformacdes denominadas de “aberta” e “fechada”, fendmeno que

altera a situagdo de exposi¢cao de regides envolvidas na interagdo com membranas (da Silva
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Figura 7: (A) Estrutura da BthTX-I (cristalografia de raios-X) e (B) representacio da estrutura de fosfolipases A,. Fontes: The
Uniprot Consortium, 2025; Kang et al., 2011.

Giotto et al., 1998).

A BthTX-I ¢ conhecida por induzir apoptose, necrose € promover atraso na progressao
do ciclo celular em diferentes modelos de células cancerigenas murinas e humanas, como
adenocarcinoma mamario (MDA-MB-231) e carcinoma hepatocelular (HepG2) (Bezerra et al.,
2019; da Silva et al., 2015). Evidéncias experimentais sugerem que a agao citotoxica da toxina
esta associada a um mecanismo de perturbacao de membrana derivado da interagao eletrostatica
entre a célula e a regido C-terminal da BthTX-I, que ¢ rica em aminodcidos cationicos €

aromaticos (Chioato et al., 2002; Proleén et al., 2022).

Esse mecanismo pode ser explicado pelas alteracdes na composicdo e organizacao
lipidica da membrana de células tumorais. Em condi¢des fisiologicas, a fosfatidilserina (PS),
um fosfolipidio anidnico, € mais restrita a parte interna da membrana plasmatica. Durante a
apoptose, essa molécula ¢ externalizada como sinal para fagocitose nao inflamatoria. Porém,
células neoplasicas perdem assimetria lipidica, expondo constitutivamente a PS na parte externa
da membrana por conta do estresse oxidativo tumoral e em resposta a reprogramagdo
metabolica lipidica. Essa externalizagdo corrobora com a fuga do sistema imunoldgico ao inibir
a atividade de células citotoxicas, como células NK, favorecendo um microambiente tumoral
imunossupressor (Szlasa et al., 2020; Kur et al., 2024). Por se tratar de um fosfolipidio com
carga negativa em pH fisioldgico, o aumento da densidade de PS na superficie celular aumenta
a carga anionica da membrana externa (Kur ef al., 2024), intensificando a atracdo eletrostatica
por regides ricas em residuos cationicos, como o dominio C-terminal das PLA> homoélogas Lys-
49. Essa caracteristica pode favorecer a interacao entre toxina e membrana, potencializando sua

acao desestabilizadora.
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Nesse contexto, Gebrim e colaboradores (2009) utilizaram a regido C-terminal da
BthTX-I para sintetizar peptideos perturbadores de membrana que apresentaram citotoxicidade
in vitro sobre células de adenocarcinoma mamario (SKBR3) e de leucemia linfoblastica aguda
de células T (Jurkat). Além disso, estudos in vivo com esses peptideos também apontaram

reducdo tumoral de até 79% apos 60 dias em modelos murinos de sarcoma (S180).

Apesar da auséncia de atividade catalitica, PLA> homologas Lys-49 como a BthTX-I
tém sido descritas em diferentes trabalhos exibindo maior atividade antitumoral do que sua
isoforma Asp-49 em determinados modelos experimentais. Em estudo conduzido por Sasovsky
et al. (2024), foram comparadas as atividades citotoxicas e antimetastaticas de duas PLA>
isoladas de Bothrops diporus, uma PLA> Asp-49 cataliticamente ativa e outra homodloga Lys-
49 cataliticamente inativa, utilizando a linhagem murina de carcinoma mamario LM3. Os
resultados evidenciaram que a isoforma Lys-49 apresentou efeitos significativamente
superiores, especialmente aqueles relacionados a acao metastatica. No ensaio de adesdo celular,
a Lys-49 promoveu aproximadamente 75% de redugdo na capacidade invasiva na concentragao
de 50 pg/mL, enquanto a Asp-49 atingiu cerca de 10%. De modo semelhante, nos ensaios de
migracdo celular, a Lys-49 — a uma concentragdo de 25 pg/mL — reduziu a migragdo em cerca
de 70% no modelo de migracdo horizontal por Wound Healing e aproximadamente 60% no
modelo de migragdo vertical por Transwell, enquanto a Asp-49 obteve inibigdes proximas de

20% com a mesma concentragao.

Ademais, evidéncias experimentais também sugerem maior efeito citotoxico das
1soformas cataliticamente inativas de PLA>. Em estudos conduzidos com a linhagem de cancer
de mama MDA-MB-231, foram testadas as toxinas BnSP-6, PLA, homologa Lys-49 de
Bothrops pauloensis, e a BthTX-II, PLA> Asp-49 de Bothrops jararacussu. Enquanto a BnSP-
6 apresentou ICso de 52,24 ng/mL, a PLA> cataliticamente ativa ndo atingiu 50% de inibi¢ao
nas concentragdes testadas (6,25 - 100 pg/mL), indicando ICso superior a 100 ng/mL (Silva et
al.,2018; Azevedo et al., 2019). Murakami et al. (2011) compararam os efeitos citotoxicos da
BPII, PLA> homologa Lys-49, e de uma PLA; Asp-49, ambas isoladas de Protobothrops
flavoviridis, sobre células leucémicas humanas (Jurkat). Os resultados confirmaram maior
atividade citotoxica da isoforma cataliticamente inativa, uma vez que a PLA> Asp-49 nao foi
capaz de induzir morte celular nas condi¢des experimentais avaliadas, enquanto a BPII

promoveu efeitos citotoxicos de maneira tempo e dose-dependente.

Diante do exposto, a BthTX-I demonstra potencial biotecnolégico no contexto

antitumoral, evidenciados por sua capacidade de induzir morte celular e atuar em mecanismos
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associados a progressdo tumoral, como adesdo, migragdo e angiogénese. Embora
cataliticamente inativa, sua regido C-terminal rica em residuos catidonicos confere elevada
afinidade por membranas tumorais anidnicas, favorecendo sua desestabilizagdao. Além disso, a
mais evidente citotoxicidade frequentemente observada entre as PLA> homologas Lys-49 em
comparac¢do as Asp-49 reforca que a atividade antineoplésica dessas toxinas pode estar mais
relacionada a propriedades estruturais e interagdes de membrana do que a atividade enzimatica;
porém, a literatura ainda carece de estudos dessa toxina sobre linhagens carcinogénicas como

o cancer de pulmao.

Portanto, a fim de corroborar com a busca por novas terapias contra o cancer de pulmao
— a mais letal neoplasia no mundo (Bray et al., 2024) —, com énfase na preven¢ao da metéstase,
¢ imprescindivel o estudo de biomoléculas naturais com potencial antitumoral e antimetastatico,
que contribuem ainda para a reducdo de efeitos colaterais. Neste cenario, a BthTX-I emerge
como um modelo promissor para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra o
cancer baseadas em toxinas isoladas de peconhas de serpentes. Neste trabalho, buscamos
caracterizar, de maneira pioneira, o potencial antitumoral e antimetastatico da BthTX-I sobre

linhagens de adenocarcinoma pulmonar de células ndo-pequenas (A549).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos citotoxicos da BthTX-I sobre células de carcinoma pulmonar humano
(A549) e células epiteliais pulmonares ndo neoplasicas (BEAS-2B), investigando sua influéncia

sobre a viabilidade celular, bem como sobre os processos de adesdo e migragdo celular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar e avaliar a homogeneidade da Fosfolipase A> homodloga Lys49 (BthTX-I)

proveniente da peconha de Bothrops jararacussu,

e Investigar os efeitos da BthTX-I sobre a viabilidade de células de carcinoma pulmonar

e de células epiteliais pulmonares ndo tumorais;
e Analisar o impacto da BthTX-I na sobrevivéncia celular;

e Avaliar a capacidade da BthTX-I de interferir em processos celulares associados a

progressao tumoral, especialmente adesdo e migracdo celular.
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3. METODOLOGIA

3.1 OBTENCAO DA PECONHA E PURIFICACAO DA BthTX-I

A peconha bruta foi coletada da serpente Bothrops jararacussu mantida no Banco de
Venenos da Fiocruz Rondonia/UNIR, Porto Velho, RO, sob autorizagao de licengas do governo
local: CGEN/AFCABG61; SISBIO 64385-1; IBAMA n° 27131-3 e CGEN/CNPq 010627/2011-
1. Este estudo foi registrado no Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o numero A2C2534. A purificacdo da
BthTX-I foi feita de acordo com metodologia descrita por Azevedo et al. (2019), com
modifica¢des. Brevemente, 200 mg de pegonha foram homogeneizados em 2,0 mL de tampao
Bicarbonato de Amoénio (NH4HCO3) 0,05M em pH 7,8, ajustado com hidroxido de sodio
(NaOH) 0,1M. Apds completamente diluida, a solugdo foi centrifugada a 3000 g por 10 minutos
a4°C, seu sobrenadante recuperado foi entdo aplicado em resina de troca idbnica CM-Sepharose
Fast Flow (Cytiva, Brasil) em coluna cromatografica de propor¢des 300 x 10 mm. A corrida foi
realizada a um fluxo de 9 mL/h de tampao de Bicarbonato de Amonio 0,05M, pH 7.8,
coletando-se aproximadamente 1,5 mL por tubo a cada 11 minutos. As absorbancias de cada
tubo foram lidas em espectrofotdmetro (GENESYS 50; Thermo ScientificTM, Waltham, MA,
EUA) a 280 nm e o grafico plotado via Microsoft Excel (Microsoft 365, versdo 16.0). O pico
relativo a BthTX-I foi separado, liofilizado, ressuspendido, dosado (Bradford, 1976) e

aliquotado para posterior utilizagdo nos experimentos.

3.2 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Para determinar a pureza das amostras de BthTX-I, foi realizada eletroforese em gel de
poliacrilamida 4-20% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels (#4561096, Bio-Rad, Hercules,
Califérnia, EUA) com a presenca de SDS-PAGE. Cerca de 10 pg de amostra foram dissolvidos
em 15 pL de tampdo de amostra contendo 10% do agente redutor beta-mercaptoetanol. A
corrida foi realizada no sistema de eletroforese Mini-PROTEAN® Tetra Vertical para Mini
Precast Gels (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, EUA) a 160V, 30 mA por aproximadamente 1
hora e 30 minutos. Apds, as bandas de proteina foram coradas em solugcdo de Coomassie
Brilliant Blue G-250® 0,25% (m/v), metanol 45% e 4cido acético 10% (v/v) por 4 h. Por fim,
0 excesso de corante foi retirado por imersao em solugdo descorante de 4cido acético 7% (v/v)
e etanol 30% (v/v) até que as bandas estivessem visiveis. Como referéncia das massas das

bandas, foi utilizado um padrdo molecular com as seguintes proteinas: -galactosidase, 116



28

kDa; albumina sérica bovina, 66,2 kDa; ovoalbumina, 45 kDa; lactato desidrogenase, 35 kDa;

REase Bsp98I, 25 kDa; lisozima, 14,4 kDa.

3.3 CULTIVO CELULAR

As linhagens celulares bronquicas epiteliais humanas imortalizadas (BEAS-2B) (CRL-
3588 ™; Manassas, VA, EUA) e de carcinoma pulmonar (A549) (CCL-185™; Manassas, VA,
EUA) foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC), cultivadas em garrafas de
cultura celular e mantidas em incubadora a 37°C e 5% de CO;, com meio RPMI-1640 completo
(Sigma, Brasil), sendo este suplementado com L-glutamina 2 mM, bicarbonato 0,2% (m/v), 1%

de penicilina/estreptomicina, Hepes 25mM e 10% de Soro Fetal Bovino (SFB — Sigma, Brasil).

3.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR POR MTT

A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthidazol-
2-y1)-2,5). As linhagens celulares A549 e BEAS-2B foram semeadas em placas de 96 pocos na
densidade de 3 x 10* células/pogo e incubadas por 24 h a 37 °C em atmosfera contendo 5% de
CO:2 para permitir a adesao celular. Apos esse periodo, o meio foi substituido por meio completo
contendo diferentes concentragdes de BthTX-I (0,39-100 pg/mL), enquanto o grupo controle

recebeu apenas meio RPMI completo, conforme descrito por Polloni et al. (2021).

Apds 24 h de incubacdo (37°C, 5% de CO.), foram adicionados 10 pL por pogo de
solucdo de MTT (5 mg/mL), e as placas foram incubadas por mais 3 h para permitir a formacao
de cristais de formazan resultantes da reducdo metabolica do MTT por células viaveis. Em
seguida, 100 pL de solugdo contendo SDS 10% e HC1 0,01 M foram adicionados para solubilizar
os cristais de formazan. Apos 24 h, a densidade Optica foi determinada a 570 nm utilizando

leitor de microplacas Multiskan GO (Thermo Scientific, EUA).

3.5 ENSAIO DE LIBERACAO DE LACTATO DESIDROGENASE (LDH)

O ensaio de liberagao da enzima LDH foi realizado de acordo com metodologia descrita
por Legrand et al. (1992), com modificagdes. As células foram cultivadas em microplacas de
96 pogos (3 x 10* células/pogo) por 24 h a 37°C e 5% de CO». Ap6s a incubacio, um novo meio
contendo BthTX-I (0,39; 6,25 e 25 pg/mL) ou meio (controle negativo) foi adicionado e

incubado sob as mesmas condigdes por 24 h, e os meios foram entdo coletados. Seguindo as
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instrugdes do kit Desidrogenase Latica LDH UV (Bioclin), foi produzida uma solugdo de
trabalho com 4 partes do reagente 1 — referente ao substrato tamponado (Tampao <200 mmol/L,
Piruvato < 6 mmol/L, estabilizante e conservante) — para 1 parte do reagente 2 — referente a
coenzima (Tampao < 100 mmol/L, NADH < 5 mmol/L e conservante). 20 puL dessa solugdo
foram adicionados em cada meio correspondente aos tratamentos e controles em outra placa de
96 pocos. Apos incubagdo de 1 minuto em leitora de placas previamente aquecida a 37°C, a
mistura foi lida a 370 nm e os valores verificados com intervalo de 2 minutos. Os valores
obtidos foram colocados na equagao presente no kit apos adaptacao para a leitura em microplaca
(LDH (U/L) = AA/min x 5250 — AA: diferenca das absorbancias nos dois tempos (Al — A2);

min = tempo em minutos entre as leituras) e em seguida analisados.

3.6 ENSAIO DE FORMACAO DE COLONIAS

A capacidade multiplicativa das células A549 e BEAS-2B foi testada a partir do ensaio
de clonogenicidade — ou formacao de colonias — de acordo com Polloni et al. (2021). As células
foram semeadas em placas de 96 pogos (3 x 10* células/poco) e tratadas com BthTX-I (0,39;
6,25 e 25 pg/mL) ou meio RPMI 1640 (grupo controle) por 24 h a 37°C e 5% de CO». Apds o
tratamento, as células foram tripsinizadas e replaqueadas em microplacas de 6 pogos (100
células/poco) e incubadas por 2 semanas a 37°C e 5% de CO,. Terminada a incubagdo, o meio
foi removido e os pogos lavados cuidadosamente com PBS 1x, as células entdo foram fixadas
com metanol 100% (mantido em freezer a -4°C por 10 minutos) por 10 minutos e coradas,
utilizando os trés reagentes presentes no Kit Pandtico Rapido (Laborclin; Vargem Grande, PR,
Brasil): Reagente 1 (contendo 1g de triarilmetano por 1000 mL de metanol), Reagente 2
(contendo 1g de xantenos por 1000 mL de 4gua deionizada) e Reagente 3 (contendo 1g de
tiazinhas por 1000 mL de 4gua deionizada), adicionando 1 mL do reagente por pogo por 5
segundos, nessa ordem, lavando com PBS 1x ao final. As colonias foram observadas e aquelas

que continham mais de 50 células foram contabilizadas.

3.7 INIBICAO DE ADESAO CELULAR

Para avaliar a inibi¢cdo da adesdo celular pela BthTX-I, células de A549 e BEAS-2B (3
x 10* células/poco) foram pré-incubadas com diferentes concentragdes de BthTX-I (0,39 € 6,25
pg/mL) ou meio (grupo controle) por 30 minutos a 37°C, elas foram entdo incubadas durante

3 ha37°C em 5% de CO». As células ndo ligadas foram removidas por lavagem com PBS ¢ as
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células aderidas quantificadas pelo ensaio MTT conforme descrito anteriormente.

3.8 ENSAIO DE WOUND HEALING

A inibi¢do da migracao das linhagens foi medida por ensaio de cicatrizacao de feridas
segundo metodologia descrita por Jung (2013) com modificagdes de Gimenes et al. (2017). As
células foram semeadas em placas de 24 pogos (3 x 10° células/poco) e, apds 24 h, o meio foi
descartado e foi realizado um corte na monocamada com a ponta de ponteira de 200 pL para
produzir uma regido sem células. Apds, as células foram tratadas com a BthTX-I (0,39 e 6,25
pg/mL) ou com meio controle por 24 e 48 horas. O resultado foi observado em microscopio
optico invertido e fotografado utilizando camera do modelo 2K48MP (Digilab, Brasil). Trés
pontos distintos de cada pogo foram escolhidos e fotografados diariamente (0, 24 e 48 horas) e
analisadas manualmente pelo software ImagelJ online, onde calculou-se a area da ferida nos trés

tempos.

3.9 MIGRACAO CELULAR POR ENSAIO TRANSWELL

Para avaliar a inibicdo da migracdo e invasdo celular, foi utilizada a cdmara Transwell
com membrana de 8 um de acordo com Oliveira ef al. (2026). As células foram pré-incubadas
com a BthTX-1 (0,39 e 6,25 pg/mL) por 30 minutos a 37°C e 5% CO2 em meio de cultura sem
SFB. Ap6s a incubagio, 7 x 10* célula/pogo foram semeadas na parte superior da cAmara dos
insertos e adicionado meio com 10% de SFB como quimioatrativo para as células no
compartimento inferior. Nos grupos controle negativo, a camada inferior foi preenchida com
meio de cultura sem soro fetal bovino. O excesso de células na parte superior da camara
Transwell foram retiradas com auxilio de um swab e as células migradas foram coradas com

Kit Pandtico Rapido (Laborclin, Brasil), como descrito anteriormente, fotografadas e contadas.

3.10 ANALISE E TRATAMENTO DE DADOS

A andlise estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism Software versao
8.0. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. As varidveis foram analisadas com
testes especificos, paramétricos ou ndo paramétricos, de acordo com a distribuicao dos dados.

Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O cancer de pulmao ¢ a neoplasia mais letal e uma das que mais acometem pessoas no
mundo todo, porém, como muitos tumores, seu tratamento ainda resulta em problemas
sistémicos que afetam a qualidade de vida do paciente devido a invasividade e exposi¢cdo a
substancias toxicas ndo seletivas as células cancerigenas. Por isso, este trabalho teve como
objetivo estudar os efeitos da toxina homologa a Fosfolipase A> Lys-49 BthTX-I, isolada da
peconha de Bothrops jararacussu sobre células de adenocarcinoma pulmonar humano (A549)

e células epiteliais alveolares normais humanas (BEAS-2B).

4.1 ISOLAMENTO DA BthTX-I

Para avaliar os efeitos antitumorais e antimetastaticos da BthTX-I nas linhagens de
pulmdo, esta proteina foi primeiramente purificada da pegonha de B. jararacussu por
cromatografia em CM-Sepharose de acordo com Andrido-Escarso et al. (2000 e 2002). O perfil
cromatografico revela 6 fragdes nomeadas CM1 a CM6 (Figura 8A). A homogeneidade da
PLA> BthTX-I (fragado CM6) foi analisada por SDS-PAGE (Figura 8B), revelando a presenca
de uma banda tnica na faixa de 14 kDa, correspondente a massa molecular da BthTX-1.

A BthTX-I possui ponto isoelétrico de 8,2 (da Silva et al., 2015) e, portanto, esta
parcialmente protonada e possui carga geral positiva no tampao escolhido — Bicarbonato de
Amonio, pH 7,8 —associando-se fortemente a resina, a qual possui natureza anidnica (carregada
negativamente). Por isso, a toxina ¢ eluida apenas na maior concentragdo de tampdo
Bicarbonato de Amonio (0,5M). A fracdo CM6 (correspondente a BthTX-I) apresentou um pico
uniforme e bem acentuado, indicando boa separa¢do da toxina dos outros componentes da
peconha. O conteudo dos tubos da fragdo CM6 foram recolhidos, concentrados por liofilizacao
e dosados. O retorno aproximado de toxina apds a cromatografia foi de 17%: 34 ng isolados de
BthTX-I de 200 pg totais (pegonha bruta aplicada a coluna). Foi realizada a andlise de
homogeneidade da amostra por eletroforese, apresentada na Figura 8B. A terceira coluna do gel
¢ referente a fragdo CM6, apresentando homogeneidade e posi¢do proxima ao peso molecular

da BthTX-I (~14 kDa), indicando bom isolamento e homogeneidade da amostra.
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Figura 8. Purificacdo da BthTX-I da peconha de Bothrops jararacussu. (A) Cromatografia de troca iénica em resina CM-Sepharose fast
flow equilibrada com tampao bicarbonato de amoénio (0,05M). A elui¢do ocorreu com tampao bicarbonato de amonio (0,5M) em um fluxo de
9,0 mL/h a 25°C. O pico CM6 representa a toxina homologa a PLA, Lys-49, BthTX-I. As linhas em vermelho representam as posi¢des dos
cortes para separacdo dos tubos de cada fragao. (B) SDS-PAGE 12,5% com (i) padrdo de massa molecular: B-galactosidase, 116 kDa; albumina
sérica bovina, 66,2 kDa; ovoalbumina, 45 kDa; lactato desidrogenase, 35 kDa; REase Bsp981, 25 kDa; lisozima, 14,4 kDa; (ii) pegonha bruta
de B. jararacussus e (iii) fosfolipase BthTX-I.

4.2 ATIVIDADE CITOTOXICA E ANTIPROLIFERATIVA

A citotoxicidade induzida pela BthTX-I sobre as linhagens de pulmao foi testada, a
priori, por ensaio de MTT, nas concentragdes de 0,39 a 100 pg/mL. Os resultados demonstram
diferenca estatistica significante em ambas as linhagens a partir de 1,56 pg/mL (Figura 9).
Interessantemente, o efeito citotoxico avaliado por este ensaio foi mais expressivo na linhagem
ndo tumoral (BEAS-2B), apresentando ICso de 7,547 em contraste com o ICso de 17,74 sobre
c€lulas da linhagem A549 (IS = 0,425). Cedro et al. (2018) observaram resultados semelhantes
com a BJ-PLA>-1 (PLA2 Asp-49) de Bothrops moojeni, que induziu maior citotoxicidade a
células ndo-tumorais — células mononucleares do sangue periférico (PBMC) — em relagdo as
células de leucemia promielocitica humana (HL-60) e de carcinoma hepatico humano (HepG2).
No entanto, outros estudos realizados com toxinas PLA> homologas Lys-49 em células tumorais

evidenciaram carater seletivo dessas moléculas (Silva et al., 2018; Azevedo et al., 2016).

O ensaio de MTT avalia a atividade metabdlica celular por meio da redugdo do sal
tetrazolio por redutases mitocondriais (Kumar ef al., 2018), podendo superestimar a viabilidade
celular em linhagens tumorais devido a sua elevada atividade mitocondrial durante a incubagdo

com o substrato.
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Figura 9. Ensaios de citotoxicidade por MTT. Células das linhagens A549 e BEAS-2B foram cultivadas em meio RPMI contendo FBS 10%
em microplacas de 96 pogos (3 x 10*células/pogo) e tratadas com diferentes concentragdes de BthTX-I (0,39-100 pg/mL) ou meio completo
(controle) por 24 horas. Apds, foram adicionados 10 puL de solugdo PBS contendo MTT 5 mg/mL por 3 horas. Os cristais de formazan foram
dissolvidos com 100 pL de solugéo contendo 10% SDS ¢ 0,01N de Acido Cloridrico (HCI) em PBS por 18 horas. A absorbancia foi determinada
utilizando uma leitora de placas (MultiskanGO, Thermo Scientific™) a um feixe de 570 nm. Os dados estdo apresentados em porcentagem. A
estatistica foi analisada comparando os tratamentos e seus respectivos controles (#: A549; *: BEAS-2B). ####p<0,0001; ****p<0,0001.

Com base nos resultados de viabilidade celular, as concentragdes testadas foram
classificadas em trés categorias de citotoxicidade: baixa ou ausente (> 80% de viabilidade; 0,39-
3,125 pg/mL), intermedidria (80-40% de viabilidade; 6,25 e 12,5 pg/mL) e alta (< 40% de
viabilidade; 25-100 pg/mL). A partir dessa classificacdo, foi selecionada uma concentragdo
representativa das categorias de baixa ou ausente e média citotoxicidade: 0,39 pg/mL e 6,25
pg/mL, respectivamente. A escolha dessas concentracdes buscou representar cada faixa de

citotoxicidade, minimizando a interferéncia de efeitos citotoxicos nos ensaios posteriores.

A fim de corroborarmos os efeitos citotoxicos da BthTx-I sobre as duas linhagens em
estudo, a dosagem da enzima lactato desidrogenase (LDH) também foi avaliada. A liberagdo
de LDH no meio extracelular ¢ um marcador amplamente utilizado para a deteccdo de morte
celular, principalmente nos estagios de necrose e apoptose tardia. A LDH ¢ uma enzima

envolvida no metabolismo glicolitico, que permanece confinada ao interior celular em
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condig¢des fisiologicas. Quando hé perda da integridade da membrana plasmatica — seja por
dano estrutural direto, aumento de permeabilidade ou ruptura completa — a enzima ¢ liberada
para o meio extracelular (Kabakov ef al., 2018; Kumar et al., 2018). Dessa forma, a
quantificagdo da atividade de LDH no sobrenadante de culturas celulares constitui um método
de avalia¢ao do dano de membrana ¢ citotoxicidade direta, como indicativo de morte necrotica
ou de estagios finais de apoptose. O ensaio de LDH foi realizado com as concentragdes

previamente definidas (0,39, 6,25 e 25 pg/mL) e estdo apresentados na Figura 10A.

Em contraste com os resultados obtidos no ensaio de MTT, observou-se aumento
significativo na liberagdo de LDH na linhagem tumoral quando tratada com a menor
concentragdo da toxina (0,39 pg/mL; p < 0,05), enquanto ndo foi detectada diferenca
estatisticamente significativa na linhagem ndo tumoral. Em concentracdes mais elevadas, os
resultados de ambos os ensaios (MTT e LDH) mostraram-se concordantes, indicando elevada

citotoxicidade da toxina em ambas as linhagens celulares.

De maneira semelhante, o ensaio de formacao de colonias complementa a avaliagdo de
citotoxicidade, pois reflete a capacidade de recuperagdo da linhagem frente ao tratamento com
a toxina, demonstrando se ha reversibilidade do dano causado pela molécula (Adan et al., 2016).
Este ensaio foi realizado com as mesmas concentragoes selecionadas anteriormente € oS
resultados estdo apresentados na Figura 10B. Pdde-se observar diminuigdo estatisticamente
significativa na formagdo de colonias da linhagem tumoral em relagdo ao seu controle sem
tratamento nas concentragdes (0,39 pg/mL; p <0 ,01 e 6,25 pg/mL; p < 0,0001). Ensaios
clonogénicos realizados por Santos e colaboradores (2024) com a mesma linhagem (A549)
tratada com uma PLA; homodloga Lys-49 de Bothrops moojeni, MjTX-II, evidenciam efeitos
antiproliferativos semelhantes em concentragdes mais elevadas de toxina (40 pg/mL) e

mostrando seletividade a célula tumoral.

Em sintese, a BthTX-I demonstrou potencial antitumoral seletivo na menor
concentragao testada (0,39 pg/mL). Posteriormente, foi avaliada a atividade antimetastatica da

toxina nas concentragdes de 0,39 e 6,25 ug/mL.

4.3 ATIVIDADE ANTIMETASTATICA

Estudos recentes na literatura evidenciam o carater antimetastatico de PLA, homologas
Lys-49 em células de cancer (Azevedo et al. 2019; Proleon et al., 2022; Santos et al., 2024).

Portanto, para avaliar este potencial da toxina BthTX-I, ensaios de adesao e migracdo celular —
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Figura 10. Ensaios complementares de citotoxicidade. (A) Ensaio de morte por liberagdo de LDH. Células das linhagens A549 ¢ BEAS-2B
foram cultivadas em microplacas de 96 pogos (3 x 10* células/pogo) por 24 horas a 37°C e 5% de CO,. Apds a incubagio, um novo meio
contendo BthTX-I (0,39 ¢ 6,25 pg/mL) ou 10% FBS (controle negativo) foi adicionado e incubado sob as mesmas condigdes por 24 horas, € 0
sobrenadante ento foi coletado. A LDH presente no sobrenadante foi quantificada seguindo as instrugdes do kit Desidrogenase Latica LDH
UV (Bioclin) em leitora de placas previamente aquecida a 37°C a 370 nm. Os dados estdo apresentados em Unidades Enzimaticas/Litro. (B)
Ensaio de formagdo de coldnias. Células das linhagens A549 ¢ BEAS-2B foram semeadas em placas de 96 pogos (3 x 10* células/pogo) e
tratadas com BthTX-I (0,39 e 6,25 pg/mL) ou meio completo (grupo controle) por 24 horas a 37°C e 5% de CO». Apoés o tratamento, as células
foram tripsinizadas e replaqueadas em microplacas de 6 pogos (100 células/pogo) e incubadas por 2 semanas a 37°C e 5% de CO,. Por fim, as
células foram fixadas com metanol frio e coradas utilizando o Kit Panodtico Rapido (Laborclin; Vargem Grande, PR, Brasil). As colénias que
possuiam mais de 50 células foram contadas. Os resultados estdo apresentados como numero de colonias/pogo. A estatistica foi analisada
comparando os tratamentos e seus respectivos controles (#: A549; *: BEAS-2B). #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001; ####p<0,0001; **p<0,01;
*kkE<0,0001.

Wound Healing e Transwell — foram realizados. As duas concentragdes avaliadas (0,39 e 6,25
ug/mL) geraram leves efeitos inibitérios na adesdo celular de ambas as linhagens, em que os
valores permaneceram acima de 80% de adesdo. No entanto, a concentragcdo de 0,39 pg/mL,
promoveu efeito inibitorio estatisticamente significativo apenas na linhagem tumoral (Figura

11).

Ainda, os resultados dos ensaios de migragdo reforcam o efeito seletivo quando foi
utilizada a concentracdo de 0,39 ug/mL. Na Figura 12 estdo representados os resultados do
ensaio de Wound Healing, em que se observou avanco gradual no fechamento das feridas ao
longo de 24 e 48 horas. As células tumorais apresentaram reducao significativa na capacidade
migratoria horizontal apds 48 horas de tratamento em todas as concentragdes. Comportamento
semelhante foi observado no ensaio de migracdo em Transwell (Figura 13), em que a menor
concentragdo testada (0,39 ng/mL) foi efetiva na reducdo do deslocamento vertical das células
A549, nao refletindo em mudancgas significativas na migragdo da linhagem BEAS-2B.

Interessantemente, ndo houve inibi¢ao significativa na concentracao de 6,25 pg/mL.

Santos et al. (2024) demonstraram que a MjTX-II, uma PLA; homoéloga Lys-49 isolada
de Bothrops moojeni, reduziu a adesdo de células de adenocarcinoma pulmonar A549 em 55%

e 64% nas concentragdes de 20 e 40 ug/mL, respectivamente. Além disso, houve diminui¢ao
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Figura 11. Ensaio de adesdo celular. As linhagens A549 e BEAS-2B (3 x 10* células/pogo) foram pré-incubadas com diferentes
concentragdes de BthTX-I (0,39 ¢ 6,25 ug/mL) ou meio completo (grupo controle) por 30 minutos a 37°C, elas foram entéo incubadas
durante 3 horas a 37°C em 5% de CO,. Os dados estdo apresentados em porcentagem. A estatistica foi analisada comparando os
tratamentos e seus respectivos controles (#: A549; *: BEAS-2B). ##p<0,01; ####p<0,0001; ****p<0,0001.
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Figura 12. Ensaio de migracio Wound Healing. Células das linhagens A549 (A) e BEAS-2B (B) foram cultivadas em placas de 24 pogos
(3 x 10° células/pogo) e, apds 24 horas, 0 meio foi descartado e foi realizado um corte na monocamada com a ponta de ponteira de 200 pL
para produzir uma regido sem células. Apoés, as células foram tratadas com a BthTX-I (0,39 e 6,25 pg/mL) ou com meio controle por 48
horas. O resultado foi observado em microscopio Optico invertido e fotografado utilizando camera do modelo 2K48MP (Digilab, Brasil) nos
trés tempos (0, 24 e 48 horas). A estatistica foi analisada comparando os tratamentos e seus respectivos controles. *p<0,05; **p<0,001;
*HE*P<0,000.
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Figura 13. Ensaio de migracido por Transwell. Células da linhagem A549 (A) e BEAS-2B (B) foram pré-incubadas com a BthTX-1 (0,39 e
6,25 pg/mL) por 30 minutos a 37°C e 5% CO,em meio de cultura sem SFB. Apés a incubagdo, 7 x 10* célula/pogo foram semeadas na parte
superior da camara dos insertos e adicionado meio com 10% de SFB como quimioatrativo para as células no compartimento inferior. Nos
grupos controle negativo, a camada inferior foi preenchida com meio de cultura sem soro fetal bovino. As células migradas foram coradas com
com Panotic Kit (Laborclin, Brasil), fotografadas e contadas. (C e D) Imagens da migragdo vertical das linhagens A549 ¢ BEAS-2B,
respectivamente. As células coradas estdo representadas em roxo. A estatistica foi analisada comparando os tratamentos e o controle positivo.
*p<0,05; ****p<0,0001.

significativa da migragdo nos ensaios de Wound Healing e Transwell na maior concentragdo

testada (40 pg/mL).

De modo semelhante, Azevedo et al. (2016) relataram que uma PLA> homoéloga Lys-49
isolada de Bothrops pauloensis promoveu reducao significativa da adesdo (60-75% de inibigao,
entre 3,12 e 50 pg/mL) e da migracdo em ensaio de Wound Healing na linhagem de cancer de
mama triplo-negativo MDA-MB-231, especialmente na maior concentragdo avaliada (50

pg/mL).

A migragdo celular tumoral € um processo essencial para a metastase e, embora esteja
relacionada a ades@o celular, envolve mecanismos regulatorios adicionais além da simples

capacidade de adesdo ao substrato. Estudos demonstram que a dinamica de adesdes focais e o
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movimento de integrinas sdo determinantes para a motilidade celular. Nesse contexto, a
ativacdo da proteina endocitica Rab5 mediada pela fosforilagdo da Quinase de Adesdo Focal
(FAK) — enzima superexpressa em tumores ¢ em lisados de tecidos de pacientes com metastase
tumoral (Meng et al., 2009) —, desencadeada pela interacdo entre integrinas € a matriz
extracelular, ¢ um passo importante para a migragdo celular efetiva. A Rab5 participa da
endocitose e da reciclagem de integrinas, permitindo a realocagdo das adesdes focais durante o
deslocamento celular (Arriagada et al., 2019). Assim, a reducdo significativa da migragao
observada nas células A549 nas concentracoes testadas, mesmo na inibicao sutil da adesao,

pode indicar interferéncia em etapas posteriores do mecanismo migratério.

Ademais, o trabalho de Santos et al. (2024) relatou a capacidade da MjTX-II de alterar
o padrao do citoesqueleto de actina de células A549, mecanismo também descrito em outros
estudos com células tumorais como determinante para a motilidade (Chen et al, 2018;
Anupriya; Nandita; Srinivas, 2024), revelando outra possivel via de atuacdo das PLA>

homologas Lys-49 na migracdo celular.

5. CONCLUSAO

No presente estudo, a BthTX-I foi isolada com sucesso da peconha de Bothrops
Jararacussu e apresentou homogeneidade. Ademais, a toxina demonstrou potencial antitumoral
ao atuar em processos fundamentais para a progressdo tumoral e metastase, reduzindo com
seletividade a viabilidade, adesdo e migragao de células de adenocarcinoma pulmonar (A549)
na menor concentracdo avaliada (0,39 pg/mL). Nao obstante, futuros estudos acerca da
atividade inibitdria de invasdo em componentes da matriz extracelular e ensaios de apoptose e
necrose podem contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos de morte
desencadeados pela toxina, bem como sua capacidade de inibir a transi¢do epitélio-

mesenquimal do cancer de pulmao.
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