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RESUMO 

 
Os enterovírus são vírus causadores de diversas doenças ao redor do mundo. Dentre eles, o 

Enterovírus A-71 (EV-A71) é a segunda maior causa da Doença Mão, Pé e Boca em regiões da 

Ásia-Pacífico. Atualmente, não existem tratamentos específicos que atuem diretamente no ciclo 

replicativo do EV-A71, e, nesse contexto, identificar moléculas com atividade antiviral é 

imprescindível. As proteínas isoladas da peçonha de serpentes do gênero Bothrops sp. e 

Crotalus sp. têm demonstrado atividade antiviral, antibacteriana e antiparasitária, 

representando uma interessante alternativa para o desenvolvimento de terapêuticas contra o EV-

A71. Portanto, nesse trabalho avaliamos o potencial anti-EV-A71 das fosfolipases A2 MjTX-I 

e MjTX-II, isoladas de Bothrops moojeni, e das proteínas crotamina e fosfolipase A2CB (PLA-

2CB), isoladas de Crotalus Durrissus Terrificus. Para isso, o EV-A71 foi produzido através da 

transfecção de RNA viral em células Vero, e posteriormente titulado por TCID50. Para 

identificar o potencial das proteínas, os ensaios de EC50 e CC50 foram realizados tratando as 

células Vero com as proteínas em uma diluição seriada, na presença ou ausência do EV-A71 a 

100TCID50, respectivamente. Como resultado, as proteínas MjTX-I, MjTX-II, crotamina e 

PLA-2CB apresentaram valores de EC50 de 5.9, 6.3, 8.3 e 4.2 µg/mL, respectivamente. Os 

valores de CC50 foram > 1000 µg/mL para a MjTX-I e crotamina, enquanto para MjTX-II e 

PLA-2CB foram de 427.6 e 52.3 µg/mL, nesta ordem. Nesse sentido, as proteínas avaliadas 

obtiveram valores de SI elevados, sendo >170,8 e >120,4 para MjTX-I e a crotamina, 

respectivamente, e 67.4 e 12.5 para a MjTX-II e PLA-2CB, respectivamente. Os dados 

apresentados aqui, conforme o levantamento bibliográfico realizado, demonstram, pela 

primeira vez, o potencial inibitório dessas proteínas contra o EV-A71, que pode resultar 

futuramente na prospecção de moléculas ativas e aplicáveis na clínica médica.  

 

  



  

ABSTRACT 

 

Enteroviruses are a group of viruses that cause several diseases around the world. Among them, 

Enterovirus A-71 (EV-A71) is the second main cause of Hand, Foot, and Mouth Disease in 

Asia-Pacific regions. Currently, there are no specific treatments that act directly on the 

replicative cycle of EV-A71, and, in this context, identifying molecules with antiviral activity 

is crucial. Proteins isolated from the venom of snakes of the genus Bothrops sp. and Crotalus 

sp. have demonstrated antiviral, antibacterial, and antiparasitic activity, representing an 

interesting alternative to the development of therapeutic against EV-A71. Therefore, here we 

evaluated the anti- EV-A71 potential of the phospholipases A2 MjTX-I e MjTX-II, isolated 

from Bothrops moojeni, and the proteins crotamine and phospholipase A2CB (PLA-2CB), 

isolated from Crotalus Durrissus Terrificus. For this, EV-A71 was produced by transfection of 

the viral RNA in Vero cells, and later titrated by TCID50. To identify the potential of the 

proteins, EC50 and CC50 were performed by treating Vero cells with the proteins in a serial 

dilution in the presence or absence of EV-A71 at 100TCID50, respectively. As a result, the 

proteins MjTX-I, MjTX-II, crotamine and PLA-2CB showed EC50 values of 5.9, 6.3, 8.3 and 4.2 

µg/mL, respectively. CC50 values were > 1000 µg/mL for MjTX-I and crotamine, while for 

MjTX-II and PLA-2CB were 427.6 and 52.3 µg/mL, in that order. In this sense, the evaluated 

proteins obtained high SI values, being > 170.8 and > 120.4 for MjTX-I and crotamine, 

respectively, and 67.4 and 12.5 for MjTX-II and PLA-2CB, respectively. To the best of our 

knowledge, the data presented here demonstrate, for the first time, the inhibitory potential of 

these proteins against EV-A71, which may result in the prospecting of active molecules and 

applicable in the medical clinic in the future.  

  



9  

1. INTRODUÇÃO 

1.1. História, epidemiologia e transmissão 

O enterovírus A71 (EV-A71) foi isolado e caracterizado entre 1969 e 1973, devido a 

uma associação a casos de doenças neurológicas ocorridas na Califórnia (SCHMIDT; 

LENNETTE; HO, 1974). Desde então, casos do EV-A71 foram relacionados com 

acometimentos no sistema nervoso na América, Oceania, Europa e Ásia (BROWN; 

PALLANSCH, 1995; CARDOSA et al., 2003; CHANG, 2008; KAMAU et al., 2021). O EV-

A71 foi identificado como a segunda maior causa da Doença Mão, Pé e Boca (DMPB) (OOI et 

al., 2010), uma doença que afeta principalmente crianças abaixo de 5 anos de idade, resultando 

na maioria dos casos febre, dor de cabeça, vômitos e erupções cutâneas na boca, mãos e pés 

(WANG et al., 2019). Entre 2007 e início de 2008 foi registrado o maior surto epidêmico de 

DMPB na China, representando uma ameaça pública global (XING et al., 2015). Em 2019, a 

emergência da pandemia da doença do coronavírus 2019 (COVID-19) desencadeou uma série 

de medidas de controle não farmacológicas, como distanciamento social, uso de máscaras e 

higienização de mãos, o que resultou na diminuição da transmissão da DMPB no ano de 2020 

(NIU et al., 2021). 

No Brasil, a primeira descrição do EV-A71 foi em um estudo sobre paralisia flácida 

aguda no ano de 1990, que mostrou a presença de anticorpos neutralizantes de EV-A71 em 

amostras séricas de 9 pacientes, dos 28 analisados (DA SILVA; FILLIPIS; SCHATZMAYR; 

CORTES, 1990). Ainda, Takimoto e colaboradores identificaram em São Paulo e Brasília, no 

período de 1988 a 1990, casos de crianças com sintomas de doença neurológica aguda que 

apresentavam resultado positivo  para o EV-A71 (TAKIMOTO et al., 1998). O vírus está 

relacionado principalmente à doenças neurológicas no país, entretanto, o diagnóstico 

laboratorial não é usual, bem como a notificação dos casos ao Ministério da Sáude não é 

obrigatória, refletindo na subnotificação e falta de dados epidemiológicos do EV-A71 e das 

doenças relacionadas à ele, na literatura (CASTRO et al., 2005).  

A transmissão ocorre principalmente via fecal-oral ou por secreções orofaríngeas, 

sendo altamente contagioso. Além disso, pode também contaminar superfícies e propiciar a 

transmissão por fômites (CHEN et al., 2007). Após o estabelecimento da infecção, o vírus se 

replica na cripta tonsilar e/ou em estruturas na parede do intestino, provocando o início da 

viremia e o surgimento dos sintomas. A replicação viral pode desenvolver quadros 

assintomáticos, entretanto, em casos sintomáticos a progressão pode se dar em quatro estágios: 

i) Doença Mão, Pé e Boca; ii) acometimento do sistema nervoso central; iii) desregulação do 
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sistema nervoso autônomo, causando insuficiência cardiopulmonar em casos mais severos; iv) 

convalescença (CHANG et al., 2019; COX et al., 2017).  

Dentre os causadores da DMPB, o EV-A71 se tornou o mais relevante por apresentar 

tropismo pelo tecido neural, podendo desencadear doenças associadas ao sistema neurológico, 

como meningite asséptica, encefalite, síndrome poliomielítica e paralisia flácida aguda 

(CASTRO et al., 2005; SOLOMON et al., 2010). Em casos graves, o EV-A71 pode afetar o 

tronco encefálico, provocando sequelas e até óbitos (CHANG; CHEN; CHEN, 2018). O 

aumento no número de casos ocorre nas épocas mais quentes do ano (WANG et al., 2018). 

Embora indivíduos de ambos os sexos sejam passíveis de se contaminar com a doença, os 

indivíduos do sexo masculino possuem uma maior propensão (ZHUANG et al., 2015). 

1.2.  Enterovírus A-71 

Os enterovírus pertencem ao gênero Enterovirus, família Picornaviridae, e são 

classificados nos grupos A-E, de acordo com diferenças baseadas na morfologia, genoma, 

estratégia de replicação e propriedades antigênicas. O EV-A71 está classificado no grupo A, 

possuindo mais de 30 cepas (BESSAUD et al., 2014; HYYPIÄ et al., 1997; XU et al., 2018). 

O vírion é não envelopado, de formato icosaédrico e material genético composto por uma fita 

simples de RNA com polaridade positiva, contendo uma extensão de aproximadamente 7,400 

nucleotídeos (MCMINN, 2002) (Figura 1).  
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Figura 1. Partícula viral do Enterovírus A-71. (A) Estrutura do vírion. (B) Reconstrução tridimensional colorida do conjunto 

icosaédrico viral, destacando VP1, VP2 e VP3 em verde, roxo e laranja, respectivamente. (C) Modelo pentamérico e sua 

posição de acordo com toda a estrutura do vírion. VP1, VP2 e VP3 também são identificados em verde, roxo e laranja. 

 

Fonte: Shiraz et. al, em preparação. 

 

 

O genoma do EV-A71 possui uma única região aberta de leitura (ORF, open reading 

frame), a qual codifica uma poliproteína de aproximadamente 2100 aminoácidos, que é 

processada em três proteínas precursoras: P1, P2 e P3 (Figura 2). A P1 é clivada em quatro 

proteínas estruturais: VP1, VP2, VP3 e VP4, sendo que as proteínas VP1-3 formam um trímero 

disposto na parte externa/superior do capsídeo, e VP4 interage com o trímero na parte interna 

do capsídeo (Figuras 1 e 2). As proteínas P2 e P3, por outro lado, codificam sete proteínas não 

estruturais, apresentadas como P2–2A, 2B, 2C, P3–3A, 3B, 3C e 3D (TAN et al., 2014; YUAN 

et al., 2018) (Figura 2). 
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Figura 2. Genoma do Enterovírus A-71. (A) Representação esquemática do genoma do enterovírus. (B) Esquema do 

processamento da poliproteína precursora nas proteínas estruturais e não estruturais. 

 

Fonte: Shiraz et. al, em preparação. 

O ciclo replicativo viral se inicia a partir da ligação do EV-A71 com os receptores de 

superfície das células hospedeiras (Figura 3). A interação é mediada principalmente pelo 

receptor Scavenger B2 (SCARB2; endocitose dependente de clatrina), no entanto, os receptores 

Proteína de Membrana Sialomucina Leucocitária 1 (PSGL-1; endocitose dependente de 

caveolina), proteína da família Anexina 2 (Anx2), glicanos sialilados e sulfato de heparano, 

também são conhecidos por mediar a entrada viral no hospedeiro (DANG et al., 2014; 

NISHIMURA et al., 2009; YAMAYOSHI et al., 2009; YAMAYOSHI; FUJII; KOIKE, 2014). 

O desnudamento do vírus é descrito por uma alteração conformacional induzida por alterações 

de pH no endossomo, culminando na liberação do genoma viral no citoplasma através de um 

poro endossomal (DANTHI et al., 2003). O RNA viral é traduzido em uma poliproteína 

precursora, processada pelas proteinases virais 2Apro, 3Cpro e 3CDpro, resultando nas 

proteínas estruturais e não estruturais (NG; HE; KWANG, 2015). A partir de estruturas 

membranosas induzidas pela replicação viral, geradas a partir de membranas hospedeiras e 

remodeladas para acumularem na área citoplasmática da célula, a replicação do genoma é 

iniciada pela atividade da enzima RNA polimerase dependente de RNA viral (RdRp - 3Dpol), 

que produz uma fita de RNA negativa como molde para síntese de novas fitas de RNA com 
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polaridade positivas (BAGGEN et al., 2018; VAN DER SCHAAR et al., 2016). Nas organelas, 

há um ambiente lipídico favorável criado pelas proteínas virais 2BC e 3A, com a contribuição 

das proteínas hospedeiras Domínio de Ligação Acil-coA contendo 3 (Acyl-CoA Binding 

Domain Containing 3 - ACBD3), Fosfatidilinositol 4-quinase Beta (Phosphatidylinositol 4-

Kinase Beta - PI4KB) e Proteína de Ligação de Oxisterol (Oxysterol Binding Protein - OSBP) 

(VAN DER LINDEN; WOLTHERS; VAN KUPPEVELD, 2015). O processo de replicação é 

seguido pela organização das proteínas do capsídeo em protômeros, e posteriormente em 

pentâmeros. Juntamente com uma cópia do RNA viral recém-sintetizado, os pentâmeros se 

agrupam e se organizam em um provírion, que se torna maduro quando a proteína VP0 

(precursora) é clivada em VP2 e VP4, dando origem ao vírus infeccioso. Por fim, a liberação 

da partícula viral pode ocorrer por duas vias: um processo não lítico de vesículas extracelulares 

ou por lise celular em estágio avançado de infecção (BAGGEN et al., 2018).  
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Figura 3. Representação esquemática do ciclo replicativo do Enterovírus A-71.  

 

Fonte: Shiraz et. al, em preparação
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1.3.  Prevenção e tratamento contra o EV-A71 

 Até o momento, estão em fase de desenvolvimento e aprovação vacinas de: i) cepas 

atenuadas, que devem ser analisadas com cautela devido a possibilidade de reversão e 

desencadeamento de sintomas neurológicos; ii) vírus inativado com formalina, sendo a mais 

priorizada por induzir altos níveis de anticorpos específicos contra o EV-A71; iii) vetor viral, 

com a utilização de adenovírus como vetor; iv) partículas tipo-vírus (VLP, virus like-particles), 

que têm se mostrado altamente imunogênicas e com efeito protetor em camundongos recém-

nascidos que receberam uma dose letal do vírus; v) proteína recombinante VP1, expressa em 

Escherichia coli, levedura ou sistema de baculovírus; e vi) peptídeos SP70, um epítopo da 

proteína de capsídeo VP1 (LI et al., 2021; YI; SHIN, 2017). Todavia, somente vacinas do vírus 

inteiro inativado, do subgenótipo C4, possuem permissão para veicular comercialmente na 

China e alguns países próximos. Para que sejam utilizadas mundialmente, outros testes 

necessitam ser realizados com o objetivo de comprovar a eficácia diante a variedade de cepas 

do EV-A71 (HU et al., 2013; NG; HE; KWANG, 2015; ZHU et al., 2014). 

Apesar de ser um patógeno endêmico, ainda não existem tratamentos antivirais 

direcionados contra o EV-A71, portanto, a terapia se baseia no controle de sintomas por meio 

de anti-inflamatórios e antitérmicos (CHENG et al., 2014; GANTT et al., 2013; MAO et al., 

2016). Desta forma, compostos naturais podem fornecer uma fonte de recursos para o 

desenvolvimento de novos fármacos antivirais contra o enterovírus-71. 

1.4.  Compostos naturais como recurso para a identificação de candidatos a fármacos 

Historicamente, compostos naturais de diversas origens são utilizados como fonte de 

identificação de medicamentos, desde antimicrobianos a anti-neoplásicos (ATANASOV et al., 

2021; HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). Em geral, o uso de compostos naturais 

apresenta baixo custo, conta com uma grande variedade de químicos, e promove poucos efeitos 

adversos em comparação aos tratamentos convencionais (KITAZATO; YIFEI; KOBAYASHI, 

2007). Ademais, o Brasil é rico em sua fauna e flora e possui a maior biodiversidade do planeta, 

o que explica o interesse cada vez mais crescente em pesquisas que envolvam a utilização de 

substâncias naturais para terapias (VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018).  

Os compostos naturais já foram descritos com atividade antiviral, como por exemplo 

o galato de epigalocatequina (EGCG) contra o Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) 

(YAMAGUCHI et al., 2002), o EGCG e o digalato de teaflavina (TF3) contra o vírus da Influenza  

(NAKAYAMA et al., 1994), as proteínas isoladas de algas vermelhas, o extrato metanólico de 
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Phyllanthus amarus e flavonoides de Pterogyne nitens, contra o Hepacivírus-C (HCV) 

(JARDIM et al., 2015, 2018; REDDY et al., 2018; SHIMIZU et al., 2017a), e os eugenóis 

originados de louro contra o vírus do Ebola (LANE et al., 2019).  

1.5.  Atividades biológicas de proteínas isoladas da peçonha de serpentes 

Dentre os compostos naturais, as peçonhas de serpentes têm sido relacionadas com  

diversas atividades biológicas por serem ricas em proteínas, aminoácidos, lipídeos e 

polipeptídios (CLEYSE et al., 2017; VILLALTA-ROMERO et al., 2017). Bailey e Wilce 

demonstraram a ação anti-hipertensiva em princípios ativos isolados da peçonha de Bothrops 

jararaca, que inibem a ECA (Enzima Conversora de Angiotensina) (BAILEY; WILCE, 2001). 

Uzair e colaboradores avaliaram a atividade de peçonha contra o câncer colorretal (UZAIR et 

al., 2018) e, ainda, em outro estudo, foram validadas propriedades antimicrobianas da peçonha 

de serpentes (DE BARROS et al., 2019). 

Além disso, as proteínas isoladas da peçonha de serpentes foram associadas à 

atividade antiviral contra o HIV e alguns vírus pertencentes à família Flaviviridae, como o 

vírus da dengue (DENV) e o vírus da febre amarela (YFV) (BRENES; LORÍA; LOMONTE, 

2020; BUSHRA UZAIR, RABIA BUSHRA, BARKAT ALI KHAN, 2018; MULLER et al., 

2012). A peçonha da serpente Crotalus durissus terrificus, um tipo de cascavél, é constituída 

por diversas proteínas, dentre elas a crotoxina, uma proteína dimérica formada por um peptídeo 

inativo (crotapotina) e uma fosfolipase A2 (PLA2CB), enzima vinculada no processo de 

intoxicação da presa (RUSSO et al., 2019). A crotoxina e a PLA2CB apresentaram atividade 

antiviral contra os vírus da dengue, da febre amarela, HCV e o CHIKV (MULLER et al., 2012; 

SANTOS et al., 2021; SHIMIZU et al., 2017b), enquanto a crotamina apresentou atividade 

antibacteriana e antifúngica (YAMANE et al., 2013; YOUNT et al., 2009).  

De forma semelhante, a peçonha da Bothrops moojeni, designada popularmente como 

“jararaca”, também tem sido amplamente estudada por apresentar atividades biológicas, se 

sobressaindo pelos seus efeitos bactericidas, anticoagulantes, leishmanicidas e antitumorais 

(BARBOSA et al., 2010; CASTILHOS et al., 2011; SILVEIRA et al., 2013; STÁBELI et al., 

2006). Nesse contexto, as propriedades biológicas apresentadas pelos constituintes das 

peçonhas de serpente demonstram o grande potencial terapêutico contido nessa classe de 

moléculas, se apresentando como fontes promissoras para a identificação e desenvolvimento 

de fármacos contra  microrganismos patogênicos. 
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2. OBJETIVOS 

2.1.  Objetivo geral 

 O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antiviral de proteínas isoladas da 

peçonha das serpentes Bothrops moojeni e Crotalus durissus terrificus no ciclo replicativo do 

EV-A71 in vitro.  

2.2. Objetivos específicos 

• Produzir e titular partículas virais de EV-A71, a fim de infectar células para o tratamento 

com os compostos, e avaliação da atividade antiviral;  

• Avaliar a citotoxicidade das proteínas isoladas das serpentes Bothrops moojeni e 

Crotalus durissus terrificus em células Vero, por meio de ensaio de viabilidade celular 

(MTT) e determinação da concentração citotóxica de 50% (CC50);  

• Avaliar a atividade antiviral de 4 proteínas isoladas da peçonha das serpentes Bothrops 

moojeni e Crotalus durissus terrificus em células infectadas com EV-A71, por meio do 

ensaio antiviral e determinação da concentração efetiva da inibição da replicação viral 

de 50% (EC50), e cálculo do índice de seletividade (SI). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Proteínas isoladas da peçonha de serpentes 

As peçonhas de Crotalus durissus terrificus e Bothrops moojeni foram obtidas no 

Centro de Extração de Toxina Animal (CETA), devidamente registrado e aprovado pelo 

Ministério do Meio Ambiente (processo número 3002678). A coleta foi realizada da coleção 

Morungaba-SP, sob autorização do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) e dos 

Recursos Naturais Renováveis (35/1/1998/000846–1), e a extração foi realizada por Jairo 

Marques do Vale (CETA). Todos os experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes 

e regulamentos relevantes disponíveis nas universidades federais, IBAMA e Ministério do 

Meio Ambiente. O isolamento e a purificação das fosfolipases MjTX-I e MjTX-II, a partir da 

peçonha de Bothrops moojeni, e das proteínas crotamina e PLA2CB, a partir da peçonha de 

Crotalus durissus terrificus, foram realizados no Laboratório de Toxinologia da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. As proteínas 

liofilizadas foram dissolvidas em PBS (tampão fosfato salino), filtradas e armazenadas a -80ºC. 

As concentrações de cada proteína isolada da peçonha de serpente após dissolução foi 

confirmada através da realização da quantificação por ensaio colorimétrico utilizando o kit 

Pierce BCA Protein Assay (ThermoFisher). Diluições das soluções-estoque contendo as 

proteínas foram realizadas anteriormente aos experimentos. 

3.2. Cultura de células Vero 

Células epiteliais de rim de macaco verde africano (Vero) foram cultivadas em meio 

essencial mínimo modificado por Dulbeco (DMEM; GIBCO-BRL) e suplementado com 100 U 

de penicilina por mL, 100 µg de estreptomicina por mL, 1% (v/v) de aminoácidos não essenciais 

e 10% (v/v) de soro fetal bovino inativado (GIBCO-BRL), incubadas em estufa a 37°C a 5% 

CO2. 

3.3. Ensaio de viabilidade celular e determinação de CC50  

Para estabelecer a concentração não tóxica das proteínas, uma suspensão de células 

Vero foi plaqueada em microplacas de 96 poços a uma concentração de 1x104 células/poço e 

incubadas em estufa a 37°C e 5% CO2 por 24 horas. Os compostos MjTX-I, MjTX-II, crotamina 

e PLA2CB foram diluídos em meio de cultura DMEM 2% nas concentrações de 50, 25, 10 e 1 

µg/ml, e posteriormente adicionadas às células por 72h. Em seguida, o sobrenadante foi 
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removido e 100 µL de uma solução contendo 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-

tetrazoliumbromide (MTT) (Sigma-Aldrich) a 1 mg/mL de meio de cultura foi adicionada às 

células, que foram incubadas a 37°C por 30 minutos. A solução de MTT foi removida, 

substituída pelo mesmo volume de DMSO, e submetida à leitura de comprimento de onda de 

490 nm no leitor de placa GloMax (PROMEGA-BRL). PBS foi utilizado como controle não 

tratado, e a porcentagem da viabilidade celular foi determinada pela média dos poços tratados 

x 100/ média dos poços controle. 

Para determinar a CC50, as proteínas MjTX-I, MjTX-II, crotamina e PLA2CB foram 

diluídas em meio de cultura DMEM 2%, por meio de uma diluição seriada 1:2, com as 

concentrações variando entre 1,2 e 150 µg/mL para as proteínas MjTX-I, MjTX-II e crotamina, 

e entre 0,4 e 50 µg/mL para a PLA2CB, em seguida foram adicionadas às células para realização 

de ensaios de viabilidade celular, como descrito acima. 

3.4. Produção de partículas virais do EV-A71 

O plasmídeo referente à construção p-EVA71-B2 do vírus completo de EV-A71 foi 

sintetizado com base na sequência genética do vírus isolado da cepa Enterovírus A-71 B2 

(Figura 4), cedido pela Profa Drª Nicola Stonehouse, da Universidade de Leeds, Reino Unido, 

para o Laboratório de Pesquisa em Antivirais (LAPAV) da UFU. O plasmídeo foi linearizado 

utilizando a reação de restrição pela enzima XhoI (ThermoFisher Scientific), purificado 

empregando o kit Wizard® DNA Clean-Up System (Promega), e  transcrito em RNA utilizando 

o kit T7 RiboMAXTM Express Large Scale RNA Production System (Promega), seguindo as 

instruções dos fabricantes para todos os protocolos. Células Vero foram eletroporadas com o 

RNA produzido, usando voltagem de 450V e 25 µF, e incubadas a 37°C a 5% de CO2. Após 

formação do efeito citopático (lise celular), o sobrenadante foi coletado e congelado a -80 C°. 
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Figura 4. Esquema representativo do plasmídeo referente à construção p-EVA71-B2 do vírus completo de EV-A71.  

 

3.5. Titulação viral 

Para quantificar as partículas virais de EV-A71 produzidas, células Vero foram 

plaqueadas em uma placa de 96 poços a 1x104 células/poço e incubadas a 37°C e 5% de CO2 

durante 24 horas. Posteriormente, foram realizadas diluições seriadas em base 10 (1:10) do 

sobrenadante do vírus em DMEM incompleto e adicionados 50µL por poço de cada diluição, 

em sextuplicata. Apos pipetagem das diluições na placa, as células foram adicionadas de 50µL 

de meio DMEM 2%, e incubadas a 37°C e 5% de CO2. Após 72h o meio foi removido, as 

células foram fixadas com paraformaldeído 4%, incubando-se durante 30 minutos, e 

posteriormente coradas com cristal violeta 0.5%. O cálculo de TCID50 foi realizado utilizando 

o método Reed–Muench (RAMAKRISHNAN, 1909). 
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3.6. Ensaio antiviral e determinação de EC50 

Para avaliar a atividade anti-EV-A71 das proteínas isoladas de peçonha de serpente, 

uma suspensão de células Vero foi plaqueada em microplacas de 96 poços a uma concentração 

de 1x104 células/poço e incubada em estufa a 37°C e 5% CO2 por 24 horas. Os compostos 

foram diluídos em meio de cultura contendo o EV-A71 a 100TCID50 na sua maior concentração 

viável, e posteriormente adicionadas às células por 72h. Em seguida, o sobrenadante foi 

removido e 100 µL de uma solução contendo MTT (Sigma-Aldrich) a 1mg/mL de meio de 

cultura foi adicionada às células, que foram incubadas a 37°C por 30 minutos. A solução de 

MTT foi removida, substituída pelo mesmo volume de DMSO, e submetida à leitura de 

comprimento de onda de 490 nm no leitor de placa GloMax (PROMEGA). Foi utilizado PBS 

como controle não tratado. Os resultados foram então transformados em porcentagem, sendo 

calculada a inibição da replicação do EV-A71 nas células por cada proteína usando a seguinte 

fórmula [(ODt)EVA71 − (ODc)EVA71] / [(Odc)célula – (Odc)EVA71] ×100 (%), onde 

(ODt)EVA71 é a densidade óptica medida do tratamento em células infectadas com EV-A71; 

(ODc)EVA71 é a densidade óptica medida para as células infectadas com EV-A71 do controle 

não tratado; e (Odc)célula é a densidade óptica medida do controle de células não infectadas 

(SONG et al., 2014). A atividade antiviral foi apresentada como % da inibição da replicação do 

EV-A71.  

Para determinar a EC50, MjTX-I, MjTX-II, crotamina, e PLA-2CB foram diluídas em 

meio de cultura contendo o EV-A71 a 100TCID50, por meio de uma diluição seriada 1:2, e o 

ensaio antiviral foi realizado como descrito acima. 

3.7. Análise estatística 

Todos os dados foram expressos através de média e desvio padrão. A análise estatística 

das diferenças foi determinada por meio de teste estatístico de análise de variância (one-way e 

two-way ANOVA) ou t-Student, onde valores de p < 0.05 são considerados significantes. Para 

estabelecimento dos valores de EC50 e CC50, os dados foram transformados em Log da 

concentração e submetidos a uma regressão não linear, com slope variável de quatro 

parâmetros.  

 

4. RESULTADOS 

4.1. Produção e titulação de partículas virais do EV-A71 
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Para obtenção do vírus EV-A71, o DNA plasmidial (Figura 5A) foi linearizado, a 

partir da reação da enzima XhoI, sendo possível a visualização da banda de aproximadamente 

11kb, após eletroforese em gel de agarose (Figura 5A). O produto da linearização foi purificado 

usando o kit Wizard® DNA Clean-Up System (Promega), e visualizado em gel de agarose 

(Figura 5B), bem como o transcrito de RNA, produzido a partir do DNA linear, utilizando a 

enzima T7 RiboMAXTM Express Large Sacle RNA Production System (Promega) (Figura 5C). 

As etapas de purificação e transcrição foram realizadas duas vezes para garantir a concentração 

de 1µg de material genético.
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose dos produtos das reações de linearização plasmideal, purificação do DNA 

linear e transcrição de RNA. (A) Resultado da linearização do plasmídeo. (B) Produtos da purificação do DNA linear. (C) 

Produtos das reações de transcrição de RNA, a partir do DNA linear. 

 

 

Células Vero foram então transfectadas por eletroporação com o RNA do EV-A71 

recém sintetizado, e após 48h de incubação foi possível a visualização de efeito citopático 

(morte celular). O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C. A titulação do sobrenadante 

foi realizada por meio de diluição seriada em base 10, incubadas por 72h, fixadas com 

paraformaldeído 4% e coradas com cristal violeta 0,5%. A presença ou ausência de lise celular 

nos poços de cada diluição foi anotada e transposta na tabela do método de Reed–Muench, 

resultando em um título viral de 2.1x106 TCID50/mL (Figura 6 e7).  
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Figura 6. Visualização do ensaio de titulação do EV-A71 em placa de 96 poços. 

 

 

 

Figura 7. Calculadora de TCID50. 
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4.2. Análise da viabilidade celular sob o tratamento com as proteínas isoladas de serpente 

As proteínas isoladas de serpente foram avaliadas em relação à sua citotoxicidade por 

meio do tratamento de células Vero com compostos nas concentrações de 50, 25, 5 e 1 µg/mL. 

Como resultado, em todas as concentrações, as proteínas MjTX-I, MjTX-II e crotamina 

demonstraram uma viabilidade celular acima de 90% (Figura 8). Alternativamente, a PLA2CB 

se apresentou citotóxica nas concentrações de 50 e 25 µg/mL, apresentando as melhores taxas 

de viabilidade celular a 5 µg/mL (Figura 8).   

 

Figura 8. Viabilidade celular das proteínas isoladas de peçonha de serpentes nas concentrações de 50, 25, 5 e 1 µg/mL 

em células Vero. PBS foi utilizado como controle não tratado. Os valores médios de dois experimentos independentes, cada 

um medido em quadruplicata, incluindo o desvio padrão, são mostrados. P <0,001 foi considerado significativo (****). 
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4.3. Proteínas isoladas de serpente inibem a replicação do EV-A71 in vitro 

Após a triagem do perfil de citotoxicidade das proteínas isoladas de serpente, as 

maiores concentrações não citotóxicas foram selecionadas para avaliar a atividade antiviral, e 

o ensaio de viabilidade celular foi realizado paralelamente. As proteínas MjTX-I, MjTX-II e 

crotamina foram testadas a 50 µg/mL, e a PLA2CB a 5 µg/mL. Nestas concentrações, todas as 

proteínas apresentaram viabilidade celular próxima ou de 100% (Figura 9). As proteínas 

crotamina e MjTX-II inibiram a replicação viral em 73% e 68%, respectivamente (Figura 9). 

Diferentemente, as proteínas MjTX-I e PLA2CB inibiram a replicação do EV-A71 em 48% e 
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27%, nesta ordem (Figura 9). 

 

Figura 9. Efeito das proteínas isoladas de serpente na viabilidade celular e replicação do EV-A71. Células Vero foram 

tratadas com os compostos MjTX-I, MjTX-II e crotamina a 50 µg/ml, e PLA2CB a 5 µg/ml, na presença e ausência do EV-A71 

(100TCID50), e posteriormente adicionadas às células por 72h. A leitura foi realizada utilizando o ensaio de MTT. Barras cinza 

apresentam resultados da viabilidade celular (%) e, em preto, a replicação do EV-A71 (%). Os valores médios de dois 

experimentos independentes, cada um medido em triplicata, incluindo o desvio padrão, são mostrados. P <0,01 foi considerado 

significativo. (****) P < 0.0001, (**) P <0.0023. As imagens foram geradas utilizando o GraphPad Prism 8.  
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4.4. Proteínas isoladas de serpentes apresentam alto índice de seletividade 

Para avaliar o potencial inibitório das proteínas isoladas da peçonha de serpente, um 

ensaio de dose-resposta foi realizado, por meio da diluição seriada dos compostos, com as 

concentrações variando entre 1,2 a 150 µg/mL para as proteínas MjTX-I, MjTX-II e crotamina, 

e entre 0,4 a 50 µg/mL para a PLA2CB, na presença ou ausência do EV-A71 a 100TCID50. Como 

resultado, as proteínas MjTX-I, MjTX-II, crotamina e PLA2CB obtiveram um EC50 de 5.9, 6.3, 

8.3 e 4,2 µg/mL, respectivamente (Figura 10, Tabela 1). Adicionalmente, os compostos 

MjTX-I, MjTX-II, crotamina e PLA2CB apresentaram um CC50 >1000, 427.6, >1000 e 52.3 

µg/mL, respectivamente (Tabela 1). Nesse sentido, as proteínas MjTX-I e a crotamina exibiram 
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SI >170.8 e >120.4, respectivamente, representando os maiores valores de SI entre as proteínas 

avaliadas. A MjTX-II apresentou um SI de 67.4, enquanto a PLA2CB demonstrou o menor valor 

entre todas, de 12.5 (Tabela 1). 

 

Figura 10.  Concentração efetiva de 50% (EC50) das proteínas de peçonha de serpentes. (A) Dados da proteína MjTX-I. 

(B) Dados da proteína MjTX-II. (C) Dados da proteína crotamina. (D) Dados da proteína PLA2CB. Células Vero foram tratadas 

com MjTX-I, MjTX-II e crotamina, com as concentrações variando entre 1,2 a 150 µg/mL, e a PLA2CB entre 0,4 a 50 µg/mL, 

na presença do EV-A71 (100TCID50), e posteriormente adicionadas às células por 72h. A leitura foi realizada utilizando o 

ensaio de MTT. Os valores médios de dois experimentos independentes, cada um medido em triplicata, incluindo o desvio 

padrão, são mostrados. 

 

Tabela 1. Dados comparativos de CC50, EC50 e SI, entre as proteínas isoladas de serpente avaliadas neste estudo. 

Composto  CC50 (µg/mL) EC50 (µg/mL) SI 

MjTX-I >1000 5,9 >170,8 

MjTX-II 427,6 6,3 67,4 

Crotamina >1000 8,3 >120,4 

PLA2CB 52,3 4,2 12,5 
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5. DISCUSSÃO 

Apesar do caráter endêmico em todo o mundo, as doenças ocasionadas pelo EV-A71 

ainda são negligenciadas, e se apresentam como um grande problema de saúde pública mundial, 

especialmente pelo tropismo neural do vírus (PUENPA et al., 2019). Nesse sentido, a busca por 

compostos com atividade anti-EV-A71 para realizar um tratamento seguro e eficiente, é 

fundamental.  

No presente estudo, observamos a alta viabilidade celular no tratamento das células 

Vero com as proteínas MjTX-I, MjTX-II e crotamina em concentrações de 50 µg/mL, e com a 

PLA2CB na concentração de 5 µg/mL. As toxinas, no geral, têm demonstrado um grande 

potencial terapêutico, pela baixa citotoxicidade, dentre outras propriedades, chegando a valores 

de EC50 menores que 8 µg/mL, semelhante ao que foi descrito aqui, corroborando com os dados 

encontrados neste estudo (MULLER et al., 2012; SHIMIZU et al., 2017b). Entretanto, a 

PLA2CB apresentou uma citotoxicidade elevada e um baixo valor de SI, quando comparado as 

outras proteínas avaliadas, o que difere de trabalhos como o de Santos e colaboradores, no qual 

demonstraram uma menor citotoxicidade para esses compostos (SANTOS et al., 2021). 

Portanto, é possível sugerir que a PLA2CB tenha citotoxicidade seletiva, dependendo da 

linhagem celular avaliada. Outro ponto a ser abordado é o EC50 (4,2 µM) observado em nossos 

dados, que está de acordo com os valores encontrados por Muller, 2012 e Santos, 2021 

(MULLER et al., 2012; SANTOS et al., 2021). O SI da PLA2CB ser mais baixo do que as outras 

proteínas avaliadas pode estar relacionado ao fato de que essa é uma proteína com atividade 

catalítica, sendo sua atividade dirigida à membranas, e, consequentemente, envelopes virais 

(TEIXEIRA et al., 2020). Nesse sentido, o EV-A71, por não possuir envelope, se torna um alvo 

menos favorável, como já demonstrado para outros vírus não-envelopados (MULLER et al., 

2014; TEIXEIRA et al., 2020). 

A crotamina, isolada de Crotalus durissus terrificus, e as proteínas MjTX-I e MjTX-II 

isoladas da Bothrops moojeni, foram as proteínas isoladas de peçonha que apresentaram o maior 

potencial antiviral neste estudo, com os valores de SI >120.4, >170.8 e 67.4, respectivamente. 

As proteínas MjTX-I e MjTX-II são subclasses da PLA2, denominadas de toxinas PLA2-like, 

ambas miotoxinas encontradas na peçonha de Bothrops moojeni (SALVADOR et al., 2018). 

Entretanto, após uma extensa revisão da literatura publicada até o momento, não foi possível 

identificar a descrição da atividade antiviral dessas proteínas para nenhum vírus. Por 

conseguinte, esse estudo se torna relevante ao trazer dados válidos em uma área desconhecida, 
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em relação à sua atividade antiviral. Não obstante, é possível sugerir que os dados encontrados 

aqui vão de acordo com o esperado para as proteínas dessa classe, visto a descrição de atividades 

contra outros patógenos, tal qual a atividade antimicrobiana de crotamina contra cepas fúngicas, 

como a Candida albicans e Candida glabrata (YAMANE et al., 2013). Adicionalmente, a 

crotamina foi avaliada em relação à sua citotoxicidade em células de feocromocitoma de 

glândula adrenal (PC12), células de rim embrionário (HEK293) e astrócitos, demonstrando uma 

baixa citotoxicidade (YAMANE et al., 2013), o que está de acordo com os resultados aqui 

demonstrados em que a citotoxicidade em células Vero foram quase inexistentes, dado os altos 

valores de CC50 (>1000).  

A MjTX-I também foi avaliada em relação à sua citotoxicidade em linhagens celulares 

de leucemia, induzindo a apoptose através da ativação de caspases, downregulation de Linfoma 

de células B2 (B-cell lymphoma 2 - BCL-2) e upregulation da expressão de Agonista Associado 

à Morte Celular BCL2 (BCL2 Associated Agonist Of Cell Death - BAD), demonstrando ser um 

potencial composto no tratamento de leucemia mieloide crônica (BENATI et al., 2017). A 

MjTX-II, na mesma perspectiva, demonstrou possuir atividade antimicrobiana contra 

Escherichia coli e Candida albicans, além de demonstrar atividade antitumoral em linhagens 

celulares humanas (células de leucemia T humana – Jurkat; adenocarcinoma de mama humano 

- SK-BR-3) e de camundongos (tumor de Ascite de Ehrlich - EAT). Adicionalmente, a MjTX-

II foi capaz de produzir efeitos parasiticidas contra Schistosoma mansoni e Leishmania spp. 

(STÁBELI et al., 2006). 

Outras proteínas isoladas da peçonha da serpente Bothrops sp demonstraram relevante 

atividade contra o Staphylococcus aureus, inibindo seu crescimento (CISCOTTO et al., 2009). 

Ainda, glicoproteínas, como a lectina, possui caráter citotóxico à células cancerígenas renais e 

pancreáticas (MEHTA; SASHINDRAN, 2002). Barbosa e colaboradores também avaliaram os 

efeitos de proteínas oxidases contra Leishmania sp., que comprovaram serem tóxicas para os 

parasitas, sem demonstrar citotoxicidade (BARBOSA et al., 2021). Nesse sentido, a atividade 

biológica dessas proteínas era esperada, porém permaneciam inexploradas como potencial 

terapêutico antiviral. Os resultados aqui enfatizam a importância da avaliação biológica de 

compostos naturais, principalmente aqueles isolados de peçonha de animais, visto a diversidade 

e heterogeneidade de componentes, que permitiram a identificação de substâncias já aplicadas 

na clínica, assim como propicia o estudo de várias outras moléculas que permanecem pouco 

exploradas (CHAN et al., 2016). 
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6. CONCLUSÃO 

Neste estudo, dentre as proteínas isoladas das peçonhas de Bothrops moojeni e 

Crotalus durissus terrificus, a MjTX-I e a crotamina são os compostos com a melhor relação 

entre CC50 e EC50, com um valor de SI >170.8 e >120.4, respectivamente. A PLA2CB foi a 

substância com a menor atividade antiviral e maior citotoxicidade. Outros estudos são 

necessários para avaliar os mecanismos de ação das proteínas MjTX-I, MjTX-II e crotamina. 

A partir de uma extensa revisão bibliográfica, é possível sugerir que este trabalho revela pela 

primeira vez a atividade da proteína MjTX-I, MjTX-II e crotamina no ciclo replicativo do EV-

A71, assim como é a primeira descrição da atividade biológica dessas proteínas contra vírus, 

fornecendo dados úteis para pesquisas aplicadas ao desenvolvimento de terapias contra doenças 

causadas pelo enterovírus A-71. 
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