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RESUMO 

Os vírus encontram-se entre as principais causas de adoecimento no mundo, 

destacando-se o Dengue virus (DENV) que infecta anualmente cerca de 390 

milhões de pessoas, das quais 96 milhões desenvolvem sintomas aparentes. 

Estima-se que 40% da população mundial encontra-se em áreas de risco para 

dengue. A dispersão da doença tem aumentado durante os últimos anos e 

atualmente o vírus encontra-se presente em 128 países. No Brasil, graves 

epidemias ocorreram nos últimos anos, causando um grande impacto econômico 

para o país e desfechos importantes nos indivíduos acometidos. Atualmente, não 

existe tratamento específico e eficaz para as infecções causadas pelo Dengue 

virus, sendo o cuidado médico essencial para um melhor desfecho da infecção. 

A busca por antivirais específicos é estratégica. Neste contexto, devido às suas 

propriedades farmacológicas únicas, os derivados do Adamantano aparecem 

como uma possibilidade, tendo demonstrado atividade antiviral comprovada para 

os vírus Influenza A, Human immunodeficiency virus 1 e Hepatitis C virus. Sendo 

assim, o objetivo do presente trabalho foi determinar in vitro a eficácia de três 

compostos inéditos (ADA1, ADA2 e ADA5) derivados da Amantadina, que 

consiste em um grupamento funcional de NH2 no carbono 5 do adamantano, 

contra o Dengue virus 4 (DENV-4). Os ensaios in vitro realizados com as técnicas 

de MTT e AlamarBlue demonstraram que os três compostos não apresentaram 

citotoxicidade em células BHK-21 para as concentrações de 200 µM (com 

exceção de ADA5), até 0.0002 µM. Os ensaios de atividade antiviral, realizados 

com o ensaio de redução de placas em células BHK-21, demonstraram que os 

compostos ADA1 e ADA2, na concentração de 200µM, reduziram em 4 (100%) 

e 2 log (50%), respectivamente, os títulos virais de DENV-4. Foi observada 

também uma redução de cerca de 1 log (25%) no título viral de DENV-4 para os 

três compostos nas concentrações de 20 µM e 2 µM. Em conclusão, os 

compostos ADA1 e ADA2 na concentração de 200 µM apresentam potencial 

antiviral para o modelo estudado, DENV-4, e de acordo com os resultados 

preliminares esta atividade extende-se aos sorotipos DENV-1, 2 e 3. 

 

 

Palavras-Chave: Dengue virus, Antiviral, Amantadina, Adamantano. 
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ABSTRACT 

Viruses are among the leading causes of illness around the world, including 

Dengue virus (DENV), which infects approximately 390 million people every year, 

of which 96 million develop apparent symptoms and it is estimated that 40% of 

the world population are living in areas at risk of contracting Dengue. Its 

dispersion has increased over the last few years, and the virus is now present in 

128 countries. In Brazil serious epidemics have occurred in recent years, causing 

a great economic impact to the country and important outcomes in the affected 

individuals. Currently there is no specific and effective treatment for infections 

caused by Dengue virus, and medical care is essential for a better outcome of 

the infection. The search for specific antivirals is strategic. Due to their unique 

pharmacological properties, adamantane derivatives demonstrate proven 

antiviral activity for Influenza A, Human immunodeficiency virus 1 and Hepatitis 

C virus. Therefore, the aim of the present study is to determine in vitro the 

effectiveness of three new compounds (ADA1, ADA2 and ADA5) derived from 

Amantadine, which consists of a functional group of NH2 on carbon 5 of 

adamantane, against Dengue virus 4 (DENV-4). The assays performed with MTT 

and AlamarBlue techniques demonstrated that the three compounds did not 

show cytotoxicity in BHK-21 cells at concentrations of 200 µM (with the exception 

of ADA5) up to 0.0002 µM. The antiviral activity assay carried out by titration in 

BHK-21 cells (plaque reduction assay), demonstrated that the compounds ADA1 

and ADA2, at a concentration of 200µM, reduced by 4 (100%) and 2 log (50%), 

respectively, the titers of DENV-4. A reduction of about 1 log (25%) in the viral 

titer of DENV-4 was also observed for the three compounds at concentrations of 

20 µM and 2 µM. In conclusion, the compounds ADA1 and ADA2 at a 

concentration of 200 µM present antiviral potential for DENV-4 and according to 

preliminary results this potential extends to the other serotypes DENV-1, 2 and 

3. 

 

 

 

Keywords: Dengue virus, Antiviral, Amantadine, Adamantane. 
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 1 INTRODUÇÃO 

 

A dengue é uma das principais arboviroses de regiões tropicais e 

subtropicais do mundo. É uma doença viral transmitida por mosquitos do gênero 

Aedes que acomete cerca de 390 milhões de pessoas todos os anos, estimativa 

obtida por meio de estudos de modelagem epidemiológica. Dentre estas, 96 

milhões de pessoas apresentam a sintomatologia e cerca de 20.000 casos são 

fatais. Desde o primeiro isolamento ocorrido em 1943 até a presente data, 

circulam quatro sorotipos filogeneticamente e antigenicamente distintos, Dengue 

virus sorotipos 1, 2, 3 e 4 (JOHN & RATHORE, 2019; BHATT et al., 2013). 

A incidência da dengue nos últimos anos tem aumentado 

consideravelmente e recentemente estudos demonstram que a doença está se 

espalhando para regiões e países da Europa, Estados Unidos, América Latina e 

Ásia, onde até então não se havia relato da mesma (GUZMAN, 2016). 

De suma relevância também se destaca o grande impacto social e 

econômico em países acometidos pela epidemia, onde os pacientes requerem 

hospitalização e atenção médica, causando assim impactos diretos e indiretos 

nos sistemas de saúde pública. A dengue grave é uma das principais causas de 

morte entre crianças e idosos em alguns países da América Latina e Ásia. No 

Brasil, a doença contribui para considerável perda de produtividade laboral onde 

só em 2019 (semana epidemiológica 1 a 44) cerca de 1,5 milhões de casos 

prováveis foram notificados, ocasionando assim, algum grau de incapacidade 

física durante a infecção sintomática. E durante os dois primeiros meses do ano 

de 2020, da semana 1 até a 7 semana epidemiológica, já foram notificados 

181.670, apresentando um aumento cerca de 58% em relação ao mesmo 

período do ano de 2019 (TREMBLAY et al., 2019; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2020). 

Até o momento não existe um tratamento específico para a doença, sendo 

o cuidado paliativo a melhor escolha e o controle vetorial a estratégia de 

prevenção mais consolidada. Porém, a falta de medicamentos antivirais 

específicos possibilita a progressão dos casos de dengue para as formas mais 

graves da doença devido a complexa interação entre o sistema imune e o vírus. 

Assim, o desenvolvimento de um antiviral capaz de bloquear o vírus em algum 
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momento do ciclo de multiplicação se faz urgente, necessário e de extrema 

importância no contexto epidemiológico atual (TREMBLAY et al., 2019). 

Neste âmbito, a Amantadina ou Aminoadamantano faz parte de um grupo 

de fármacos já aprovados pela Food and Drug Administration há mais de meio 

século e com atividade antiviral comprovada para alguns vírus como o HIV e 

HCV (WANKA & IQBAL & SCHREINER, 2013). Recentemente, o nosso grupo 

comprovou que moléculas derivadas do Adamantano possuem potencial 

imunomodulador para o retrovírus HTLV-1 (Human T-lymphotropic virus 1). 

Apresentando indução positiva e negativa de componentes da resposta imune 

inata (FRANCO, 2015).  Destaca-se que a Amantadina tem importante atividade 

antiviral para o vírus Influenza A inibindo canais de prótons M2 viral e 

consequente bloqueando o desnudamento e multiplicação viral. Mais 

especificamente, a Amantadina bloqueia a entrada de íons H+, para o interior do 

envelope viral, resultando na inibição do estímulo necessário para que o vírus 

modifique as proteínas do envelope e realize o desnudamento (FIELDS & KNIPE 

& HOWLEY, 2013). A família Flaviviridae possui mecanismos biológicos de 

penetração viral assemelhados aos do Influenza, e, portanto, a atividade viral da 

Amantadina foi testada com bons resultados para esta família na década de 80 

em estudos in vitro e ex-vivo (células de seres humanos e primatas não 

humanos) (Koff et al., 1980). Durante um surto de Dengue em Taiwan com mais 

de 10.000 pessoas acometidas, testou-se o uso da Amantadina, dentre outras 

drogas, tendo sido somente observada a melhoria dos pacientes com o fármaco 

destacado, embora sem protocolo científico. Em 2016, a Amantadina foi testada 

não somente para Dengue virus como também para o West Nile virus  

demonstrando redução na carga viral (BLÁZQUEZ & MARTÍN-ACEBES & SAIZ, 

2016).  

Diante destes resultados reportados e do impacto das arboviroses na 

saúde pública em todo o mundo e especialmente em nosso país, é importante 

dar seguimento aos resultados iniciais de nosso grupo de pesquisa, mudando 

agora o foco para o Dengue virus. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Os Flavivírus 

 

2.1.1 Família Flaviviridae 

 

 

Os vírus de RNA que utilizam uma RNA polimerase RNA dependente 

(RpRd) para a sua replicação foram agrupados pelo ICTV (International 

Committee on Taxonomy of Viruses) em um único reino denominado Riboviria. 

Neste reino se enquadra a família Flaviviridade que abriga vírus que se 

caracterizam por serem causadores de doenças emergentes de grande 

importância econômica e epidemiológica para os seres humanos, dentre eles o 

Dengue virus (DENV) (HOLMES & TWIDDY, 2003; ICTV, 2019).  

Segundo o ICTV (2019), o nome Flaviviridae foi proposto em 1984 e 

compreende um grupo de vírus envelopados de genoma RNA fita simples, não 

segmentado e de senso positivo. As partículas virais da família apresentam entre 

40 – 60 nm (nanômetros) e o genoma entre 9.0 – 13 kb (quilobases). O nome da 

família é derivado do latim, onde Flavus significa amarelo e se refere ao protótipo 

(espécie-tipo) da família, o vírus da febre amarela (Yellow fever virus - YFV).  

Com base em propriedades biológicas e filogenéticas, dentro da família 

distinguimos 4 gêneros, sendo eles: Flavivirus, Hepacivirus, Pegivirus e 

Pestivirus, apresentando 53, 14, 11 e 11 espécies de vírus, respectivamente. Os 

gêneros da família abrigam vírus de grande importância para os seres humanos, 

com destaque para o Hepacivirus C (HCV), causador de doenças crônicas no 

fígado, atingindo cerca de 71 milhões de pessoas pelo mundo (OMS, 2017b). 

Em contraste com a doença crônica causada pelo HCV, os principais vírus do 

gênero Flavivirus, em especial o DENV, YFV e Zika virus (ZIKV) causam 

doenças agudas com sintomas similares entre si (STANAWAY et al., 2016).  
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2.1.2 Gênero Flavivirus 

 

Sendo o maior gênero da família, apresentando 53 espécies de vírus já 

caracterizados, atualmente cerca de 50% das espécies do gênero causam 

doenças em seres humanos e recebem atenção dos sistemas públicos de saúde 

por serem emergentes e/ ou re-emergentes (ICTV, 2019a). Ainda no gênero, 

cerca de 50% dos vírus são transmitidos por mosquitos, 28% são transmitidos 

através de carrapatos e os demais não apresentam seu ciclo e vetores descritos. 

Outras espécies de vírus do gênero Flavivirus são conhecidas por causarem 

doenças em seres humanos sem a necessidade de um vetor artrópode, estas 

são transmitidas através de ratos e morcegos (ICTV, 2019a).  

Os Flavivirus anteriormente eram classificados de acordo com a 

reatividade sorológica da proteína do envelope (E), a principal indutora de 

resposta imune humoral. Contudo, outras proteínas podem também induzir uma 

resposta imune mediada por anticorpos, como: as proteínas prM (pré-

membrana) e a proteína não estrutural-1 (NS1). Desta forma, uma vez que todos 

os vírus do gênero são relacionados sorologicamente, pode-se obter resultados 

não-específicos em ensaios de ELISA e inibição da hemaglutinação (FIELDS & 

KNIPE & HOWLEY, 2013).  

Para a definição e classificação das espécies, atualmente são levados em 

conta 7 critérios em uma abordagem politética. Segundo o ICTV (2019), são eles: 

características antigênicas, associação geográfica, relação de seus genomas e 

genes, associação vetor, associação hospedeiro, associação doença e 

características ecológicas. Como exemplo, o Dengue virus possui 4 sorotipos e 

é classificado como uma única espécie, apesar dos distintos sorotipos serem 

diferentes em relação à sua estrutura molecular. Porém, de acordo com a 

classificação, trata-se de vírus que circulam simultaneamente em uma mesma 

região geográfica, habitat ecológico e apresentam vetores e ciclo de transmissão 

similares, provocando a mesma sintomatologia / doença, sendo assim 

classificados como uma única espécie (ICTV, 2019). 

Os Flavivirus podem ser encontrados em quase todas as partes do mundo 

e argumentos distintos sobre a origem e diversificação do gênero tem sido 

discutidos. Embora hipóteses preconizem o surgimento dos Flavivirus por volta 

de 10.000 anos atrás, Pettersson & Fiz-Palacios (2014) realizaram análises 
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bayesianas utilizando modelos de relógios moleculares relaxados e estimaram 

esta origem por volta de 85.000 ou 120.000 anos atrás. Estes autores discutem 

o fato de que o Powassan virus, transmitido por carrapatos e isolado em seres 

humanos, foi provavelmente introduzido na América do Norte durante a abertura 

e o fechamento da "ponte terrestre de Bering" entre 15.000 a 11.000 anos atrás, 

indicando uma origem mais antiga que o preconizado para os Flavivirus. As 

análises bayesianas realizadas pelos mesmos foram calibradas por data, 

baseando-se no evento biogeográfico da ponte terrestre de Bering e utilizando 

como nó de calibração interna sequências do Powassan virus. Estes resultados 

demonstraram que a disseminação dos Flavivirus é muito mais antiga do que se 

pensava, coincidindo com o surgimento do homem moderno na África, 

hipotetizando assim, que a grande disseminação e dispersão pelo mundo tenha 

se dado através da colonização do continente americano pelos asiáticos. 

 

 

2.2 O Dengue virus 

 

2.2.1 Origem 

 

Acredita-se que o nome “Dengue” tenha sido cunhado na língua Suaíli 

originada da África, onde “ki-dinga pepo” significa “dores parecidas com cãibras, 

produzidas pela ação de um espírito maligno”, com base na observação dos 

sintomas apresentados (CHRISTIE, 1872; TIAN et al., 2018).  

Estudos filogenéticos de Holmes e colaboradores (2003), demonstraram 

que os 4 sorotipos de DENV compartilham uma história evolutiva recente de 

cerca de 1.000 anos atrás e que somente a cerca de poucas centenas de anos 

a transmissão endêmica passou a ocorrer em seres humanos. Existem registros 

na literatura de um médico chinês datados de 992 a.C. que sugerem sintomas 

similares aos de dengue, onde a doença foi denominada “veneno de água”, pois 

estava relacionada a insetos voadores e a água, porém, correlação ainda muito 

incerta. Outros registros sugerem o surgimento de epidemias no final do século 

XVII, nas Américas e na Ásia (GUBLER, 1998; HOLMES & TWIDDY, 2003). Um 

evento marcante ocorreu durante a Segunda Guerra Mundial, em que o 

movimento de tropas, desmatamento e o grande número de soldados em áreas 



21 
 
 

geográficas isoladas proporcionou uma maior circulação do DENV em países 

Asiáticos (HALSTEAD, 1980). 

O isolamento viral ocorreu pela primeira vez em 1943 por Ren Kimura e 

Susumu Hotta (HENCHAL & PUTNAK, 1990) e hoje se conhece 4 sorotipos 

filogeneticamente e antigenicamente distintos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e 

DENV-4 (MESSINA et al., 2014). Segundo Mustafa e colaboradores (2015), uma 

variante dos 4 sorotipos decorrentes, denominado de DENV-5, teria sido isolada 

em 2013 na Malásia, a partir do soro de uma mulher de 37 anos proveniente da 

área rural. Os autores destacam que o mesmo provavelmente estaria vinculado 

ao ciclo silvestre do DENV e que o surgimento estaria associado a pressões 

seletivas, recombinações genéticas e seleção natural do sorotipo DENV-2. 

Contudo, até a presente data nenhuma sequência foi depositada em banco 

mundial de dados gênicos, embora os autores tenham relatado o 

sequenciamento do vírus em seu trabalho.   

As linhagens infectantes de seres humanos e as linhagens silvestres 

(circulantes em primatas não-humanos) demonstram uma grande variação 

genética. Porém, esta divergência não constitui uma barreira interespécie, uma 

vez que estes vírus apresentam reservatórios e pontes entre florestas e cidades, 

causando pequenos surtos (ROSSI et al., 2012). 

 

 

2.2.2 Partícula Viral 

 

2.2.2.1 Proteínas Estruturais 

 

A partícula viral madura (Figura 1) é composta por três (3) proteínas 

estruturais denominadas: proteína do envelope (E), proteína da membrana (M) 

e a proteína do capsídeo (C). Na camada mais externa do vírus, estão as 

proteínas E e M que compõem o envelope e estão ancoradas na bicamada 

lipídica.  Abaixo da bicamada lipídica está localizado o capsídeo composto pela 

proteína C, protegendo assim todo o material genético. Em relação à partícula 

imatura, a diferença está presente na proteína pré-membrana (prM) que 

apresenta um peptídeo que envolve a porção de fusão da partícula viral, 
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impedindo que após a liberação da partícula viral esta infecte novamente a 

mesma célula (KUHN et al., 2002).  

 

 

Figura 1: Partícula de um Flavivirus. Estrutura da partícula viral madura (à direita) e imatura (à 

esquerda), demonstrando a diferença entre a conformação espacial da proteína E. Fonte: 

Adaptado de VRATSKIKH et al., 2013.  

 

Sendo a principal estrutura antigênica do DENV e possuindo cerca de 

(~53 kDa), a glicoproteina E está envolvida no processo de adsorção e 

penetração do DENV que requer o reconhecimento do receptor celular, e 

principalmente, a fusão das membranas após a formação do endossomo. É a 

principal proteína reconhecida pelos anticorpos neutralizantes, possuindo 180 

cópias na superfície do vírus distribuídas em 90 homodímeros de arranjos 

antiparalelos. Classificada como proteína de fusão classe II, apresenta três 3 

subdomínios denominados I (DI), II (DII) e III (DIII). O DI está localizado na 

porção C-terminal da proteína E e possui a função de estabilizar a orientação 

geral da proteína. O DII está associado a mudanças conformacionais no 

momento do desnudamento e acidificação do pH do endossoma. E o DIII é o 

responsável pela ligação antígeno-anticorpo, apresentando epítopos 

importantes para utilização em ensaios sorológicos, diagnósticos e vacinas, além 

de ser responsável pela ligação vírus-célula (REY, et al., 1995; KUHN et al., 

2002; MODIS et al., 2003; BRESSANELLI et al., 2004; CHÁVEZ et al., 2010; 

GUZMAN et al.).  

Os três domínios da proteína E são conservados, podendo-se observar 

algumas variações nos resíduos de aminoácidos e assim variações entre família 
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e gênero. Como exemplo, o sítio Asn-153 (Figura 2) é um resíduo de aminoácido 

comum aos Flavivirus e o resíduo Asn-67 é específico para Dengue virus, ambos 

estão localizados no interdomínio e apresentam papel fundamental na fusão de 

membranas. Uma outra função relacionada a estes sítios de glicosilação está 

relacionada a infectividade do vírus, por exemplo, a falta da Asn-153 originará 

partículas de baixa infectividade para seres humanos (MONDOTTE et al., 2007; 

REY, FELIX A, 2003). 

 

 

Figura 2: Estrutura da proteína E em dímero. Os três domínios da proteína E e os resíduos de 

aminoácidos N67 (Asn-67) e N153 (Asn-153), característicos do gênero Flavivirus. Fonte: 

Adaptado de REY, FELIX A, 2003.  

 

A ancoragem da proteína E na membrana viral é realizada pelo domínio 

transmembrana que consiste em duas porções antiparalelas TM1 e TM2. Sua 

função está relacionada a fusão de membranas endossoma-viral durante e 

trimerização da proteína E e ao processamento da poliproteína (FRITZ et al., 

2011). 

A proteína do capsídeo (C) é a primeira proteína sintetizada na sequência 

para a geração da poliproteína. Possui peso de 12 kilo Daltons (kDa) e forma 

homodímeros em solução, além de possuir afinidade com o ácido nucleico e 

lipídios da membrana (JONES et al., 2003). O processo de maturação da 

proteína ocorre no lúmen da membrana do reticulo endoplasmático, mediada 

pela proteína não-estrutural 3 (NS3) (BYK & GAMARNIK, 2016). 

A proteína pré-membrana (prM) possui 166 aminoácidos sendo dividida 

em duas porções “pr” e “M”. Sua função é proporcionar a liberação da partícula 

viral sem que o vírus volte a infectar a mesma célula (CHAMBERS & MCCOURT 
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& RICE, 1990; LI et al., 2008; NEMÉSIO & VILLALAÍN, 2014; OLIVEIRA & DE 

ALENCASTRO & HORTA, 2017). 

A proteína M possui peso molecular de cerca de 7~9 kDa e possui uma 

cadeia de 40 aminoácidos. Está localizada abaixo da proteína E do envelope e 

possui propriedade transmembrana. Apresenta papel importante na indução de 

apoptose celular induzida pelos Flavivirus durante a infecção (CHAMBERS & 

MCCOURT & RICE, 1990; CATTEAU et al., 2003). 

 

 

2.2.2.2 Proteínas Não-Estruturais 

 

As proteínas não estruturais (NS) exercem funções variadas que vão 

desde a montagem, clivagem e replicação até a tradução de proteínas da 

partícula viral. Com o auxílio de proteínas do hospedeiro, as proteínas NS 

modelam a organização interna da maquinaria celular, proporcionando a evasão 

do vírus do sistema imune. Na Tabela 1 encontra-se o resumo das principais 

funções das proteínas NS (LINDENBACH & RICE, 1999). 

 

Tabela 1: Principais funções das proteínas não-estruturais. Fonte: Adaptado de GUZMAN 

et al.,  2016. 

Proteína Tamanho Características Principais funções 

NS1 46 kDa 

Pode ser ancorada no Retículo 

Endoplasmático, membrana-associada ou 

secretada (sNS1). 

 

NS1 intracelular está envolvida na replicação 

precoce do RNA. 

sNS1 ativa o sistema imune e está envolvida 

no extravasamento vascular. 

NS2A 22 kDa Proteína hidrofóbica integral da membrana. 
 

• Envolvida na replicação do RNA. 

NS2B 14 kDa Pequena proteína hidrofóbica. • Cofator para NS3. 

NS3 69 kDa Proteína multifuncional, com muitos 

domínios catalíticos. 
 

• Envolvida nas funções da Nucleosídeo-

Trifosfatase de nucleotídeos e protease / 

helicase durante a síntese de RNA. 

NS4A 16 kDa 
Proteína hidrofóbica integral da membrana. 

• Necessária para a formação de vesículas de 

replicação. 

NS4B 30 kDa Pequena proteína hidrofóbica. • Suprime a sinalização de IFN-β e IFN-γ. 

NS5 105 kDa  
A maior e mais conservada dentre as 

proteínas do Dengue virus.  

• Envolvida na síntese de RNA. 

• Envolvida no bloqueio do sistema IFN. 
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A proteína não estrutural 1 (NS1) é uma glicoproteína multifuncional que 

possui homologia entre os Flavivirus (MULLER & YOUNG, 2013) e contém 2 

sítios de glicosilação, Asn-130 e Asn-207. Este último sítio se demonstra 

importante para a replicação viral do DENV, pois como sugere Fan e 

colaboradores (2014) a alteração do aminoácido reduz significativamente o 

tamanho da placa de lise e provoca a redução dos efeitos citopáticos do vírus.  

Além disso, a NS1 demonstra um papel importante na maturação e 

secreção da partícula e sua atividade está relacionada a evasão do sistema 

imune (WATTERSON & MODHIRAN & YOUNG, 2016). Atualmente, pesquisas 

de biomarcadores para diagnóstico tem utilizado a NS1 como alvo por ser uma 

proteína altamente imunogênica, estimuladora de resposta imune, sendo 

encontrada no plasma sanguíneo durante e após o período de viremia (FAN & 

LIU & YUAN, 2014). 

A proteína NS2A é o principal constituinte do complexo de replicação viral 

no momento da montagem. Caracteriza-se por antagonizar a resposta imune do 

hospedeiro, inibindo a sinalização de interferon tipo I (INF) (CHAMBERS & 

MCCOURT & RICE, 1990; FALGOUT et al., 1991; FIELDS & KNIPE & HOWLEY, 

2013). 

A proteína NS3 possui dois domínios na porção N-terminal e C-terminal, 

protease e helicase, respectivamente. Está envolvida em várias atividades 

enzimáticas essenciais para a replicação do RNA genômico viral, onde realizará 

clivagens proteolíticas da poliproteína, produto da síntese do genoma senso 

positivo. NS3 demonstra ainda atividade de RNA trifosfatase (RTPase) que 

sintetiza a estrutura CAP-5’ (BENARROCH et al., 2004; SHANNON et al., 2016). 

Uma característica do complexo de proteínas NS2B-NS3 é dispor de 

porções alvos para antivirais. Como exemplo, o Boceprevir apresenta atividade 

proteásica capaz de inibir e bloquear a atividade da proteína NS3 em HCV 

(CABARCAS-MONTALVO et al., 2016; FOOTE & SPOONER & BELLIVEAU, 

2011). Um outro fármaco usado para o tratamento de HCV, Sofosbuvir foi testado 

contra o DENV e o YFV e demonstrou atividade antiviral, bloqueando a atividade 

da polimerase NS5, inibindo assim a replicação do virus em experimentos in vitro  

e  in vivo (FREITAS et al., 2019). 

NS4A e NS4B são proteínas que desempenham um papel importante no 

complexo de replicação. NS4A regula o complexo de replicação através de 
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comunicações moleculares com o genoma. NS4B interage com o domínio 

helicase de NS3 para a dissociação de NS3 da fita simples após o 

desdobramento da dupla fita de RNA. Assim como NS2A, a NS4B possui 

atividade antagonista bloqueando sinais de INF do tipo I (MILLER, S. et al., 2007; 

TEO & CHU, 2014; ZOU et al., 2015). 

A proteína NS5 é altamente conservada em Flavivirus, sendo a maior 

proteína codificada pelo DENV. A porção C-terminal de NS5 possui atividade 

RpRd, enquanto que a porção N-terminal, assim como a NS3, atua na formação 

do CAP 5’ de RNA, possuindo propriedades 2’-O metiltransferase (MTase) 

(EGLOFF et al., 2002; MALET et al., 2007). 

 

 

2.2.2.3 Genoma  

 

O genoma (Figura 3) apresenta aproximadamente 11 kb de extensão, 

contém uma única fase de leitura aberta (ORF – Open Reading Frame), é 

flanqueado por extremidades 3’ e 5’ não traduzidas (UTR – Untranslated 

Regions) e funciona como mRNA. A região 5’ possui uma estrutura CAP tipo 1 

(m7GpppNm-RNA) e serve para o reconhecimento do sítio de entrada do 

ribossomo protegendo-o de exonucleases. A adição de CAP 5’ irá assegurar que 

o vírus produza a poliproteína usando a maquinaria do hospedeiro. Diferente de 

outras estruturas genômicas, a região 3’ não possui uma cauda poliadenilada. 

Estas duas regiões formam estruturas tridimensionais que são importantes no 

processo de replicação e tradução. O genoma codifica uma poliproteína 

contendo 3.000 aminoácidos que posteriormente sofre clivagens pós-

traducionais (MANZANO et al., 2011; THURNER et al., 2004; ZHAO et al., 2015). 

 

 

 

Figura 3: Genoma RNA de Dengue virus. Região 5´e 3´não traduzidas demonstrando as 

estruturas tridimensionais e a ORF indicando as proteínas estruturais e não estruturais. Na 

extremidade 5´, o Cap. C: capsídeo, prM: Pre-membrana,  E: envelope, NS1-5: não estrutural.  

Fonte: Adaptado de GEBHARD; FILOMATORI; GAMARNIK, 2011. 
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Os sorotipos DENV-1-4 diferem entre si em cerca de 25-40% dos 

aminoácidos e portanto possuem genótipos diferentes (BYK & GAMARNIK, 

2016).  

 

 

2.2.3 Multiplicação Viral  

 

O ciclo do DENV se inicia com a picada de um mosquito infectado pelo 

vírus em um hospedeiro susceptível. O DENV pode se multiplicar em várias 

células, dentre elas: células hepáticas, renais, linfoides, musculares, epiteliais e 

células do baço (GUZMAN et al., 2016; UPANAN & KUADKITKAN & SMITH, 

2008). As células que apresentam maior importância na adsorção inicial / ligação 

ao receptor celular são células do sistema mononuclear fagocitário, dentre elas 

os macrófagos, células dendríticas (DC - Dendritic Cell) e monócitos 

(MAROVICH et al., 2001; TASSANEETRITHEP et al., 2003).  

O processo de adsorção viral se inicia com a ligação ao receptor celular 

específico, e acredita-se que possa ser mediada pelo domínio III da proteína E 

(HUERTA et al., 2008). Os receptores celulares já caracterizados são: em células 

dendríticas, molécula não integrina, captadora da molécula de adesão 

intercelular 3 e específica das DCs (DC-SIGN – Dendritic Cell - Specific 

Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing-Non-integrin) (TASSANEETRITHEP 

et al., 2003); em macrófagos: receptores de manose (MILLER, J. L. et al., 2008); 

células hepáticas: receptores laminina (THEPPARIT & SMITH, 2004); e em 

monócitos e macrófagos receptores: HSP90 (Heat shock protein-90) e HSP70 

(Heat shock protein-70) (REYES-DEL VALLE et al., 2005). Recentemente, 

Dejarnac e colaboradores (2018) descreveram o primeiro receptor bona fide, ou 

seja, aquele que participa diretamente da internalização do vírus. O receptor é 

denominado de TIM-1 e está presente nos poços de clatrina, sendo assim 

internalizados juntamente na formação do endossoma. Alguns estudos vêm 

demonstrando a importância deste receptor na infectividade viral de outros vírus, 

como: Ebola virus (EBOV), Marburg virus (MARV), Lassa virus, Hepacivirus A 

(HAV), HCV e Japanese encefalites virus (JEV). Apesar de possuir alguns 

receptores e tipos celulares já relacionados para o DENV, muitas lacunas acerca 
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dos mecanismos de penetração e desnudamento ainda existem (GUZMAN et 

al., 2016; CHU et al., 2019). 

A próxima fase é a penetração e acredita-se que este processo ocorra por 

endocitose mediada por receptor clatrina-dependente (HUERTA et al., 2008; 

SWAMINATHAN & KHANNA, 2009). Embora estudos de  Lim e colaboradores 

(1999) utilizando microscopia eletrônica demonstraram que a penetração 

também possa ocorrer pela fusão entre a membrana plasmática e a membrana 

do vírus, este modelo de penetração não condiz com o relatado em outros 

estudos sobre Flavivirus (FIELDS & KNIPE & HOWLEY, 2013). No citoplasma 

da célula hospedeira, ocorre a acidificação do endossoma que inicia as 

mudanças conformacionais na proteína E, expondo o looping de fusão do 

domínio II e possibilitando a fusão das membranas endossomal e viral, liberando 

assim o nucleocapsídeo (CLYDE & KYLE & HARRIS, 2006; HEINZ & STIASNY 

& ALLISON, 2004) (Figura 4).  

 

 

Figura 4: Mecanismo de fusão de membranas da família Flaviviridae. A: O receptor celular 

se liga ao domínio III (azul-escuro) da proteína E. B: Após a redução de pH, ocorre uma mudança 

conformacional e o domínio II (amarelo) fica exposto com as pontas do looping de fusão 

(asterisco) voltadas para a membrana do endossoma. C: O looping de fusão se insere na camada 

de hidrocarbono da membrana do hospedeiro, ocorrendo a formação de trímeros. D: O domínio 

III (azul-escuro) dobra e altera a sua conformação fazendo com que as membranas se movam 

em direções opostas. E:  As membranas se fundem e o trímero se move em direções opostas. 

F: Formação do poro de fusão lipídico. Fonte: Adaptado de MODIS et al., 2004. 
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No citoplasma o genoma é codificado em uma única e longa poliproteína, 

que será clivada pelas proteases virais NS2 ou NS3 e por proteases do 

hospedeiro. Posteriormente, as proteínas NS recebem sinais de endereçamento 

para o retículo endoplasmático (RE) para a replicação do genoma. Uma cópia 

negativa é sintetizada e servirá de molde para mais fitas RNA senso positivo. O 

lado citosólico da proteína NS2A realiza o recrutamento da região 3´UTR do 

genoma viral e do complexo C-prM-E para o sítio de montagem viral. As fitas 

recém-sintetizadas apresentam nos últimos 285 nucleotídeos da região 3´UTR o 

sinal de recrutamento para a formação do nucleocapsídeo. A formação de um 

heterodímero entre prM e E no lúmen do RE posteriormente irá envolver o 

nucleocapsídeo para a formação da partícula imatura. A partícula é então 

carreada pela via secretória celular para a maturação no trans-Golgi que possui 

um pH menor (pH 6.7) do que o retículo endoplasmático (pH 7.2). Este sinal de 

pH faz com que a partícula altere as conformações proteicas de prM e E, 

permitindo a clivagem de prM para a forma madura da proteína M. A partícula é 

liberada com o peptídeo “pr” que irá prevenir a fusão da partícula na célula 

infectada. O processo de liberação se dá através de exocitose (GUZMAN et al., 

2016; RODENHUIS-ZYBERT & WILSCHUT & SMIT, 2010; XIE et al., 2019). O 

ciclo de multiplicação viral está esquematizado na Figura 5. 
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Figura 5: Ciclo de multiplicação do DENV. 1: O processo se inicia pela adesão ao receptor 

celular. 2: A penetração é realizada por endocitose mediada por receptor. 3: A acidificação do 

pH libera o nucleocapsídeo no citosol. 4: O genoma positivo serve de molde para a produção de 

RNA senso negativo que, por sua vez, irá servir de molde para a produção de mais genomas 

virais. 5: Segue-se ao processo de biossíntese das proteínas virais. A partícula imatura associada 

ao RE é transportada para o trans-golgi, 6 e 7 sofrendo maturação e sendo posteriormente 

liberada por exocitose. Fonte: Adaptado de GUZMAN et al., 2016. 

 

2.3 A Dengue 

 

2.3.1 Características Gerais da Doença 

 

A infecção por Dengue virus é caracterizada por uma miríade de sintomas 

que variam de assintomático / uma leve febre, até casos graves de febre 

hemorrágica e síndrome do choque. Após a nova classificação proposta pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS), podemos distinguir as manifestações da 

doença em: - Dengue sem sinais de alarme: Apresenta pelo menos dois 
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sintomas dentre náuseas, vômitos, cefaleia, erupção cutânea, dores oculares, 

musculares e nas articulações, leucopenia e positivo para teste do laço; - Dengue 

com sinais de alarme: Inclui os sinais/ sintomas anteriores com a presença de 

dor abdominal, vômito persistente, ascite, efusão pleural, sangramento de 

mucosas, letargia, hepatomegalia, e/ ou hematócrito com decréscimo de 

plaquetas; - Dengue grave: Ocorre quando se observa o extravasamento 

plasmático, sangramento volumoso e falha múltipla de órgãos. 

Até o momento, o arsenal terapêutico contra dengue é limitado a cuidados 

médicos e reposição de líquidos, não existindo um tratamento específico para a 

doença (TREMBLAY et al., 2019). 

 

2.3.2 Epidemiologia 

 

A epidemiologia do DENV é complexa, pois na perspectiva da ecologia do 

vetor a transmissão será influenciada pelo comportamento do mosquito e por 

variáveis como: temperatura, sazonalidade, precipitação pluviométrica, 

população imunizada e sorotipo circulante (DESCLOUX et al., 2012; LIU-

HELMERSSON et al., 2014).  

A incidência da dengue nos últimos anos tem aumentado 

consideravelmente atingindo 128 países e, atualmente, mais de 40% da 

população mundial encontra-se vulnerável a infecção. Até a década de 1970, 9 

países sofreram epidemias graves de dengue e recentemente estudos 

demonstram que a doença está se espalhando para regiões e países da Europa, 

Estados Unidos, América Latina e Ásia, onde até então não se havia relato da 

mesma. Estudos epidemiológicos estimam que 390 milhões de pessoas 

contraem dengue anualmente e dentre elas 96 milhões apresentam sintomas 

aparentes (BHATT et al., 2013; LEE & LIU & YANG, 2012; OMS, 2017c).  

A dengue é um grande problema de saúde pública e causa grande 

impacto econômico nos países em desenvolvimento. O primeiro registro bem 

documentado de um surto de Dengue Hemorrágica foi reportado pela OMS em 

1956, onde foram observados 1.207 casos e deste momento em diante estudos 

demonstram que a sua incidência e morbidade vêm aumentando cerca de 30 

vezes nas últimas décadas (HALSTEAD, 1980; OMS, 2009).  
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O principal problema epidemiológico consiste na falta de relatos 

apropriados, nos quais os casos são mal classificados. Esta ineficiência deve-se 

à falta de recursos para o diagnóstico e ao fato de que os países só notificam os 

casos confirmados em laboratório que, por sua vez, representam a minoria 

(BHATT et al., 2013). A Figura 6 representa o conceito “iceberg” da infecção por 

Dengue virus onde apenas parte das infecções apresentam a sintomatologia 

sendo então notificadas, dificultando a estimativa real de indivíduos acometidos.  

 

Figura 6: Conceito iceberg da infecção por Dengue virus. Os casos assintomáticos 

representam a maioria das infecções e mesmo que não apresentam a sintomatologia, a baixa 

carga viral representa importante reservatório da doença. E cerca de 5% das infecções 

sintomáticas representam os quadros grave e hemorrágico da doença. Fonte: Adaptado de 

JOHN & RATHORE, 2019. 

 

Estudos de coorte realizados na Nicarágua em 2010, demonstraram que 

o número de casos de dengue é cerca de 21 vezes maior em relação aos casos 

reportados pelo Sistema Nacional de Vigilância local (STANDISH et al., 2010), 

indicando assim a possível negligência dos governos em relação à epidemiologia 

do DENV. Este dado se mostra ainda mais alarmante quando se analisa a  

condição de indivíduos assintomáticos como reservatórios silenciosos do vírus e 

da doença (CASTRO; WILSON; BLOOM, 2017). 

No Brasil, campanhas eficientes durante as décadas de 1930 e 1940 

foram estabelecidas para a erradicação do Aedes aegypti (principal vetor do ciclo 
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urbano). Porém, durante a década de 1980, a falta de programas contra o vetor 

culminou na reintrodução do sorotipo DENV-1 e, consequentemente, em sua 

disseminação para diversas cidades e estados causando várias epidemias 

durante os anos subsequentes. Nos anos 1990 os DENV-1 e 2 apresentaram 

maior prevalência no Rio de Janeiro e no início do século XXI o DENV-3 foi 

introduzido (BARRETO & TEIXEIRA, 2008; BRAGA & VALLE, 2007; CHIEFFI, 

1985; HALSTEAD, 1980). Metanálises de Guo e colaboradores (2017), sugerem 

que no período de 1990 a 2015 prevaleceram infecções do sorotipo DENV-2 e 

co-infecções de mais de um sorotipo ocorreram em cerca de 48% dos surtos 

epidemiológicos registrados, resultando em uma taxa de mortalidade de 2,0%. 

Ainda neste estudo, registrou-se um padrão global para infecção onde 54,5% 

eram homens com idade média de 30 anos. Segundo o Ministério da Saúde 

(2018), no Brasil o sorotipo mais predominantemente registrado durante o 

período de 2009 a 2016 foi o DENV-1, porém em 2017 foi constatado uma 

mudança na circulação de DENV-1 para DENV-2. Pelo mundo esta proporção 

varia de acordo com regiões determinadas pela OMS.  

No ano de 2019 no Brasil, da semana epidemiológica 1 e 49 (30/12/2018 

a 07/12/2019) foram registrados 1.527.119 casos prováveis da doença onde os 

estados de São Paulo, Espírito Santo e Minas Gerais representam juntos 64,7% 

desta estatística. Em relação aos casos graves da doença, foram confirmados 

no Brasil 1.388 casos de dengue grave e 18.328 casos de dengue com sinais de 

alarme. E em relação aos óbitos, foram confirmados 754 casos (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2019). 

Segundo a Prefeitura de Belo Horizonte (PBH), o município se destaca 

por 3 grandes epidemias, sendo elas nos anos de 2010, 2013 e 2016 com 

50.025, 96.126 e 154.615 casos confirmados, respectivamente. Em 2019, até 

26/12/2019 foram confirmados 116.458 casos de dengue. No ano de 2020 até o 

dia 28 de março, na região Leste da capital foi a que concentrou o maior número 

de casos de dengue apresentando: 121 dos 362 casos confirmados. O 

monitoramento das arboviroses no município de Belo Horizonte é realizado 

continuamente através de análises epidemiológicas e por meio do mapa de 

intensidade de casos levantado em uma determinada região. Além disso, o vetor 

também é monitorado por meio de armadilhas de oviposição (PBH, 2019). 
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2.3.3 Vetores e Transmissão 

 

O gênero Aedes é o principal vetor transmissor da dengue relacionado a 

maioria dos casos epidemiológicos, sendo a espécie A. aegypti a de principal 

relevância devidos às suas aptidões biológicas, ecológicas, taxas de 

disseminação e capacidade vetoriais maiores do que qualquer outra espécie do 

gênero (HIGA, 2011; HOPP & FOLEY, 2001). O gênero Aedes é o principal vetor 

transmissor da dengue relacionado a maioria dos casos epidemiológicos, sendo 

a espécie A. aegypti a de principal relevância devidos às suas aptidões 

biológicas, ecológicas, taxas de disseminação e capacidade vetoriais maiores do 

que qualquer outra espécie do gênero (HIGA, 2011; HOPP & FOLEY, 2001).  

A dengue é transmitida principalmente pela picada da fêmea do mosquito 

Aedes aegypti, mas também pelo vetor secundário Aedes albopictus, ambos 

presentes na maioria das regiões tropicais e subtropicais do mundo (OMS, 

2009). Originado da África subsaariana o A. aegypti possui a característica de 

se adaptar facilmente ao ambiente criado pelo homem, fato que se comprova 

pela sua re-infestação em áreas onde os mesmos haviam sido erradicados. 

Estudos de alcance de voo dos mosquitos sugerem e reforçam a hipótese de 

que os seres humanos são os principais disseminadores do vírus, uma vez que 

A. aegypti está limitado a um perímetro de cerca de 400 metros em espaços peri-

domiciliares. A globalização de um modo geral também proporcionou a sua 

disseminação a partir do século XVII, se espalhando para outros países do 

hemisfério ocidental e em países do mediterrâneo, Ásia e para ilhas do Pacífico 

durante os períodos subsequentes (DYE, 1992; GUBLER, 2002; HONÓRIO et 

al., 2003). A distribuição geográfica do A. aegypti abrange áreas equatoriais, 

tropicais e subtropicais sendo limitada a climas onde o inverno possui uma média 

de 10 ºC (HOPP & FOLEY, 2001). Em países montanhosos com altitudes acima 

de 1.600m e 1.900m, o risco de infecção é raro, porém existem relatos de surtos 

de dengue em cidades acima de 2.000m de altitude, estando correlacionados a 

mudanças climáticas e de adaptação do vetor (LOZANO-FUENTES et al., 2012; 

WATTS et al., 2017). Covariáveis como: precipitação pluviométrica, temperatura, 

urbanização, acessibilidade e desigualdade social, também influenciam na 

distribuição de A. aegypti (BHATT et al., 2013). 
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O segundo vetor de importância na transmissão da doença é a espécie A. 

albopictus. Procedente de florestas asiáticas o mosquito é conhecido 

popularmente como “mosquito tigre asiático” e até a década de 1980 era restrito 

ao seu sítio de origem. Porém, devido à intensa globalização e comércio entre 

países, principalmente via marítima, o mosquito se disseminou para vários 

países europeus, americanos e africanos (GUBLER, 2002).  Ao contrário do A. 

aegypti o mosquito A. albopictus não é de ambiente doméstico, portanto, possui 

hábitos mais restritos a árvores e vegetações sendo encontrado principalmente 

em áreas rurais e suburbanas. Sua distribuição inclui regiões tropicais e 

temperadas, explicando assim surtos envolvendo o Chikungunya virus (CHIKV) 

em países europeus (CHAN & CHAN & HO, 1971). 

Embora os vetores apresentem habitats específicos, A. aegypti e A. 

albopictus, estão sofrendo alteração de comportamento geográfico devido ao 

aquecimento global. O aumento da temperatura proporciona uma sobrevivência 

maior e consequentemente maior reprodução. Outros fatores como transporte 

marítimo e aéreo vêm resultando na introdução dos mosquitos em lugares onde 

antes não existiam (BESERRA et al., 2009; HIGA, 2011). 

O DENV é transmitido entre humanos durante o repasto sanguíneo 

realizado pelos mosquitos A. aegypti e / ou A. albopictus. Tipicamente os 

sintomas da infecção começam entre 4 a 7 dias após a hematofagia do mosquito. 

Este comportamento é realizado somente pela fêmea, pois a mesma necessita 

do sangue para a maturação dos ovos (CHADEE, 2012). 

Após a picada, a viremia se desenvolve no hospedeiro devido à alta 

multiplicação viral ( SALAZAR et al., 2007). Para que o ciclo perdure, o mosquito 

deve realizar o repasto em uma pessoa infectada durante o período agudo da 

doença (3 a 10 dias) em que uma grande quantidade de vírus se encontra 

circulando no sangue. Assim, a epidemia se mantém em grandes centros 

urbanos (CHADEE, 2012). 

No sistema do mosquito, o vírus começa a se disseminar durante 8 a 20 

dias, período denominado de período intrínseco de incubação. Uma vez o 

mosquito infectado, o vírus atravessa o esôfago até chegar na hemocele, onde 

fica presente na glândula salivar. O ciclo se repete e a infecção se dá quando o 

mosquito injeta a saliva juntamente com o vírus no sangue do hospedeiro. Assim, 

após o período intrínseco de incubação descrito, o mosquito transmite o vírus 
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pelo resto do seu ciclo de vida que pode variar entre 3 a 4 semanas (CDC,  2014; 

OMS, 2009, 2017a). 

Para que o mosquito tenha sucesso no repasto, algumas proteínas 

localizadas na glândula salivar e na saliva do mosquito apresentam relevância. 

Uma destas proteínas bem caracterizada é denominada de Apirase. Secretada 

pela saliva do mosquito, possui um efeito antiplaquetário, anti-inflamatório e vaso 

dilatador que, consequentemente, facilita a sucção do sangue do hospedeiro 

(SUN et al., 2006). Outro estudo indica também a participação das proteínas 

salivares na disseminação rápida e sistêmica do vírus e em um aumento da 

disseminação do complexo antígeno-anticorpo, sendo outra possível causa da 

dengue grave (SCHMID et al., 2016). 

O vírus pode ser mantido em circulação através do ciclo urbano 

(epidêmico) e do ciclo silvestre (enzoótico), como demonstrado na Figura 7. 

Estudos ecológicos sugerem que o uso de terras e a movimentação de seres 

humanos em florestas, propicia um maior contato com novos potenciais DENV 

resultando em linhagens e sorotipos novos  (YOUNG et al., 2017).  

 

 

Figura 7: Cadeia de transmissão do Dengue virus em populações silvestres e urbanas. O 

mosquito circula em ambientes de matas (peri-urbanos), ciclo enzoótico (à esquerda) e urbanos, 

ciclo epidêmico (à direita), realizando o repasto em primatas não humanos e humanos. Fonte: 

Adaptado de WHITEHEAD et al., 2007. 
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Em ocasiões raras o vírus pode ser transmitido em transplante de órgãos, 

transfusão sanguínea e existem ainda relatos de transmissão vertical em seres 

humanos. Porém, a maior prevalência das infecções está relacionada a picada 

dos mosquitos vetores (TEO & NG & LAM, 2009). 

 

 

2.3.4 Patogênese 

 

Quatro fatores principais irão influenciar na resposta imunológica contra 

DENV, sendo elas: estado imunológico, linhagem do vírus, idade e a genética. 

Além disso, em relação a dengue grave, indivíduos em uma segunda infecção 

por um outro sorotipo, estão mais suscetíveis ao agravamento da doença. 

Fatores genéticos e de faixa etária, como exemplo, pessoas de genótipo para 

pele branca e crianças também estão mais susceptíveis a dengue grave. A 

severidade da doença também está relacionada ao genótipo de linhagens virais 

circulantes, porém Guzman (2016) destaca que a gravidade deve ser pouco 

relacionada aos fatores intrínsecos virais, sendo o estado imunológico do 

hospedeiro o principal fator associado (AZAMI et al., 2018; GUZMAN et al., 2016; 

KATZELNICK & COLOMA & HARRIS, 2017). 

Após a picada do mosquito, a saliva proveniente do mosquito juntamente 

com os vírus, são transportados por células dendríticas e levados até os 

linfonodos, onde os vírus infectam monócitos e iniciam o processo de 

multiplicação viral. Por intermédio das proteínas não-estruturais NS4B e NS5 o 

vírus consegue evadir das defesas do hospedeiro bloqueando a produção de 

IFN do tipo 1 (CALDERÓN-PELÁEZ, et al, 2019; UNO & ROSS, 2018). Os INFs 

desempenham uma função importante, pois promovem a ativação de células 

natural killer (NK) que irão exercer papel fundamental na modulação da viremia, 

promovendo uma resposta protetora contra DENV durante os estágios iniciais 

da infecção (COSTA et al., 2017; ERICKSON & GALE, 2008).  

O DENV apresenta uma imunologia complexa no sentido de que 

diferentes níveis de anticorpos podem ser produzidos para apenas um sorotipo 

após uma primeira, segunda ou terceira infecção (AZAMI et al., 2018; GUZMAN 

et al., 2016; KATZELNICK & COLOMA & HARRIS, 2017). Em relação a 

imunidade humoral, a febre alta está relacionada ao pico de viremia e ao início 
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da produção de anticorpos IgM e IgG e, consequentemente, ao clearance viral. 

A resposta mediada por anticorpos é desenvolvida principalmente através da 

expressão e apresentação das proteínas E e prM, enquanto proteínas não 

estruturais induzem ativação de resposta celular de memória, NS1 induz a 

ativação do sistema do complemento (CARDOSA et al., 2002; LAI et al., 2008; 

JOHN &  RATHORE, 2019).   

O fato de DENV-1-4 serem correlacionados sorologicamente faz com que 

a resposta imunológica contra a proteína E desencadeie uma reação cruzada 

quando em contato com outros sorotipos. Isso desencadeia um agravamento do 

curso da doença causado pelos anticorpos heterotipicos desenvolvidos no 

primeiro contato com o vírus (SCHIEFFELIN et al., 2010). Este fenômeno é 

causado possivelmente por um mecanismo denominado de intensificação 

dependente de anticorpo (ADE - Antibody- Dependent Enhancement). Uma das 

hipóteses aceitáveis se baseia no fato de que no decorrer dos anos após a 

primeira infecção observa-se um decaimento nos níveis de anticorpos que não 

são capazes de neutralizar o DENV, sendo, porém, capazes de se ligar ao vírus. 

Uma vez ligados, este complexo anticorpo-antígeno facilita a penetração do vírus 

em células susceptíveis, onde os vírus irão se replicar (WHITEHEAD et al., 

2007).  

Os principais fatores para o desenvolvimento da ADE estão relacionados 

a epidemiologia do país e ao risco de exposição do vetor a diferentes sorotipos. 

A convalescência de uma segunda infecção reduz a incidência do 

desenvolvimento de ADE em uma terceira ou quarta infecção por DENV, porém 

os sintomas mesmo que constatados raramente, podem ainda ser aparentes 

(KATZELNICK & COLOMA & HARRIS, 2017; MONTOYA et al., 2013; REICH et 

al., 2013). Estudos de De Alwis e colaboradores (2014) demonstraram que a 

remoção de anticorpos específicos é capaz de atenuar infecções heterotípicas 

in vitro  em células K562 e diminuir a mortalidade por ADE in vivo em 

camundongos AG129, demonstrando assim uma relação entre os anticorpos e 

a ADE.  

Em relação ao sistema do complemento, vários estudos demonstram a 

importância do mesmo para a infecção pelo DENV que, por sua vez, também 

está relacionada a gravidade da doença. O sistema do complemento é composto 

por proteínas circulantes no plasma sanguíneo e consiste em uma cascata de 
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proteínas que interagem e formam o complexo de ataque à membrana (MAC – 

Membrane Attack Complex). O processo é possivelmente mediado pela proteína 

NS1 que ativa a via alternativa do complemento e consequentemente causa a 

morte celular (GUZMAN et al., 2016; LIN et al., 2012). 

 

 

2.3.5 Diagnóstico 

 

O diagnóstico clínico de DENV é dificultado, pois não existem sintomas 

específicos para a doença, sendo estes gerais e similares a outras enfermidades. 

Nos estágios iniciais, geralmente são confundidos com uma gripe “flu-like”, e 

outras doenças como: zika, febre amarela, chikungunya, malária e sarampo. 

Apesar de a grande maioria dos casos de dengue ser assintomática (cerca de 

70-80% das infecções), a identificação dos pacientes que necessitam de um 

cuidado especial é importante para o desfecho do quadro clínico. Visando sanar 

esta dificuldade, a OMS criou em 2009 um sistema de classificação para a 

detecção e identificação dos diferentes quadros de dengue (conforme 

mencionado no tópico 2.3.1 desta dissertação) possibilitando um processo de 

triagem mais eficiente e colaborativo para o sistema de vigilância epidemiológica 

do país (CDC, 2012; MAIRUHU et al., 2004; OMS, 2009). 

A confirmação da infecção pode ser realizada por exames sorológicos, 

imunológicos e pela detecção do material genético do vírus. Em relação aos 

ensaios imunológicos, estes devem ser realizados entre 7 a 15 dias após o 

período da infecção para detecção de soroconversão. Recomenda-se que o 

teste sorológico para IgM e IgG seja concomitante aos testes de detecção da 

proteína NS1, pois esta não apresenta reação cruzada com outros Flavivirus 

(MAIRUHU et al., 2004). 

Exames diretos podem ser realizados por testes moleculares, onde se 

detecta a presença de RNA viral. Estes devem ser realizados a partir do 5º dia 

após o aparecimento dos sintomas ou durante a fase inicial de convalescência. 

Em contraste com os exames sorológicos, os testes moleculares de Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) possuem 

sensibilidade de cerca de 80-90% e especificidade de 95% (JUSOH & SHUEB, 

2017;). 
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Um outro método de diagnóstico é o isolamento viral, porém este é pouco 

utilizado devido aos custos e da necessidade de pessoal tecnicamente 

qualificado para a sua realização (MULLER & DEPELSENAIRE & YOUNG, 

2017). 

A reação cruzada é um fenômeno comum observado entre espécies do 

gênero Flavivirus, devido a sua ancestralidade em comum e ao fato de a proteína 

E do envelope ser altamente conservada. A consequência é a dificuldade no 

desenvolvimento de diagnósticos com alta especificidade para DENV (HIROTA 

et al., 2010; MAKINO et al., 1994; MANSFIELD et al., 2011). Este fenômeno 

também é observado em indivíduos previamente imunizados contra 

representantes do gênero Flavivirus, como exemplo, indivíduos vacinados contra 

YFV, principalmente em áreas onde ambos os vírus circulam simultaneamente 

(HOUGHTON-TRIVIÑO & MONTAÑA & CASTELLANOS, 2008).  

 

 

2.3.6 Prevenção 

 

Recentemente desenvolvida pela empresa Sanofi Pasteur, a vacina 

contra DENV é uma quimera viva atenuada tetravalente (CYD-TDV-

DENGVAXIA®), baseada no vetor Yellow fever virus 17D em que os genes 

estruturais prM e E foram substituídos pelos genes homólogos ao de cada 

sorotipo de Dengue virus (DENV-1–4).  Licenciada em cinco países, a vacina 

demonstra uma eficácia de cerca de 60%. Porém, um surto de dengue grave 

relatado pela OMS em 2017 nas Filipinas após a vacinação com o vetor 

recombinante, colocou em questionamento a eficácia da aplicação da vacina em 

indivíduos soronegativos. Indivíduos que nunca tiveram contato com o DENV e 

que receberam a vacina, desenvolveram caso de dengue hemorrágica após um 

posterior contato com o DENV. Sendo assim, pouco se sabe a respeito da 

vacinação a longo prazo em indivíduos soronegativos e a principal razão para os 

casos expressivos de dengue grave ocorrido nas Filipinas (FERGUSON et al., 

2016; HALSTEAD, 2016; OMS, 2017; PASTEUR, 2018).  

Apesar da controvérsia da vacinação nas Filipinas, estudos de Flasche e 

colaboradores (2016) demonstram a sua importância em áreas endêmicas para 

a doença. A Figura 8 destaca a importância da vacinação em áreas de grande 
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risco de se contrair a infecção, onde há uma alta prevalência de indivíduos 

soropositivos. A vacinação neste caso diminui a probabilidade de se contrair uma 

infecção secundária grave.  

 

 

Figura 8: Vacinação contra DENV e indicação para os respectivos grupos de risco. 

Indivíduos não vacinados, em uma segunda infecção, possuem uma maior probabilidade de 

desenvolver dengue grave (linha superior). Indivíduos vacinados, sem prévia infecção, 

apresentam uma maior probabilidade de desenvolver uma resposta similar à secundária em um 

segundo contato com o DENV (linha do meio). E indivíduos com infecção prévia, quando 

vacinados, apresentam risco baixo de desenvolver a doença na sua forma grave. Pois, as 

infecções subsequentes se comportariam imunologicamente como infecções pós-secundárias 

(última linha). Fonte: Adaptado de FLASCHE et al., 2016.  

 

Atualmente, as recomendações são para que a vacina licenciada seja 

aplicada somente em lugares de alta incidência da doença (OMS 2017c). 

Segundo a OMS (2017a) a prevenção ainda é limitada a medidas de 

controle vetorial. Devido à dificuldade no desenvolvimento de vacinas, outras 

estratégias para a prevenção e controle do DENV, relacionadas principalmente 

ao controle vetorial do A. aegypti, estão sendo desenvolvidas e aplicadas.  

A metodologia mais utilizada no mundo para o controle vetorial é a 

utilização de compostos químicos inseticidas. Atualmente quatro principais 

compostos são utilizados: carbamato, organoclorado, organofosforados e 

piretroide. Além disso, estes compostos apresentam toxicidade em seres 

humanos, e o uso em larga escala e as consequentes pressões seletivas 
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poderão futuramente desencadear adaptações em relação ao vetor (EPELBOIN 

et al., 2018; LIU, 2015).  

Uma estratégia alternativa adotada pela empresa Britânica Oxitec 

consiste na liberação de mosquitos machos geneticamente modificados com um 

gene dominante letal que compromete toda a prole após cruzamento, e 

consequentemente, diminui a propagação do A. aegypti. Trabalhos realizados 

em cidades da Bahia demonstraram que, quando liberados, estes mosquitos 

reduzem em 99% a população selvagem do mosquito (OXITEC, 2016).  

Neste contexto de controle vetorial a bactéria Wolbachia também aparece 

como opção. Este projeto vem sendo desenvolvido no Brasil pela FIOCRUZ e 

internacionalmente pela universidade de Monash, na Austrália, onde é liderado 

pelo Dr. Scott O'Neill. A metodologia (O'NEILL et al., 2019) consiste em infectar 

os mosquitos com uma linhagem virulenta da bactéria, capaz de reduzir o tempo 

de vida do mosquito à metade, em cerca de 15 dias (ELIMINATE DENGUE, 

2012), reduzindo também a circulação do vírus e a epidemiologia da infecção. 

Além disso, estudos recentes demonstraram que uma superinfecção da bactéria 

Wolbachia resultou na inibição da transmissão por A. aegypti de Zika virus, 

CHIKV e DENV (ELIMINATE DENGUE, 2012; JOUBERT et al., 2016; MOREIRA 

et al., 2009).  

 

 

2.3.7 Tratamento 

 

Até o momento não existe nenhum tratamento específico para as 

infecções por DENV, os pacientes acometidos são providos de cuidados de 

suporte médico. No entanto, medidas de manejo adequadas, segundo as 

diretrizes da OMS (2009) já citadas no tópico 2.3.1, são de suma importância 

antes da confirmação do diagnóstico. Assim, na ausência de um medicamento 

antiviral eficaz, medidas como repouso no leito e fluidoterapia por via oral podem 

ser cruciais na resolução da doença (GUZMAN, 2016). 

Uma alternativa de tratamento consiste no uso de fitoterápicos, prática 

antiga e de uso corriqueiro principalmente em algumas regiões da África. 

Estudos demonstram que compostos extraídos de plantas como polissacarídeos 
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sulfatados, flavonoides, quercetina e compostos naturais de chalcona podem 

apresentar atividade anti-proliferativa contra DENV (RODRIGUEZ et al., 2019).  

De Oliveira e colaboradores (2020), utilizando o peptídeo AZD6244 

(inibidor da via celular MEK/ERK - proliferação), demonstraram em ensaios in 

vitro utilizando células BHK-21 que o peptídeo apresenta uma potente atividade 

antiviral contra DENV-2 e DENV-3. Além disso, os autores demostraram ainda 

em camundongos AG129 que o peptídeo foi capaz de estimular uma resposta 

protetora neste modelo em desafio com uma dose letal de DENV-2. O peptídeo 

encontra-se em ensaios clínicos de fase III e pode se apresentar futuramente 

como um tratamento alternativo e eficaz para os sorotipos testados. 

Um artigo publicado por Low e colaboradores (2017), apresentando uma 

revisão sistemática de antivirais para Dengue, apontam que o desenvolvimento 

dos mesmos, deve ter como alvo e objetivo as proteínas não-estruturais, pois 

estas apresentam atividade enzimática fundamental no ciclo de multiplicação 

viral. Além disso, os autores apontam que vários candidatos a antivirais se 

encontram em fase de ensaios clínicos. Como exemplo o antiviral balapiravir, 

que apresentou uma suposta inibição da proteína NS5. Uma outra forma de 

terapia apresentada, é pelo desenvolvimento de anticorpos monoclonais. Onde 

vários candidatos também se encontram em fase de ensaios clínicos. Como 

exemplo o anticorpo Ab513, que demonstrou eficácia no bloqueio dos quatro 

sorotipos de DENV, se ligando ao domínio III da proteína E. Porém, a utilização 

de imunoglobulinas intravenosas, no entanto, ainda não foi explorada para o 

tratamento da Dengue grave, devido às suas propriedades anti-inflamatórias. 

Portanto, ainda não se sabe os efeitos e o risco de contrair ADE, quando utilizado 

este tipo de tratamento, assim, estudos devem ser conduzidos levando-se em 

conta algumas precauções sobre o uso de anticorpos monoclonais. 

Uma revisão sistemática, elaborada por Agrupis e colaboradores (2019), 

englobando a literatura regional da Filipinas dos últimos 60 anos, demonstrou 

que a grande maioria dos esforços e pesquisas conduzidas em relação a 

Dengue, foram concentrados no combate ao vetor, apresentando 16% dos 

artigos publicados. Artigos relacionados ao tratamento, manejo de pacientes, e 

ensaios clínicos, representaram cerca de 8% dos artigos publicados, estes 

dados demonstram esta grande dificuldade da pesquisa básica e a procura de 

novos tratamentos para a doença. Um outro estudo também de revisão 
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sistemática analisando cerca de 20 artigos, conduzidos por Rajapakse e 

colaboradores (2017), com o objetivo de buscar evidências de terapias 

profiláticas para os casos de sangramento por infecções de Dengue, demonstrou 

que as medidas tomadas como: transfusão de plaquetas e transfusão de plasma, 

não apresentaram evidências suficientes para embasar este tipo de tratamento 

para os pacientes. Os autores apontam que existem poucas evidências sobre o 

papel da transfusão de plaquetas em pacientes com trombocitopenia e o 

sangramento moderado a grave. Assim, estes dados também demonstram esta 

grande dificuldade para a padronização de outras alternativas para tratamento 

da doença. 

 

Como o caminho para a descoberta de novos medicamentos demanda 

muito tempo até a chegada do consumidor final, várias pesquisas vêm sendo 

conduzidas, na qual propõem a estratégia de reposicionamento de fármaco. 

Assim, fármacos como: cloroquina, prednisona, celgosivir e lovastatina, se 

demonstraram seguros em pacientes com Dengue na fase aguda da doença. 

Apesar da proposta de tratamento dos sintomas na fase aguda, estes fármacos 

não apresentam uma melhora virológica ou sem alteração na viremia, apenas no 

alívio dos sintomas (LOW et al., 2017). 

 

2.4 Novas Possibilidades em Terapia Antiviral 

 

2.4.1 O Adamantano 

 

Um dos primeiros antivirais aprovados para uso humano foi a Amantadina, 

um derivado do Adamantano que possui fórmula molecular C10H16 e peso 

molecular 136.236 g/mol. Também denominado de Triciclodecano ou 

Diamantóide, sua estrutura é similar ao cristal diamante do qual o seu nome é 

derivado (adamos, do grego diamante / precioso). Foi primeiramente isolado e 

descoberto em 1933 a partir do processo de refinaria do petróleo nafta. Dentre 

os isômeros de C10H16 o Adamantano é o mais estável, pois o esqueleto de 

hidrocarbono compreende uma estrutura análoga a uma gaiola ou caixa, 

permitindo ser utilizada para muitas finalidades. Entre estas finalidades tem-se a 

síntese de diamantes industriais, aplicações na indústria farmacêutica, por 
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apresentar baixa toxicidade e na incorporação de moléculas bioativas com 

atividade antiviral, imunomoduladora, psicotrópica, analgésica, anticonvulsiva e 

anticâncer (FORT, 1964; HORVAT et al., 2012; MANSOORI, 2008; SCHLHYER, 

1957; SOSELIA et al., 2018). 

Este esqueleto de hidrocarbono possui uma marcante característica 

farmacológica descrita por Wanka e colaboradores (2013), ele funciona como 

uma “bala lipofílica”, em outras palavras, o Adamantano fornece à molécula 

incorporada atividade lipofílica e estabilidade que resulta em propriedades 

farmacocinéticas únicas, aumentando a permeabilidade em membranas 

celulares e a consequente facilidade do fármaco em penetrar nas células.  

Sob o ponto de vista estrutural, o adamantano pode ser considerado como 

um ciclo-hexano na conformação cadeira (Figura 9) fundido a outro ciclo-hexano 

pelas posições axiais de modo que se forem observados os quatro lados da 

molécula se visualizará o hexâmero. Sob outra perspectiva estrutural, pode-se 

pensá-lo como um ciclo-hexano contendo três pontes metilênicas (grupos CH2), 

em posições axiais, que se ligam a um carbono metínico (CH) formando assim 

a gaiola tetracíclica (VOLLHARDT & SCHORE, 2013). 

 

 

 

Figura 9: Estrutura tridimensional da molécula de Adamantano. Observe que na 

conformação final todos os ciclo-hexanos devem estar em formação cadeira. Fonte: Adaptado 

de VOLLHARDT & SCHORE, 2013. 

 

2.4.2 A Amantadina 

 

A Amantadina ou Aminoadamantano (Figura 10) marcou o início do uso 

de fármacos baseados nos derivados do Adamantano. Aprovadas em 1966 pela 

Food and Drug Administration (FDA), a Amantadina, Rimantadina e 
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Tromantadina são utilizadas atualmente como fármacos e também na pesquisa 

científica.   

 

Figura 10: Estrutura química 2D da Amantadina. À esquerda, vista aérea. À direita, vista 

lateral. Fonte: FIELDS & KNIPE & HOWLEY, 2013; WANKA & IQBAL & SCHREINER, 2013. 

 

Ao introduzir um grupo amina em uma porção terminal da estrutura do 

Adamantano esta nova molécula demonstrou características antivirais contra 

Influenza A e amenização dos sintomas causados pela doença de Parkinson 

(WANKA & IQBAL & SCHREINER, 2013). No Brasil, o Cloridarato de 

Amantadina (comprimidos de 100mg) é utilizado para o tratamento de Parkinson, 

e faz parte da Rede Nacional de Medicamentos Essenciais (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2020). 

A Amantadina age contra o vírus Influenza A inibindo canais de prótons 

M2 e consequente bloqueio do desnudamento e multiplicação viral. O 

experimento para se demonstrar o mecanismo de ação foi realizado 

determinando-se a curva dose-resposta de Amantadina que possui um 

comportamento incomum. Isso significa que em baixas concentrações, cerca de 

1 µM, a Amantadina demonstra atividade inibitória para o vírus Influenza A, 

porém em concentrações mais altas esta característica é perdida ganhando 

novamente a atividade inibitória em concentrações de 100 µM (FIELDS & KNIPE 

& HOWLEY, 2013). 

Atualmente sabe-se que Amantadina bloqueia a atividade de muitos 

outros vírus como exemplo: Human immunodeficiency virus (HIV) e o HCV 

(WANKA & IQBAL & SCHREINER, 2013). Estudos recentes demonstram 

também uma atividade imunomoduladora antiviral da Amantadina em células 

infectadas pelo Human T-lymphotropic virus 1 (HTLV-1) (FRANCO, 2015). 
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2.4.3 A Amantadina e a Dengue 

 

Koff e colaboradores (1980) demonstraram a redução dos títulos virais de 

DENV-2 em 99% (p < 0.05), sem que esta concentração causasse efeito 

citotóxico, em um estudo de dose-resposta realizado em células LLC-MK2 (rim 

de macaco Rhesus) tratadas com Amantadina em uma concentração de 

50µg/ml. Ao avaliar os quatro sorotipos de DENV e esta mesma concentração 

de Amantadina acima, observou-se em células LLC-MK2 que, para o DENV-1, 

houve a redução de 2 logs no título viral; para DENV-2 em 3 logs; e para DENV-

3 e DENV-4 em 2 logs. Destaca-se que a Amantadina foi adicionada nestes 

experimentos logo após a adsorção viral (de 1,5 hora), tendo sido mantida até a 

coleta do material para a titulação (5 dias após infecção). Para avaliar o efeito da 

Amantadina (50 µg/ml) em diferentes pontos do ciclo viral, os autores utilizaram 

a LLC-MK2 e o DENV-2, tendo sido observado que a Amantadina reduziu o título 

viral em 4 logs ao ser adicionada imediatamente após o período de adição do 

vírus à célula, 3 logs após uma hora de adição do vírus, 1 log após 4-8 horas, 

não havendo redução viral mensurável quando a adição se deu após 24 horas 

do início da infecção. Este mesmo trabalho utilizou ainda em uma análise “ex-

vivo” leucócitos periféricos de sangue circulante (PBL - Peripheral Blood 

Leucocytes) de Macaca mulatta e seres humanos os quais foram infectados com 

DENV-2, tendo sido demonstrada a redução de 1 log viral nos leucócitos de 

ambas as espécies, utilizando-se a adição da Amantadina após a adsorção viral 

de 1,5 hora.  

Análises de vírus relacionados filogeneticamente, como DENV e WNV, 

demonstram similaridades com o vírus Influenza A no processo de penetração 

celular, o qual depende do processo de acidificação do pH para a infecção viral. 

(CHU & NG, 2004) Estudos de Blázquez e colaboradores (2016), demonstram in 

vitro que o tratamento de células Vero com Amantadina reduziu 

significativamente a carga viral de WNV em cerca de 90% em relação ao controle 

de vírus. Em um outro ensaio, foi demonstrado também em células Vero que 

após o WNV ser incubado por 24h juntamente com a Amantadina na 

concentração 750 µM, houve uma redução significativa na quantidade de RNA 

viral liberado no sobrenadante, confirmando os resultados obtidos pela titulação 
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viral. Além disso, os autores demonstram por microscopia de imunofluorescência 

que a Amantadina inibe a infecção na etapa de replicação do genoma viral, 

possivelmente no sítio replicativo de WNV. 

Em 1988 ocorreu um surto de DENV em Taiwan, acometendo cerca de 

10.000 pessoas. Várias drogas foram utilizadas no tratamento destes indivíduos, 

sem sucesso. Houve, entretanto, melhora nos sintomas dos indivíduos ao ser 

utilizada a Amantadina por um a dois dias. Não tendo sido este estudo conduzido 

mediante um protocolo científico e sim visando a melhoria dos pacientes diante 

de surto vultuoso, a Amantadina não foi utilizada para nenhum outro surto 

subsequente de dengue e não é comumente aplicada para o tratamento de 

indivíduos infectados ou apresentando sintomatologia clínica. Entretanto, em 

2014 e 2015 um estudo foi realizado com 34 pacientes positivos para infecção 

de DENV (testes de triagem utilizando NS1). Estes pacientes apresentavam 

febre alta, dor generalizada nos ossos, náusea, vômito, mal-estar e “rash” 

cutâneo. Os mesmos foram distribuídos em três grupos: 1. Pacientes no início 

dos sintomas (seis); 2. Pacientes com dois a seis dias do início dos sintomas 

(21); e 3. Pacientes que visitaram a clínica por outra causa e relataram ter feito 

uma visita inicial em outra clínica por suspeita de dengue (sete). Os pacientes 

de todos os três grupos receberam Enzil (100mg Amantadina) tabletes orais 3x 

ao dia. Apesar da baixa amostragem e de não levar em consideração variáveis 

e análises estatísticas foi possível concluir que a Amantadina reduziu 

efetivamente os sintomas no grupo 1 em 1 a 2 dias, do grupo 2 também no 

mesmo tempo (porém, somente a maioria dos sintomas como febre, dores nos 

ossos, mal-estar, “rash” cutâneo e mal estar gástrico), e no grupo 3 (sem uso da 

Amantadina) os sintomas continuaram por um mínimo de 7 dias (LIN & CHEN, 

2016). Estes dados comprovam a efetividade da Amantadina, especialmente se 

utilizada no início dos sintomas, porém apontam a necessidade de um estudo 

com maior número de pacientes e com variáveis mais controladas. 

 

2.5 Os Impactos Econômicos da Dengue no Brasil 

 

O Brasil é um país de magnitude continental em que o seu território está 

localizado predominantemente em uma região tropical, e assim, propício habitat 
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para o A. aegypti e disseminação do DENV. Segundo o Ministério da Saúde 

(2018), no ano de 2017 foram notificados 252 mil casos prováveis de dengue no 

Brasil, um decréscimo na incidência em relação a 2015, onde foram notificados 

1.6 milhões de casos. Apesar da queda no número de casos, a doença ainda 

gera muitos prejuízos para a economia brasileira.  

Em um levantamento realizado pela empresa Sense Company (2018), 

estima-se que o Brasil apresenta uma perda econômica de modo direto e indireto 

de cerca de R$ 2,3 bilhões do PIB nacional em relação a Dengue, Zika e 

Chikungunya. Sendo toda estas arboviroses transmitidas principalmente pelo A. 

aegypti. Deste valor, cerca de 64,6% do orçamento está relacionado ao combate 

do vetor (como a aquisição de pesticidas) e 16,4% sãos destinados a cuidados 

médicos para pacientes na fase aguda da doença. Nos custos indiretos foram 

levados em consideração os dias em que o indivíduo falta ao trabalho e a perda 

de produtividade.  

No contexto mundial, um relatório publicado pela OMS em 2012 destaca 

a estimativa dos gastos globais em relação a dengue. Levando-se em 

consideração os custos ambulatoriais e de hospitalização, os gastos com a 

doença chegam a cerca de $514 a $1.394 milhões de dólares americanos. O 

relatório salienta que estes números podem ser ainda maiores, uma vez que a 

grande maioria dos casos é subnotificada ou mal classificada. Como 

perspectivas futuras, a OMS aponta como principais estratégias para reduzir os 

impactos causados pela dengue até 2020 a redução da mortalidade em 50% e 

a redução da morbidade em pelo menos 25%. Porém, como apontado pela OMS 

estas estratégias ainda apresentam dificuldades técnicas e sociais.  

Em relação às dificuldades técnicas e às taxas de mortalidade, os casos 

poderiam ser reduzidos a quase zero através da implementação de um 

tratamento clínico adequado e oportuno, que envolva um diagnóstico clínico e 

laboratorial precoce, e o imediato manejo e tratamento do paciente (conforme 

discutido no tópico 2.3.8). Tais medidas, aliadas à mobilização social, promoção 

da saúde e outras propostas de cunho social já discutidas no tópico 2.3.7, 

viabilizariam uma redução considerável nos casos de dengue em todo o mundo 

(OMS, 2012). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A dengue é atualmente a doença viral que mais afeta pessoas no mundo, 

sendo a dengue hemorrágica a forma mais grave da doença, que em alguns 

casos tem como desfecho a morte. Mesmo diante dos números e dos graves 

desfechos, infelizmente até o momento não existe nenhum tratamento específico 

para a doença. Sendo os antivirais os únicos fármacos capazes de bloquear a 

infecção viral no hospedeiro de forma efetiva, estes são alternativas promissoras 

para doenças onde a “cura” e / ou vacinas eficazes ainda não foram alcançadas 

ou desenvolvidas.  

Neste âmbito, embasado pelos inúmeros casos epidemiológicos 

registrados anualmente, o presente estudo ressalta a necessidade crescente de 

uma estratégia efetiva de controle fundamentada na caracterização de novos 

antivirais em potencial. Apesar dos cuidados médicos diminuírem a taxa de 

mortalidade de 20% para 1%, os antivirais podem, ainda, em casos especiais 

(imunossuprimidos, segunda infecção, idosos e crianças) melhorar a expectativa 

de vida, os sintomas e desfechos no paciente. Além disso, o uso de antivirais 

para o bloqueio direto do vírus possui a vantagem do tratamento imediato do 

paciente, diferentemente da vacinação que além de demandar um tempo para a 

indução da resposta antiviral pode induzir a produção de anticorpos de reação 

cruzada, resultando no agravamento da doença.  

O desenvolvimento e caracterização de antivirais é dificultado pela 

complexa interação vírus / hospedeiro e uso da maquinaria celular, sendo 

poucos os alvos específicos para atuação dos fármacos, sem maiores efeitos 

colaterais. A Amantadina surge neste cenário como uma possibilidade 

promissora por atuar em vias exclusivamente virais. O fármaco, que é utilizado 

para o tratamento das infecções pelo Influenza A, age no bloqueio dos canais de 

prótons M2, e, consequentemente, no desnudamento da partícula viral. Pela 

similaridade dos processos de penetração viral apresentados pelos DENV e 

Influenza A pela via endocítica e posterior acidificação do endossoma, acredita-

se que a Amantadina também apresentará um efeito substancial no bloqueio da 

multiplicação viral para o DENV. Os resultados preliminares do uso da 

Amantadina in vitro e ex-vivo e a experiência do uso da droga em um surto por 
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DENV ocorrido no sul de Taiwan reforçam esta hipótese e justificam o 

desenvolvimento do presente trabalho. 

Sendo assim, tendo em vista os argumentos apresentados, este projeto 

objetiva a caracterização in vitro da atividade antiviral de três derivados inéditos 

da Amantadina, contra o DENV-4.  

É importante destacar que estas moléculas foram previamente avaliadas 

in vitro pelo nosso grupo de pesquisa que comprovou o disparo e modulação de 

vias da imunidade antiviral inata no contexto da infecção pelo HTLV-1 (FRANCO, 

2015; pedido de patente depositado em 26.12.2018 - BR1020180770551). 

Ressalta-se também que estas moléculas foram desenvolvidas na UFMG pelo 

nosso cooperador Professor Dr. Ângelo de Fátima, do Departamento de Química 

– ICEX. São moléculas puras, com grande potencial de uso real e produção em 

larga escala, se evidenciadas atividades anti-DENV. Além disso, os derivados 

do Adamantano apresentam apenas uma etapa química para a sua síntese. 

Assim, os custos para a fabricação e produção da molécula, se demonstraram 

promissores para a utilização na indústria farmacêutica. Este fato tende a 

impactar positivamente não somente a saúde pública, mas igualmente a 

produção tecnológica e a economia nacional gerando um produto de alto valor 

agregado a medida da ocorrência dos desdobramentos naturais advindos deste 

primeiro passo essencial. 
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 3 OBJETIVO 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Caracterizar a atividade antiviral in vitro de três derivados do Adamantano 

(ADA1, ADA2 e ADA5) utilizando como modelo o Dengue virus 4 (DENV-4). 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

- Avaliar a citotoxicidade das moléculas ADA1, ADA2 e ADA5 em células 

BHK-21 utilizando ensaios de viabilidade celular; 

-Padronizar o inóculo celular em placas de 12 poços; 

- Caracterizar in vitro os efeitos antivirais dos derivados ADA1, ADA2 e 

ADA5 em células BHK-21 infectadas por DENV-4, utilizando ensaios de titulação 

viral para quantificação das partículas infecciosas provenientes de amostras de 

sobrenadante, bem como, análise de fenótipo de placa. 
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 4 METODOLOGIA 

 

Foram avaliados três derivados da Amantadina – ADA1, ADA2 e ADA5: 

compostos cristalinos, de alto grau de pureza, desenhadas e sintetizadas pelo 

grupo do Professor Ângelo de Fátima, do Departamento de Química – ICEX – 

UFMG, colaborador deste projeto. O desenho das mesmas não foi aqui 

apresentado por se tratar de projeto inédito e promissor (processo de 

patenteamento citado), o qual será acrescido dos resultados obtidos nesta 

dissertação.  

 

 

4.1 Produção e Manutenção das Células 

 

 

4.1.1 Cultivo de Células BHK-21 e C6/36 

 

Células BHK-21 (Baby Hamster Kidney – Rim de Hamster Neonato) foram 

cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium - SIGMA) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO), Gentamicina 0,2% 

e Penicilina 0,05% (SIGMA). As garrafas de células foram subcultivadas sempre 

que necessário e mantidas em estufa a 37ºC, 5% CO2 e 95 % de umidade.  

Células C6/36 foram mantidas em meio L-15 (Leibovitz) contendo 10% de 

SFB e subcultivadas sempre que necessário em estufa a 28°C.  

Para os subcultivos (repiques), ambas as células tiveram a sua 

monocamada lavadas com solução salina EDTA tamponada com fosfato (PBS) 

1X (1.5 mM NaCl; 40 mM Na2HPO4; 20 mM KH2PO4; pH 7.2) após o descarte do 

meio inicial. Foi acrescido às monocamadas Tripsina 0,25%, cuja ação foi 

interrompida com meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium - SIGMA) 

contendo 10% SFB (GIBCO). As células foram centrifugadas (centrífuga NF 

800R, NÜVE, Rotor RA 200) durante 5 minutos à 2.500 rpm, 25 ºC. O sedimento 

celular foi ressuspendido nos meios apropriados para cada célula, sendo as 

mesmas subcultivadas após confluência da monocamada. 
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4.2 Produção dos Estoques Virais 

 

 

4.2.1 Expansão de DENV-4 

 

O DENV-4 foi amplificado em monocamada de células C6/36 em garrafas 

de cultura tratadas de 75 cm2 (TPP - Trasadingen, Suíça). 

Para o inóculo de infecção foi utilizada uma MOI (multiplicidade de 

infecção) de 0,1. Monocamadas confluentes foram então infectadas 

permanecendo em adsorção durante o período de 1 hora, no qual as garrafas 

eram movimentadas suavemente de maneira repetida a cada 15 minutos. Após 

este período, foi acrescentado meio L-15 contendo 2% de SFB (GIBCO). As 

células infectadas foram mantidas por 6 dias de incubação em estufa de CO2 

(5%) a 28ºC ou até ser observada a formação de sincícios, quando então o 

sobrenadante foi coletado e centrifugado (centrífuga NF 800R, NÜVE, Rotor RA 

200) durante 15 minutos à 2.500 rpm, 25 ºC.  

 

 

4.2.2 Titulação dos Estoques Virais  

 

Para a titulação dos estoques virais, o procedimento foi realizado como 

descrito a seguir. O processo de subcultivo foi realizado como descrito 

anteriormente e as células BHK-21 foram ressuspendidas em meio DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium - SIGMA) contendo 10% SFB (GIBCO). 

Adicionou-se um inóculo celular de 2,5 x 105 células por poço em placas de 6 

poços. No dia seguinte, foi realizada a diluição seriada do vírus de 10-1 a 10-5, 

sendo um poço utilizado como controle não infectado, não tendo recebido o 

inóculo viral. A adsorção foi realizada com DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium - SIGMA) a 2% SFB (GIBCO). Durante o período de uma hora da 

adsorção viral, a cada 15 minutos as placas foram movimentadas conforme 

descrito acima. Após a adsorção, o inóculo foi retirado e foi adicionado ao poço 

carboximetilcelulose (CMC) (SYNTH) na concentração de 1% preparado em 

meio de cultura contendo 2% SFB (GIBCO). As placas foram então mantidas em 

estufa por um período de 5 dias. Após este período, as placas foram tratadas 
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com formol a 10% por 3 horas para a fixação das células, lavadas em água 

corrente e logo em seguida coradas com cristal violeta 3% por 1 hora para 

contagem das placas de lise. O título viral foi expresso pelo do número de 

unidades formadoras de placa (plaque forming units – PFU) por mL (PFU / mL) 

segundo a fórmula abaixo representada:   

 

                       Título Viral (PFU / mL) = N x FC x 10* 

 

N = Número de placas de lise contadas; FC = Fator de correção para 1mL; 

* = Inverso da diluição na qual foram contadas as placas de lise. 

 

 

4.3 Ensaios de Citotoxicidade 

 

 

4.3.1 Ensaio Colorimétrico Utilizando MTT 

 

 

O MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ila)-2,5-difeniltetrazólio] (método 

de redução do tetrazólium) foi utilizado para medir a atividade da enzima 

mitocondrial succinato desidrogenase de células viáveis que reduzem o 

tetrazólio (coloração amarela) para a sua forma insolúvel (roxa), formando 

cristais de Formazan. Foram realizados experimentos de MTT independentes e 

cada um deles em duplicata (Mosmann, 1983). 

Células BHK-21 foram semeadas em placas de 96 poços contendo 4,0 x 

104 células por poço. Foram testadas as ADA 1, 2 e 5 nas concentrações 

2000µM, 200µM, 20 µM, 2 µM, 0,2 µM, 0.02 µM, 0,002 µM e 0,0002 µM. Para 

controle foram utilizados o diluente dos compostos, etanol absoluto (em sua 

maior concentração [2000µM]), Triton X-100 2,5% como controle de morte e 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium - SIGMA) suplementado com 5% de 

SFB (GIBCO) como controle de meio.  

O ensaio de MTT foi realizado como descrito por Mosmann (1983). Após 

as 24h de incubação (células e compostos), 20 µL da solução de MTT (Sigma-

Aldrich) (5 mg/ml) foi adicionada a cada poço. As placas foram incubadas 
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novamente em estufa a 37ºC, 5% CO2 e 95% de umidade por mais 4 horas ao 

abrigo de luz. Em seguida, 120 µL do sobrenadante foi retirado de cada poço e 

a mesma quantidade de isopropanol acidificado (ácido clorídrico 4M 1% em 

isopropanol) foi adicionado. As placas foram submetidas a leitura em 

espectrofotômetro em comprimento de onda de 595 nm.  

Os gráficos foram produzidos por meio do software GraphPad Prism 8.0 

(GraphPad Inc., San Diego, CA, USA) e os dados estão representados como a 

média e erro padrão da média (SEM). Para as análises estatísticas foram 

utilizados os testes paramétricos seguidos de One-Way ANOVA e pós-teste de 

Tukey, sendo que valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 

 

4.3.2 Ensaio Fluorimétrico Utilizando AlamarBlue 

 

O ensaio por AlamarBlue mensura a fluorescência do corante azul 

resazurina quando este é reduzido a resorufina, um corante rosa com alta 

fluorescência. Assim, quando dentro da célula, este indicador de oxirredução 

mede a viabilidade celular, uma vez que a célula está em pleno metabolismo. 

Portanto, a quantidade de células vivas é proporcional à fluorescência produzida.  

Para tal, células BHK-21 foram semeadas em placas de 96 poços 

contendo 4,0 x 104 células por poço. Foram testadas as ADA 1, 2 e 5 nas 

concentrações 2000µM, 200 µM, 20 µM, 2 µM, 0,2 µM, 0,02 µM, 0,002 µM e 

0,0002 µM. Para controle foram utilizados o diluente dos compostos, etanol 

absoluto (em seu maior volume [2000µM]), Triton X-100 2.5% como controle de 

morte e DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium - SIGMA) suplementado com 

5% de SFB (GIBCO) como controle de meio. Após as 48h de incubação (células 

e compostos), o meio de cultura foi retirado e foi adicionado 10 µL da solução de 

AlamarBlue (Thermo Fisher Scientific) em cada poço, juntamente com 90 µL de 

meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium - SIGMA) não suplementado 

com SFB (GIBCO). Após a adição do AlamarBlue, a placa foi incubada ao abrigo 

da luz por 3 horas e a leitura foi realizada no aparelho Varioskan (Thermo Fisher 

Scientific) utilizando o espectro de fluorescência de 595 nm. 
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Os gráficos foram produzidos por meio do software GraphPad Prism 8.0 

(GraphPad Inc., San Diego, CA, USA) e os dados estão representados como a 

média e erro padrão da média (SEM). Para as análises estatísticas foram 

utilizados os testes paramétricos seguido de One-Way ANOVA e pós-teste de 

Tukey, sendo que valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 

 

4.4 Ensaio de Curva de Ciclo Múltiplo 

 

Para avaliar o pico de produção de maior progênie viral, foi preparada uma 

placa de 6 poços de células BHK-21 contendo 2,5 x 105 células / poço. Após 24 

horas, a monocamada foi infectada com o vírus DENV-4 na MOI de 0,1, durante 

1 hora, conforme acima descrito. Após o período de adsorção, o meio contendo 

o vírus foi retirado e foi adicionado 2 mL de meio DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle Medium - SIGMA) 2% SFB (GIBCO). Os tempos de coletas do 

sobrenadante foram padronizados para 48h, 72h, 96h, 120h e 144h. Em cada 

tempo de coleta, o sobrenadante foi centrifugado (centrífuga NF 800R, NÜVE, 

Rotor RA 200) durante 2 minutos à 2.500 rpm, 25ºC e guardado a -80º. Ao final 

do experimento, foi realizada uma titulação viral, conforme já descrito no tópico 

4.2.2, para todos os tempos padronizados. 

 

4.5 Ensaio de Atividade Antiviral  

 

 

4.5.1 Análise da Produção de Partículas Infecciosas em Células 

Infectadas por DENV-4 e tratadas com os diferentes compostos 

 

Para a avaliação da quantidade de partículas virais que estariam sendo 

liberadas após tratamento das células infectadas por DENV-4 com os compostos 

testados, foi realizado um ensaio de titulação viral. 

A primeira etapa desta avaliação consiste em inocular o vírus juntamente 

com os compostos nas concentrações determinadas no momento da adsorção 
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(permanecendo ao longo do período de multiplicação viral - 5 dias; 120 horas), 

com a finalidade de avaliar o efeito protetor dos compostos durante todo o ciclo 

de multiplicação viral. Para tal, monocamadas de células BHK-21 foram 

preparadas em placas de 12 poços contendo 4 x 104 células / poço. Os 

compostos foram utilizados nas concentrações de 200 µM, 20 µM, 2 µM e 0.2 

µM. Para a produção do inóculo foi utilizado o DENV-4 na MOI de 0,1 que foi 

incubado juntamente com os compostos ADA1, ADA2 ou ADA5 nas 

concentrações já descritas. Após 1 hora de adsorção, o inóculo viral foi retirado 

e foi adicionado meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium - SIGMA) 2% 

SFB (GIBCO) contendo apenas as respectivas concentrações analisadas dos 

compostos. As células foram mantidas durante o período de infecção a 37°C, 

sob atmosfera de CO2 a 5% de umidade. Decorrido o tempo da infecção, o 

sobrenadante foi coletado e centrifugado (centrífuga NF 800R, NÜVE, Rotor RA 

200) durante 5 minutos a 2.500 rpm, 25ºC para separação dos debris celulares 

e o mesmo foi estocado a -80°. As placas utilizadas foram fixadas em formol 10% 

por 3 horas, lavadas em água corrente e logo em seguida coradas com cristal 

violeta 3% por 1 hora para avaliação do fenótipo de placa obtido. 

A segunda etapa consistiu na diluição das amostras de sobrenadante 

coletadas e titulação dos vírus para avaliação da progênie viral recuperada, ou 

seja, efeito das diferentes ADAs e concentrações na multiplicação viral. A 

titulação foi realizada conforme descrito no tópico 4.2.2. 

Os gráficos foram produzidos por meio do software GraphPad Prism 8.0 

(GraphPad Inc., San Diego, CA, USA) e os dados estão representados como a 

média e erro padrão da média (SEM). Para as análises estatísticas foram 

utilizados os testes One-Way ANOVA e Brown-Forsythe ANOVA, sendo que 

valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Padronização do Inóculo Celular para os Ensaios em Placa 

 

A fim de padronizar o inóculo celular de BHK-21 que seria utilizado nos 

ensaios em placas de 12 poços, as seguintes concentrações de células foram 

avaliadas: 4 x 105, 5 x 105, 6 x 105 e 70 x 105 (células / poço). 

As monocamadas foram avaliadas no primeiro e no sétimo dia após a 

confecção da placa, conforme demonstrado abaixo (Figura 11).  

 

 

Figura 11: Padronização do inóculo celular para os ensaios em placas de 12 poços. 

Microscopia de campo claro do primeiro e do sétimo dia (24 e 120 horas) após a confecção das 

placas. Aumento de 10x. A barra representa 400 µm. Concentrações celulares testadas: 4x105, 

5x105, 6x105 e 7x105 células / poço. 

 

A partir das imagens obtidas, observou-se que o aumento da 

concentração do inóculo celular foi diretamente proporcional ao aparecimento de 

células vacuolizadas e desprendidas da monocamada, indicando processo de 

morte. Utilizando o menor inóculo (4 x 105 células / poço) obteve-se uma 

monocamada íntegra e conservada após o 7º dia de manutenção e com menor 
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taxa aparente de morte celular, sendo, portanto, a escolha para os experimentos 

subsequentes. 

 

5.2 Avaliação da Citotoxicidade dos Derivados da Amantadina em 

Células BHK-21  

 

5.2.1 Ensaio Colorimétrico de MTT 

 

A citotoxicidade de diferentes concentrações dos compostos testados foi 

avaliada em células BHK-21 utilizando o ensaio de MTT. Os resultados são 

apresentados na Figura 12 abaixo. 

 

  

Figura 12: Ensaio de citotoxicidade por MTT dos derivados da Amantadina em células 

BHK-21. A: ADA1; B: ADA2; e C: ADA5. Linha pontilhada preta - 100% da viabilidade. Linha 

pontilhada vermelha - 80% de viabilidade após 24 horas de incubação. C. Célula: Controle de 

Célula, 100% da viabilidade celular; E>: Controle de Diluente [Etanol] na maior concentração; C. 

Morte: Controle de Morte Triton X-100. As letras indicam diferença estatística, em que letras 

iguais significam que não houve diferença significativa e letras diferentes indicam essa diferença. 

Teste One-Way ANOVA com pós-teste de Tukey onde p<0.05 foi considerado estatisticamente 

significativo. Este ensaio foi realizado com 3 replicatas independentes.  
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Para ADA1, a análise estatística (One-Way ANOVA p<0,0001, pós-teste 

de Tukey p<0,05) mostrou diferença significativa entre o controle de morte e os 

demais tratamentos (exceção 2000 µM) e entre a concentração de 2000 µM para 

as demais concentrações. Diferenças também foram encontradas entre: 200 µM 

vs 0,2 µM; 200 µM vs 0,02 µM; 0,2 µM vs 0,0002 µM, e 0,02 µM vs 0,0002 µM. 

Para ADA2, a análise estatística (One-Way ANOVA p<0,0001, pós-teste 

de Tukey p<0,05) mostrou diferença significativa entre o controle de morte e as 

demais concentrações, com exceção de 2000 µM, e entre 2000 µM e as demais 

concentrações. Houve diferença significativa entre 2 µM, 0,2 µM e 0,02 µM vs o 

controle de célula e entre 20 µM, 2 µM, 0,2 µM e 0,02 µM vs o controle de diluente 

(E>). 

Para ADA5 foi demonstrada diferença significativa (One-Way ANOVA 

p<0,0001, pós-teste de Tukey p<0,05) entre o controle de morte e todas as 

concentrações avaliadas, com exceção da concentração de 200 µM. Diferenças 

também foram encontradas entre a concentração de 200 µM e as demais 

concentrações, bem como, entre 20 µM vs 0,0002 µM, 20 µM vs o controle de 

células e entre 20 µM, 2 µM e 0,2 µM vs o controle de diluente (E>). 

De acordo com os gráficos (Figura 12), a ADA1 e a ADA2 mostraram uma 

viabilidade celular menor do que 80% apenas na concentração 2000 µM quando 

em comparação com o controle de célula após 24h de tratamento. Em relação a 

ADA5 foi observada uma viabilidade menor ou próxima a 80% para as 

concentrações de 2000 µM e 200 µM. 

Após estes ensaios de citotoxicidade, definiu-se que os próximos 

experimentos seriam trabalhados com as concentrações variando de 200 µM a 

0.002 µM, para os três compostos, uma vez que os resultados mostraram que a 

concentração 2000 µM para as ADA1, ADA2 e ADA5 apresentaram 

citotoxicidade.  

Porém, uma vez que para ADA1 e ADA2 a concentração de 200 M não 

foi tóxica e que a concentração comercial utilizada para o tratamento de 

infecções pelo vírus Influenza A equivale a de 200 µM (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2013), manteve-se esta concentração para a realização dos ensaios de atividade 

antiviral, mesmo apresentando citotoxicidade para ADA5. 
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5.2.2 Ensaio Fluorimétrico por AlamarBlue 

 

A citotoxicidade de diferentes concentrações dos compostos testados foi 

avaliada em células BHK-21 também com o ensaio de AlamarBlue. Os 

resultados podem ser avaliados na Figura 13. 

 

 

Figura 13: Ensaio de citotoxicidade por alamarBlue dos derivados da Amantadina em 

células BHK-21. A: ADA1; B: ADA2; e C: ADA5. Linha pontilhada preta - 100% da viabilidade. 

Linha vermelha - 80% de viabilidade. C. Célula: Controle de Célula, 100% da viabilidade celular; 

E>: Controle de Diluente na maior concentração; C. Morte: Controle de Morte. As letras indicam 

diferença estatística em que letras iguais significam que não houve diferença significativa e letras 

diferentes indicam essa diferença. Teste One-Way ANOVA com pós-teste de Tukey onde p<0.05 

foi considerado estatisticamente significativo. Este ensaio foi realizado com 3 replicatas 

independentes.  

 

De acordo com os gráficos e de maneira similar ao observado no ensaio 

de MTT, ADA1 apresenta citotoxicidade para a concentração de 2000 µM e a 

análise estatística (One-Way ANOVA p<0,0001, pós-teste de Tukey p<0.05) 

demonstrou diferença entre o controle de morte e as demais concentrações. 
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Além disso, diferença estatística foi observada ainda entre a concentração de 

2000 µM em relação às outras concentrações.  

ADA2 (One-Way ANOVA p<0,0001, pós-teste de Tukey p<0.05) 

apresentou uma viabilidade celular menor do que 80% apenas na concentração 

2000 µM quando em comparação com o controle de célula após 24h de 

tratamento.  

Em ADA5, a diferença estatística (One-Way ANOVA p<0,0001, pós-teste 

de Tukey p<0.05) entre a concentração 2000 µM e o controle de morte não foi 

significativa entre si, mas sim para os demais grupos comparados. A 

concentração de 200 µM apresentou diferença estatística para as demais 

concentrações e para os controles. 

A concentração citotóxica mínima (capaz de matar 50% das células 

[CC50]) para ambas as técnicas utilizadas também foi calculada e observamos 

valores similares para ADA1 (1560 µM - MTT; 1142,93 µM - AlamarBlue,  

diferença de 0,7326x) e ADA2 (1286,51 µM - MTT; 1110,85 µM - AlamarBlue, 

diferença de 0,8635x). Para a substância ADA5, entretanto, esta diferença foi de 

6,787x (130,79 µM - MTT; 887,76 µM AlamarBlue), como demonstrado na 

Figura 14 A e B: 
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Figura 14: Concentração citotóxica mínima (CC50) dos compostos avaliados pelos 

métodos de MTT e AlamarBlue. A. Concentração citotóxica mínima em concentração 

micromolar de ADA1, ADA2 e ADA5. B. Variação dos valores obtidos entre as duas técnicas 

(AlamarBlue/ MTT). A triplicata foi similar para os compostos. Para ADA5, o método MTT 

apresentou uma concentração citotóxica mínima cerca de 6.8x menor do que o calculado no 

método AlamarBlue.  

 

Estes resultados estão de acordo com os gráficos de citotoxicidade 

apresentados nas Figuras 12 e 13 onde observa-se que somente nas 

concentrações de 2000 µM para os compostos ADA1 e ADA2 apresentam 

caráter citotóxico. Pelos valores plotados no gráfico, hipoteticamente, o limiar de 

citotoxicidade deve encontrar-se por volta de 1000 µM para estes dois 

compostos, concentração em que a viabilidade já estaria comprometida. Para 

ADA5 a concentração citotóxica mínima demonstrou variar de acordo com a 

metodologia utilizada.  

 

5.3 Análise do Pico de Produção de Progênie Viral de DENV-4 em 

Células BHK-21 por Curva de Ciclo Múltiplo  

 

 A fim de avaliar se o tempo estipulado para a coleta do vírus nos ensaios 

estava mesmo sendo o mais adequado, tendo em vista os resultados obtidos, 

realizamos uma curva de ciclo múltiplo com DENV-4 na MOI de 0,1 (Figura 15). 
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Figura 15:  Curva de ciclo múltiplo para DENV-4 na MOI de 0,1. Tempos avaliados entre 48 

e 144 horas. A maior produção de partículas virais foi observada no período de 120h após a 

infecção. Após o período de 144h observa-se um leve decréscimo nas unidades formadoras de 

placa, porém, sem alteração no log viral. 

 

 Os resultados demonstram que o período de 120h, utilizado 

anteriormente, de fato apresenta o maior pico de produção viral. Após este 

período, com 144h, é possível identificar um leve decaimento na produção de 

partículas, provavelmente decorrente da redução da viabilidade fisiológica da 

monocamada celular neste tempo, o que interfere no ciclo de multiplicação do 

vírus apesar de não se observarem alterações significativas no log viral. 

 Este resultado confirmou a continuação dos experimentos com o período 

de avaliação em 5 dias (120h). 
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5.4 Avaliação da Atividade Antiviral dos Derivados da Amantadina 

em Células BHK-21 Infectadas por DENV-4 

 

5.4.1 Análise da Produção de Partículas Infecciosas por Ensaio de 

Titulação Viral 

 

Para a avaliação da atividade antiviral dos compostos, analisamos a 

produção de partículas infecciosas pelo DENV-4 em um ensaio de titulação viral. 

Primeiramente, as células foram tratadas com uma solução de vírus 

DENV-4 na MOI de 0,1 juntamente com os compostos em diferentes 

concentrações (foram adicionados no momento da adsorção e deixados em 

contato com as células durante todo o período de infecção). Após, o 

sobrenadante foi coletado e titulado. As placas utilizadas neste ensaio foram 

coradas posteriormente para avaliação do fenótipo de placa obtido. Os 

resultados para ADA1 estão apresentados na Figura 16. 
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Figura 16: Ensaio de titulação viral do sobrenadante de células tratadas com ADA1 e 

infectadas com DENV-4 na MOI 0,1. A: Primeira etapa do experimento. Placa corada com 

cristal violeta, após coleta do sobrenadante, para análise do fenótipo de placa. Na horizontal: 1 

- Controle de compostos nas seguintes concentrações 200 µM, 20 µM, 2 µM e 0,2 µM. 2 - Células 

infectadas com DENV-4 e tratadas com ADA1 nas respectivas concentrações testadas. 3 - 

Controle de vírus à esquerda e controle de célula à direita. B: Segunda etapa do experimento. 

Titulação dos sobrenadantes (PFU/ mL) da placa corada acima, após infecção com DENV-4 e 

tratamento com ADA1. Na concentração de 200 µM, e por comparação ao controle de vírus, 

ADA1 apresenta inibição da multiplicação viral. Teste Brown-Forsythe ANOVA onde p<0,05 foi 

considerado estatisticamente significativo. 

Na Figura 16A, observamos que a monocamada tratada com o composto 

ADA1 na concentração de 200 µM não mostra placas de lise evidentes, e 

apresenta a monocamada de células com uma aparência mais íntegra e próxima 

ao controle de células. Tal fenótipo complementa os resultados obtidos na 

titulação do sobrenadante (Figura 16B) em que, de acordo com as análises, 

existe uma diferença estatisticamente significativa (Brown-Forsythe ANOVA 

p<0.05) entre os grupos analisados, sendo que a concentração de 200 µM para 

ADA1 demonstrou uma redução de aproximadamente 4 log no título viral quando 

comparada ao controle de vírus. Já as concentrações de 20 e 2 µM 

demonstraram uma redução de cerca de 1 log no título viral quando comparadas 

ao controle de vírus. 

O mesmo ensaio foi conduzido para ADA2 e os resultados podem ser 

observados a seguir na Figura 17. 
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Figura 17: Ensaio de titulação viral do sobrenadante de células tratadas com ADA2 e 

infectadas com DENV-4 na MOI 0,1. A: Primeira etapa do experimento. Placa corada com 

cristal violeta, após coleta do sobrenadante, para análise do fenótipo de placa. Na horizontal: 1 

- Controle de compostos nas seguintes concentrações 200 µM, 20 µM, 2 µM e 0,2 µM. 2 - Células 

infectadas com DENV-4 e tratadas com ADA2 nas respectivas concentrações testadas. 3 - 

Controle de vírus à esquerda e controle de célula à direita. B: Segunda etapa do experimento. 

Titulação dos sobrenadantes (PFU / mL) da placa corada na figura A, após infecção com DENV-

4 e tratamento com ADA2. Teste One-Way ANOVA com pós-teste de Tukey onde p<0,05 foi 

considerado estatisticamente significativo. 
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De acordo com o gráfico e com o fenótipo de placas obtido, diferenças 

estatisticamente significativas entre as concentrações analisadas foram 

encontradas para ADA2 (One-Way ANOVA p<0.05; 200 µM, 20 µM, 2 µM, 0.2µM 

vs CV - pós-teste de Tukey p<0.05). Além disso, observa-se ainda uma redução 

de aproximadamente 2 log no título viral na concentração de 200 µM, bem como, 

cerca de 1 log nas concentrações de 20 e 2 µM quando comparadas ao controle 

de vírus. 

Do mesmo modo os experimentos foram conduzidos com a substância 

ADA5 e os resultados são apresentados na Figura 18. 
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Figura 18: Ensaio de titulação viral do sobrenadante de células tratadas com ADA5 e 

infectadas com DENV-4 na MOI 0,1. A: Primeira etapa do experimento. Placa corada com 

cristal violeta, após coleta do sobrenadante para análise do fenótipo de placa. Na horizontal: 1 

- Controle de compostos nas seguintes concentrações 200 µM, 20 µM, 2 µM e 0.2 µM. 2 - Células 

infectadas com DENV-4 e tratadas com ADA5 nas respectivas concentrações testadas. 3 - 

Controle de vírus à esquerda e controle de célula à direita. B: Segunda etapa do experimento. 

Titulação dos sobrenadantes (PFU / mL) da placa corada na figura A, após infecção com DENV-

4 e tratamento com ADA5. Observa-se que na concentração de 200 µM figura 18A a substância 

apresentou citotoxicidade inviabilizando a multiplicação viral. Teste Brown-Forsythe ANOVA 

onde p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo. 
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Diferenças estatisticamente significativas entre as concentrações 

analisadas foram encontradas para ADA5 (Brown-Forsythe ANOVA p<0,05), 

com redução de aproximadamente 1 log na multiplicação viral para a 

concentração de 20 µM e 2 µM, como demonstrado na Figura 18B. A 

concentração de 200 µM não foi representada no gráfico, pois a substância 

apresentou citotoxicidade, destruindo a monocamada, e, consequentemente, o 

substrato para a multiplicação viral.  

Os títulos virais obtidos para os três compostos mediante infecção do 

DENV-4 podem ser comparados no gráfico abaixo (Figura 19). 
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Figura 19: Gráfico comparativo dos títulos obtidos no ensaio de titulação viral do 

sobrenadante de células infectadas com DENV-4 e tratadas com os compostos ADA1, 

ADA2 e ADA5. CV: Controle de vírus. Observa-se que os compostos apresentam características 

dose-dependente, sendo que à medida que a concentração diminui, o título viral aumenta. 

 

De acordo com os dados, observa-se um comportamento dose-

dependente para todos os compostos testados. Na concentração de 200 µM 

para ADA1 observa-se uma redução de 4 log no título viral ou 100% e 25%, 1 

log, nas concentrações de 20 e 2 µM. Para ADA2 observa-se uma redução de 

50%, 2 log, na concentração de 200 µM e praticamente 1 log nas concentrações 

de 20 e 2 µM. Para ADA5, houve redução também de 1 log na concentração de 

20 µM e 2 µM. De maneira que, à medida que a concentração dos compostos 

diminui, o título viral aumenta. 
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Os resultados apresentados podem ser corroborados ainda através da 

imagem obtida em microscopia de campo claro das placas infectadas para 

titulação viral. O efeito antiviral da concentração de 200 µM para ADA1 e ADA2 

pode ser visualizado na Figura 20. 

 

 

Figura 20: Efeito antiviral de ADA 1 e ADA 2 na concentração de 200 µM para o DENV-4. 

Microscopia de campo claro de placas infectadas com DENV-4 para titulação do sobrenadante. 

Aumento de 10X. A barra representa 400 µm. Células BHK-21 tratadas com DENV-4 e os 

compostos após 5 dias de infecção. A: Controle de células na ausência da infecção por DENV-

4. B: ADA1 na concentração de 200 µM. C: ADA2 na concentração de 200 µM. D: Controle de 

vírus na MOI de 0,1. Observa-se um indício de efeito protetor dos compostos ADA1 e ADA2 na 

concentração de 200 µM quando comparado com o controle de vírus. 

 

 A concentração de 200 µM demonstrou um potencial efeito sobre a 

multiplicação viral de DENV-4, reduzindo os títulos virais em cerca de 4 log em 

relação ao controle de vírus para o composto ADA1 e 2 log para ADA2. Para 

ADA5 nesta mesma concentração, não foi possível validar o ensaio, uma vez 
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que o composto apresentou citotoxicidade, não permitindo a manutenção de 

uma monocamada viável para a propagação do vírus. 

Este ensaio de titulação foi iniciado também para os sorotipos DENV-1, 

DENV-2 e DENV-3 e os compostos ADA1 e ADA2 na concentração de 200 µM 

e dão suporte à continuação deste trabalho.  

Os resultados obtidos até o momento são demonstrados na Figura 21. 

 

 

Figura 21: Ensaio de titulação viral do sobrenadante de células tratadas com ADA1 e ADA2 

na concentração de 200 µM e infectadas com DENV-1/2 ou 3 na MOI 0,1. Primeira etapa do 

experimento. Placas coradas com cristal violeta, após coleta do sobrenadante, para análise do 

fenótipo de placa e do título viral. CV: Controle de vírus.  

 

Os resultados da análise do fenótipo de placa, demonstram que a 

concentração de 200 µM para ADA1 e ADA2 também apresentou potencial 

antiviral para todos os sorotipos avaliados. Observa-se que pela análise 

fenotípica, o controle de vírus apresenta maior números de placas de lise e efeito 

citopático em relação aos poços tratados com ADA1 e ADA2 demonstrando o 

efeito antiviral dos compostos avaliados. 
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6 DISCUSSÃO 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a atividade antiviral de três 

formulações inéditas derivadas do Adamantano: ADA1, ADA2 e ADA5.  

A fim de avaliar a citotoxicidade dos compostos frente a células BHK-21 

utilizamos duas metodologias distintas, sendo elas: MTT e AlamarBlue. Nos 

ensaios de citotoxicidade utilizando MTT, observamos que os compostos não 

apresentaram toxicidade para células BHK-21 quando avaliados em baixas 

concentrações (200 µM [exceto para ADA5], 20 µM, 2 µM, 0,2 µM, 0,02 µM, 

0,002 µM, 0,0002 µM).  

Hamid e colaboradores (2004), realizaram um estudo com 117 compostos 

já aprovados para uso, entre estes: antibióticos, anti-histamínicos, antipsicóticos, 

antiplaquetário e quimioterápicos. Teve como objetivo avaliar a citotoxicidade 

para células HepG2, comparando a sensibilidade das técnicas de MTT e 

AlamarBlue. Utilizando a concentração de 10 µM para cada composto, os 

autores concluíram que ambos os ensaios forneceram informações úteis para a 

identificação de compostos citotóxicos in vitro, sendo pertinentes nos estágios 

iniciais da seleção de candidatos à futuros fármacos. Os autores também 

concluíram que a técnica AlamarBlue apresentou uma melhor sensibilidade em 

relação ao MTT, porém para compostos contendo terfenadina e astemizol (anti-

histamínicos) ambos os ensaios apresentaram desempenho similar. Os autores 

pontuam que resultados falso positivos e negativos podem ocorrer em virtude da 

indução ou inibição da atividade metabólica enzimática mitocondrial que certos 

compostos podem ter afinidade. A consequência deste evento biológico é a 

alteração nos pontos de cortes dos valores de concentração citotóxica (CC50) 

que pode variar entre cada metodologia avaliada. Portanto, assim como 

constatado no presente estudo, utilizando metodologias distintas observamos 

que para ADA1 e ADA2 a CC50 não apresentou grandes variações no ponto de 

corte da concentração citotóxica, conforme mostrado na Figura 14.  

Entretanto, uma variação de quase 7x foi observada para ADA5 (a mais 

citotóxica dentre as três). Os valores de CC50 foram de 130,79 µM e 887,76 µM 

para MTT e AlamarBlue, respectivamente. Bopp & Lettieri (2008), comparando 

quatro metodologias avaliativas de citotoxicidade, sendo elas AlamarBlue, MTT, 

CFDA-AM e LDH, demonstrou in vitro em células de fígado de zebrafish que 
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dentre os quatro compostos avaliados nenhum apresentou diferença significativa 

nos valores de corte de CC50 para as quatro metodologias analisadas e que todos 

os ensaios performaram de maneira similar. Os autores relatam que os valores 

similares encontrados na CC50 podem ser explicados pelo fato de que nenhum 

dos compostos analisados interfere nos processos mediados pelas 

metodologias. Neste contexto, e de maneira contraria aos estudos de Bopp & 

Lettieri (2008), uma hipótese para os valores de CC50 discordantes encontrados 

para ADA5 seria a do composto interferir em alguma via, inibindo ou estimulando 

a resposta metabólica. 

De maneira similar ao presente estudo, os ensaios de citotoxicidade 

conduzidos por Franco e colaboradores (2015) ao analisarem os mesmos 

compostos ADA1, ADA2 e ADA5, demostraram in vitro que células Jurkat 

apresentaram viabilidade próxima e superior a 100% nas concentrações de 

100µM (com exceção de ADA5), 10 µM, 1 µM, 0,1 µM, 0,01 µM, 0,001 µM e 

0,0001 µM. Como observado na Figura 12, os ensaios de MTT são corroborados 

pelos estudos de Franco e colaboradores (2015), uma vez que em 

concentrações similares às analisadas (200µM [com exceção de ADA5], 20 µM, 

2 µM, 0,2 µM, 0,02 µM, 0,002 µM e 0,0002 µM) podemos observar que células 

BHK-21 apresentam padrões gráficos semelhantes, com viabilidade acima de 

100% em relação ao controle de célula. Ainda, o composto ADA5 na 

concentração de 100 µM, próxima à de 200 µM utilizada no presente estudo, 

também apresentou citotoxicidade quando avaliada através da mesma 

metodologia de MTT. Novamente em relação aos estudos de Franco e 

colaboradores, observa-se que na concentração de 1000 µM do composto ADA5 

as células apresentam viabilidade superior à concentração de 100 µM. O mesmo 

efeito pode ser observado na Figura 12C onde a concentração de 2000 µM 

apresenta viabilidade superior em relação à de 200 µM, demonstrando o efeito 

bifásico da molécula. No entanto, apesar dos resultados em concordância é 

importante salientar que o modelo celular utilizado nos estudos de Franco e 

colaboradores (2015) é diferente do utilizado no presente estudo.  

O efeito hormeses possui a premissa de que uma substância pode 

apresentar um efeito dose-resposta bifásico (MATTSON, 2008) representando 

uma estratégia evolutiva apresentada pelos sistemas biológicos de se 

adaptarem a certas condições impostas pelo ambiente. O estudo de Mattson e 
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colaboradores (2017) apresenta um exemplo de como as células podem se 

adaptar e sobreviver quando expostas a agentes tóxicos em certas 

concentrações. Neste contexto, podemos hipotetizar que o efeito observado para 

ADA5, quando avaliada pelo MTT, seria na verdade uma adaptação biológica 

que teria proporcionado uma maior sobrevivência das células. Fato corroborado 

pela incidência de maior viabilidade celular na concentração de 2000 µM quando 

comparada à 200 µM. 

Ainda avaliando a citotoxicidade, Dye e colaboradores (2019) 

demonstraram em células Vero utilizando o MTT que a Amantadina na 

concentração de 200 µM mantém viabilidade celular próxima a 100%. Assim, 

como o demonstrado na Figura 12 deste estudo, células BHK-21 tratadas com 

ADA1 e ADA2 apresentam também viabilidade próxima a 100% na concentração 

de 200 µM. Contudo, é necessário ressaltar que o modelo celular, bem como, os 

derivados testados aqui são diferentes, apresentando estes últimos sua estrutura 

química/ grupo substituintes diferente da Amantadina (C10H17N) com somente a 

estrutura do triciclo-decano (Adamantano) similar ao estudo conduzido por Dye 

e colaboradores.  

Outro parâmetro avaliado acerca da citotoxicidade refere-se à possível 

influência do diluente utilizado nos compostos. Por se tratarem de moléculas 

insolúveis em água, os compostos necessitavam de diluição em etanol, cuja 

toxicidade foi descartada após avaliação de sua maior concentração. Jo e 

colaboradores (2015) demonstraram em seus estudos com células de cultivo 

primário de glioblastoma que concentrações muito altas de etanol influenciaram 

nos resultados de seus ensaios quando estes foram avaliados por MTT. A 

premissa baseia-se no fato de que uma grande concentração de etanol pode 

acarretar danos graves à membrana celular, possibilitando a entrada de NADH 

resultando, consequentemente, na redução inespecífica dos sais de tetrazólio. 

Neste mesmo estudo, os autores demonstram que à medida que a concentração 

de etanol aumenta, a viabilidade celular diminui. No presente trabalho observou-

se que mesmo o controle de etanol na maior concentração testada (equivalente 

a 2000 µM) não apresentou efeito citotóxico para as células BHK-21 para todos 

os compostos testados. O controle de etanol apresentou viabilidade de 97% em 

relação ao controle de célula, se mostrando similar quando avaliado pelo método 

do AlamarBlue, onde a média dos três experimentos independentes realizados 
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também apresentou viabilidade de 97%. Desta forma, foi comprovada a ausência 

de toxicidade do etanol para as células BHK-21, uma linhagem de mamífero, 

viabilizando os demais experimentos e as testagens seguintes.  

Utilizando como embasamento os resultados obtidos nos ensaios de 

citotoxicidade, os experimentos subsequentes foram conduzidos com os 

compostos nas concentrações de 200 µM, 20 µM, 2 µM e 0,2 µM que se 

mostraram mais pertinentes e promissoras. 

O próximo objetivo foi então avaliar se os compostos teriam algum efeito 

inibitório na multiplicação viral utilizando ensaios de titulação em placa. Estes 

ensaios são importantes pois mensuram o efeito direto da droga na replicação 

viral (FIELDS et al., 2013), dinâmica que é diretamente influenciada por fatores 

como inóculo viral inicial, número de células, tipo de célula e a temperatura de 

cultivo (MEDINA et al., 2012). 

Para os ensaios de titulação deste estudo, mantivemos um período de 

infecção de 5 dias (120h) para DENV-4 na MOI de 0,1. Tal padrão foi 

corroborado por uma curva de ciclo múltiplo que teve como objetivo identificar o 

período de maior produção de partículas virais. No período de 120h obtivemos 

um título viral de 105 PFU / mL, sendo o maior observado neste ensaio.  

Prosseguindo com os ensaios de atividade antiviral, verificou-se uma 

importante redução na produção de partículas virais (4 e 2 logs, 

respectivamente) para os compostos ADA1 e ADA2 na concentração de 200 µM. 

As concentrações de 20 µM e 2 µM dos compostos ADA1, ADA2 e ADA5 

também apresentaram redução, entretanto de 1 log viral. Estudos de Joubert e 

colaboradores (2018) demonstraram a eficácia da molécula do Adamantano 

contra DENV-2 em células A549, que nas concentrações de 42.8 µM ± 8.6 µM 

possibilitou uma redução significativa de 50% nos títulos virais. Vasilenko e 

colaboradores (2019) também demonstraram que variações do grupo 

substituintes do Adamantano apresentam efeito antiviral para os vírus Powassan 

virus (POWV), Omsk hemorrhagic fever virus (OHFV) e Tick-borne encephalitis 

virus (TBEV). Tais vírus pertencem ao mesmo gênero em que estão classificados 

os DENV, e, portanto, apresentam ciclo de multiplicação, organização genômica 

e estruturas morfológicas similares. Os autores relatam que entre as 

concentrações que variam de 3,7 µM até a concentração de 25 µM os compostos 

apresentaram efeito antiviral para os vírus mencionados. No presente estudo, 
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apesar de conduzido com um sorotipo diferente, verificou-se a redução de 1 log 

viral para DENV-4 quando comparamos concentrações similares às estudadas 

por Joubert e Vasilenko (20 µM e 2 µM para ADA1, ADA2 e ADA5).  

Dey e colaboradores (2019) também conduziram ensaios de titulação 

utilizando células Vero, CHIKV e Amantadina nas concentrações de 10 μM, 

20μM, 60 μM, 100 μM, 150 μM e 200 μM. Os autores demonstraram uma 

redução de cerca de 58% dos títulos virais para a concentração de 40 µM e 77% 

para a concentração de 100 µM. Em nosso estudo, comparando-se 

concentrações aproximadas, observou-se uma redução de 100% para ADA1 e 

50% para ADA2 na concentração de 200 µM e de aproximadamente 25% para 

os três compostos nas concentrações de 20 µM e 2 µM. Ainda em comparação 

ao estudo de Dey e colaboradores, observou-se de maneira similar no presente 

trabalho a redução de partículas virais de modo dose-dependente, ou seja, em 

concentrações maiores a Amantadina utilizada no estudos de Dey, assim como 

os compostos (ADA1, ADA2 e ADA5) apresentam maior atividade antiviral. 

Apesar dos estudos conduzidos por Dey e colaboradores (2019) serem 

realizados com modelo viral diferente, DENV e CHIKV apresentam 

características biológicas semelhantes, como material genético de RNA senso 

positivo, estrutura morfológica composta por envelope, modelo penetração e 

desnudamento assemelhado. O Adamantano, como já descrito anteriormente, 

apresenta um grande potencial antiviral por demonstrar afinidade por compostos 

lipídicos, e, assim, pode agir diretamente sobre uma variedade de vírus 

envelopados. 

Os resultados de atividade antiviral evidenciados no presente estudo 

indicam que os compostos estão atuando e bloqueando a multiplicação viral em 

alguma etapa de seu ciclo. Sendo de suma importância conhecer e estudar a 

interação existente entre o fármaco e a partícula viral, inclusive em um contexto 

de aparecimento de linhagens mutantes que podem reduzir a eficiência do 

composto (FIELDS & KNIPE & HOWLEY, 2013). 

A interação fármaco-partícula viral já foi descrita e indicada por Koff e 

colaboradores (1980) em seus estudos com Amantadina e DENV. Os autores 

demonstram que quando o fármaco é adicionado nos tempos iniciais de infecção, 

o mesmo apresenta efeito máximo sobre a produção de partículas virais, 

diferente de quando a Amantadina é adicionada após a adsorção. Estes dados 
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refletem que o composto esteja possivelmente atuando nos momentos iniciais 

do ciclo de multiplicação viral (penetração e desnudamento). Tendo isto em vista, 

podemos pressupor que de maneira similar à Amantadina testada por Koff e 

colaboradores, os compostos utilizados no presente estudo agiriam de maneira 

similar, bloqueando o vírus em algum momento inicial do seu ciclo de 

multiplicação.  

O modelo viral que melhor representa o mecanismo de ação da 

Amantadina já elucidado é o Influenza A. Seu mecanismo de ação consiste em 

bloquear viroporinas (canais M2) com a consequente inibição do desnudamento 

e bloqueio do ciclo de multiplicação viral. Outros autores demonstram a 

existência de um mecanismo similar e de maneira inédita, porém com vírus 

CHIKV. Dey e colaboradores (2019), apontam que 6K é uma suposta proteína 

formadora de canais iônicos ou viroporinas que se associa principalmente às 

membranas do retículo endoplasmático. Os autores demonstraram que a 

Amantadina na concentração de 1 µM foi capaz de inibir os canais iônicos virais, 

a fusão de vesículas e as propriedades de permeabilidade de membrana, sendo 

todas estas funções exercidas pela proteína 6K. Neste contexto, estudos de 

Tomar e colaboradores (2019) propõem candidatos a viroporinas para os vírus 

da DENV, WNV, Varíola e Eastern equine encephalitis vírus (EEE). Os autores 

sugerem que para DENV, o fragmento da proteína NS2B denominado 2K atuaria 

como uma viroporina, sendo capaz de alterar o pH do meio em experimentos 

conduzidos com bactérias modificadas, sugerindo assim uma condutividade de 

íons H+. Do mesmo modo, com base nos estudos já citados, podemos inferir que 

os compostos derivados do Adamantano poderiam apresentar um tropismo 

específico para a proteína 2K de DENV bloqueando a acidificação do pH e o 

consequente desnudamento. Contudo, ainda existem lacunas acerca dos 

mecanismos de multiplicação viral e da real função da proteína 2k sobre o ciclo 

de multiplicação de DENV. Estes trabalhos apresentam um indicativo do possível 

mecanismo de ação do Adamantano sobre os DENV, trazendo novas 

perspectivas de aprofundamento do presente estudo.  

Ao longo do desenvolvimento do presente trabalho, que inicialmente se 

propunha a analisar o efeito antiviral dos compostos sobre os DENV-1,2,3 e 4, 

nos deparamos com diversos obstáculos. Devido a variações do genótipo entre 

os sorotipos, observou-se padrões variados relacionados a efeito citopático, 
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fenótipo de placa e o tempo de coleta do sobrenadante. Padronização que 

demandou mais tempo do que o desejado e nos permitiu continuar para esta 

dissertação apenas com o DENV-4 que se mostrou mais consistente e 

reprodutível nos ensaios iniciais. 

De fato, alguns autores demonstram que existe certa dificuldade em se 

trabalhar com DENV em laboratório e com os diferentes sorotipos. Esta 

dificuldade foi observada em cultivo ao longo das diversas tentativas de 

padronização, onde os vírus não produziam altos títulos in vitro e se 

multiplicavam de maneira inconsistente. Sendo assim, o modelo de células 

utilizado no presente trabalho não favoreceu a obtenção de altos títulos virais, 

prejudicando o andamento dos ensaios com os demais sorotipos. Alguns autores 

relatam variação no rendimento viral para sorotipos distintos, fato que é 

diretamente influenciado pelo tempo de infecção que também se apresenta de 

forma bem particular para cada vírus. Como exemplo, um estudo conduzido por 

Quintero-Gil e colaboradores (2018), demonstrou que o cultivo de DENV-1 e 

DENV-4 em células C6/36 apresenta melhor rendimento viral (107) no oitavo e 

no quarto dia pós-infecção, respectivamente. Os autores ainda debatem que, in 

vitro, DENV-2 apresenta em células C6/36 um maior título viral (108) e efeito 

citopático após o segundo dia de infecção quando comparando aos demais 

sorotipos. Tais resultados são condizentes com os dados epidemiológicos que 

reportam que o DENV-2 é o sorotipo com o maior número de infecções 

registradas em todo o mundo, sendo o mais associado a manifestações graves 

da doença, o que pode estar diretamente relacionado à capacidade de replicação 

do vírus. E por fim, em relação ao sorotipo DENV-3, os autores relatam que foi 

o sorotipo que apresentou um menor título viral (105) em relação a DENV-2, além 

de um efeito citopático menos evidente. De fato, como apresentado na Figura 

21, os diferentes sorotipos apresentam efeitos distintos, sendo que DENV-2 

apresentou o efeito citopático mais acentuado quando comparado ao controle e 

demais sorotipos. Estes dados refletem a realidade desafiadora por trás do 

desenvolvimento de antivirais para DENV. 

Apesar de todos os entraves e tendo em vista os promissores resultados 

apresentados, os compostos ADA1 e ADA2 na concentração de 200µM 

demonstraram ser antivirais promissores para DENV-4 e potencialmente para os 

demais sorotipos. 
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7 CONCLUSÃO 

 

- Os três derivados da Amantadina não se mostraram tóxicos em células 

BHK-21 na maioria das concentrações testadas e, por serem compostos puros, 

sintéticos e de fácil produção em larga escala, são compostos promissores para 

uso em indústria farmacêutica; 

- Os compostos ADA1 e ADA2 na concentração de 200 µM apresentam 

grande potencial antiviral contra DENV-4, uma vez que foram capazes de reduzir 

os títulos virais em 100 e 50%, respectivamente; 

- ADA1, ADA2 e ADA5, demonstraram efeito dose-dependente para 

DENV-4, com o bloqueio na multiplicação do vírus sendo diretamente 

proporcional à concentração do composto testado; 

- ADA1 e ADA2 na concentração de 200 µM apresentam promissor 

potencial antiviral para todos os sorotipos de DENV, tendo em vista os ensaios 

preliminares realizados, contudo novos testes precisam ser conduzidos. 
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Tendo em vista os resultados apresentados utilizando o modelo DENV-4, 

um importante arbovírus no contexto nacional e mundial, o presente trabalho 

prevê como perspectivas imediatas:   

- Avaliar a atividade antiviral dos compostos estudados para os sorotipos 

DENV-1, DENV-2 e DENV-3;  

- Estudar o mecanismo de ação dos compostos nas diferentes fases do 

ciclo de multiplicação viral, com uma abordagem mais aprofundada das fases de 

adsorção, penetração e desnudamento; 

- Caracterizar a atividade antiviral em modelo animal.  
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9 ANEXOS 

 

9.1 Produção científica 

 

1.SILVA, D. S. O. D. E. ; GUIMARÃES, M. V. ; FRANCO, G. M. ; FONSECA, F. 
G. ; STANCIOLI, E. F. B. . Recombinant MVA viruses expressing HBZ-
multiepitope proteins: Analysis of HTLV-1 vaccine candidates. 2019. 
(Apresentação de Trabalho/Simpósio). 

 

2.GUIMARÃES, M. V.; SILVA, D. S. O. D. E. ; ROCHA, R. P. ; SEFURO, A. 

V. ; FRANCO, G. M. ; FATIMA, A. ; FONSECA, F. G. ; STANCIOLI, E. F. B. . 

AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE CELULAR E ATIVIDADE ANTIVIRAL DE 

COMPOSTOS DERIVADOS DO ADAMANTANO PARA Dengue vírus 

SOROTIPO 2 (DENV-2). 2019. (Apresentação de Trabalho/Simpósio). 

3.GUIMARÃES, M. V.; FRANCO, G. M. ; SEFURO, A. V. ; SILVA, D. S. O. D. 

E. ; FATIMA, A. ; FONSECA, F. G. ; STANCIOLI, E. F. B. . AVALIAÇÃO DO 

POTENCIAL ANTIVIRAL DE DERIVADOS DO ADAMANTANO CONTRA 

DENGUE VIRUS. 2018. (Apresentação de Trabalho/Simpósio). 

 

9.2 Organização de eventos, congressos, exposições e feiras 

 

1- VI Simpósio de Microbiologia da UFMG: conecta SIM - Microbiologia 

Interligada. 2019.  

2- Doenças Neurodegenerativas no século XXI. 2018. 

3- V SIMPÓSIO DE MICROBIOLOGIA DA UFMG PROFESSOR EDUARDO 

OSÓRIO CISALPINO. 2018.  
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