= | UEA
QI

DO ESTADO DO
AMAZONAS

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS - UEA
ESCOLA NORMAL SUPERIOR - ENS
LICENCIATURA EM CIENCIAS BIOLOGICAS

ANALISE DA ATIVIDADE ANTIVIRAL DA GLANDICOLINA B EM
HEPATOCITOS HUMANOS (Huh-7) INFECTADOS IN VITRO PELO VIiRUS
DENGUE

BIANCA NADINI TEIXEIRA FERNANDES

Manaus/AM
2025



UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS - UEA
ESCOLA NORMAL SUPERIOR - ENS
LICENCIATURA EM CIENCIAS BIOLOGICAS

BIANCA NADINI TEIXEIRA FERNANDES

ANALISE DA ATIVIDADE ANTIVIRAL DA GLANDICOLINA B EM
HEPATOCITOS HUMANOS (Huh-7) INFECTADOS IN VITRO PELO VIiRUS
DENGUE

Monografia apresentada ao Curso de Licenciatura
em Ciéncias Biologicas, da Escola Normal
Superior - ENS, da Universidade do Estado do
Amazonas - UEA, como requisito final para
obtencdo do titulo de graduado em Ciéncias
Biologicas.

Orientador: Dr. Raimundo de Sousa Lima Junior

Coorientadora: Dra. Gladys Corréa da Silva

Manaus/AM
2025



Ficha Catalogr &fica

Ficha catal ogréfica elaborada automati camente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).
Sistema I ntegrado de Bibliotecas da Univer sidade do Estado do Amazonas.

F363a Fernandes, Bianca Nadini Teixeira
Andlise da atividade antiviral da Glandicolina B em hepatocitos
humanos (Huh-7) infectados in vitro pelo virus Dengue / Bianca
Nadini TeixeiraFernandes. Manaus : [s.n], 2025.
47 f.: color.; 21,0 cm.

TCC - Graduacdo em Ciéncias Biolégicas- Licenciatura

Universidade do Estado do Amazonas, Manaus, 2025.
Orientador: Lima Jinior, Raimundo de Sousa.
Coorientador: da Silva, Gladys Corréa.

1. Antigeno NSL. 2. Citotoxicidade. 3. Molécula antiviral. 4.
Penicillium. I. Lima Janior, Raimundo de Sousa (Orient.) Il . da Silva,
Gladys Corréa (Coorient.) 111. Universidade do Estado do Amazonas.
IV. Titulo

CDU(1997)57




BIANCA NADINI TEIXEIRA FERNANDES

ANALISE DA ATIVIDADES ANTIVIRAL DA GLANDICOLINA B EM
HEPATOCITOS HUMANOS (Huh-7) INFECTADOS IN VITRO PELO VIRUS
DENGUE

Monografia apresentada ao Curso de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas, da Escola Normal
Superior - ENS, da Universidade do Estado do Amazonas - UEA, como requisito final para
obtencao do titulo de graduado em Ciéncias Bioldgicas.

Aprovada em: 27/05/2025

BANCA EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente

“b RAIMUNDO SOUSA LIMA JUNIOR
g Data: 20/06/2025 23:02:40-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Raimundo de Sousa Lima Junior

Universidade do Estado do Amazonas — UEA

Documenteo assinado digitalmente

ub ROSILENE GOMES DA SILVA FERREIRA
g Data: 23/06/2025 09:33:15-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. Rosilene Gomes da Silva Ferreira

Universidade do Estado do Amazonas — UEA

Documento assinado digitalmente

ub CRISTIANE NAZARE FIDELIS APARICIO
g Data: 23/06/2025 10:08:30-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Me. Cristiane Nazaré Fidelis Aparicio

Instituto Lednidas e Maria Deane-ILMD/ FIOCRUZ AMAZONIA



Dedico este trabalho ao Homem que me deu a
capacidade de escrever e sonhar, sofrendo por uma
divida que ndo era sua para limpar o meu nome.
Sem Ele, nao haveria eu. E aos meus pais que sob

muito sol, fizeram-me chegar aqui pela sombra.



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a Deus, por ter iluminado ndo apenas minha trajetoria
académica, mas também cada passo que dei até aqui. Sou grata por todas as vezes em que
minhas ora¢des foram atendidas, quando roguei por sabedoria e discernimento. Foi Ele quem
carregou os meus fardos pesados e me concedeu o Seu, leve e suave.

A minha familia, que acreditou em mim mesmo quando eu ainda nio acreditava,
expresso minha profunda gratidao. Em especial, agradego aos meus pais, que me ensinaram a
sonhar e a acreditar na minha capacidade de alcancar tudo o que eu almejasse, por meio da
oracgdo, do esfor¢o e da dedicacdo. Obrigada por abrirem todas as portas necessarias para que
eu chegasse até aqui, e por todo suporte espiritual, emocional, psicoldgico e financeiro. As
minhas irmas, Dayse Gabriele e Karen Leticia, sou grata pelos sorrisos e pelos momentos
compartilhados que tornaram essa jornada mais leve e significativa.

Ao meu noivo, que esteve ao meu lado durante todo o percurso, agradego
profundamente pelo carinho, compreensdo e companheirismo nos momentos de duvida e
incerteza. E aos meus avoés, que junto aos meus pais foram alicerces constantes em oragao,
minha eterna gratidao.

Aos meus queridos orientadores, Raimundo Junior e Gladys Corréa, agradeco a
dedicacdo, competéncia, paciéncia e orientagdo ao longo desta pesquisa. Seus ensinamentos e
apoio foram fundamentais para o desenvolvimento e sucesso deste trabalho.

Agradeco, ainda, a minha amiga Lailla Castro, por acreditar no meu potencial desde o
inicio e por ter me incentivado a dar os primeiros passos na vida académica. Aos amigos
Gabrielle Stoco, Juliana Rodrigues e Eduardo Serudo, deixo meu sincero agradecimento pelo
apoio aos meus estudos e pela presenga constante ao longo dessa caminhada.

Aos meus colegas de graduagdo, agradeco a parceria e pelos momentos de alegria
compartilhados em sala de aula. Aos professores, que com dedicagdo iluminaram meu percurso
académico, minha sincera gratidao.

Por fim, muito obrigada a todos que, de alguma forma, fizeram parte desta trajetoria e

contribuiram para que eu alcangasse este objetivo tao significativo em minha vida.



RESUMO

A dengue ¢ uma arbovirose de grande impacto na saude publica global, especialmente em
regides tropicais e subtropicais, como o Brasil. A elevada incidéncia da doenca, aliada a
auséncia de tratamentos antivirais especificos e a limitada eficicia vacinal, reforca a
necessidade de novas estratégias terapéuticas. Diante disso, este estudo teve como objetivo
avaliar a atividade antiviral do peptideo Glandicolina B, isolado do fungo Penicillium rubens,
em hepatodcitos humanos (Huh-7) infectados in vitro pelo sorotipo 2 do virus da dengue (DENV-
2). O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Imunofarmacologia Celular (LIFCEL) da
Universidade do Estado do Amazonas. Primeiramente, a citotoxicidade da Glandicolina B foi
avaliada por meio do ensaio colorimétrico de MTT, em diferentes concentragdes (0,1 a 100
ng/mL) e tempos de exposi¢ao (24h, 48h e 72h). Os resultados indicaram que a substancia nao
apresentou toxicidade significativa, mantendo a viabilidade celular acima de 90% em todas as
concentragoes testadas. Em seguida, a linhagem Huh-7 foi infectada com o DENV-2 e tratada
com a Glandicolina B. A atividade antiviral foi avaliada por meio da dosagem da proteina viral
NS1 nos sobrenadantes, utilizando o teste de ELISA. A analise demonstrou uma discreta
redu¢@o nos niveis de NS1 nas células tratadas, especialmente na concentracdo de 100 pg/mL,
em comparacdo ao grupo infectado sem tratamento, mas os dados ndo apresentaram
significancia estatistica. Assim, embora a Glandicolina B tenha se mostrado segura para uso em
c¢lulas Huh-7, ndo demonstrou inibi¢ao significativa da replicagdo viral sob as condigdes
testadas. Este resultado ndo invalida o potencial da substancia, mas sugere a necessidade de
novos ensaios, com ajustes no tempo de incubagdo, concentragdes mais elevadas,
coadministragdo com outras substancias ou analises complementares de outros marcadores

virais.

Palavras-chave: Antigeno NS1; Citotoxicidade; Molécula antiviral; Penicillium.



ABSTRACT

Dengue is an arboviral disease with a significant impact on global public health, particularly in
tropical and subtropical regions such as Brazil. The high incidence of the disease, combined
with the lack of specific antiviral treatments and the limited efficacy of available vaccines,
underscores the need for new therapeutic strategies. In this context, the present study aimed to
evaluate the antiviral activity of the peptide Glandicolin B, isolated from the fungus Penicillium
rubens, in human hepatocytes (Huh-7) infected in vitro with dengue virus serotype 2 (DENV-
2). The research was conducted at the Cellular Inmunopharmacology Laboratory (LIFCEL) of
the State University of Amazonas. Initially, the cytotoxicity of Glandicolin B was assessed
using the MTT colorimetric assay at various concentrations (0.1 to 100 ug/mL) and exposure
times (24h, 48h, and 72h). The results indicated that the substance did not exhibit significant
toxicity, maintaining cell viability above 90% at all tested concentrations. Subsequently, the
Huh-7 cell line was infected with DENV-2 and treated with Glandicolin B. Antiviral activity
was evaluated by quantifying the viral NS1 protein in the supernatants using the ELISA assay.
The analysis showed a slight reduction in NSI levels in treated cells, particularly at the
concentration of 100 pg/mL, compared to the untreated infected group; however, the data did
not reach statistical significance. Therefore, although Glandicolin B proved to be safe for use
in Huh-7 cells, it did not significantly inhibit viral replication under the tested conditions. This
result does not invalidate the potential of the compound but suggests the need for further
experiments, including adjustments to incubation time, higher concentrations, co-

administration with other compounds, or additional analyses involving other viral markers.

Keyword: Antiviral Molecule; Cytotoxicity; NS1 Antigen; Penicillium.
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1. INTRODUCAO

As doengas virais constituem um dos maiores desafios para a saude publica global, sendo
responsaveis por surtos, epidemias e impactos significativos sobre os sistemas de saude em
diversas regides do mundo (WHO, 2023). Entre essas enfermidades, destacam-se as
arboviroses, um grupo de doengas causadas por virus transmitidos por artrépodes hematdfagos,
como mosquitos e carrapatos (OMS, 2023). O termo arbovirose deriva da expressao em inglés
arthropod-borne virus e refere-se nao apenas a capacidade desses virus de serem veiculados
por artropodes, mas também ao fato de parte de seu ciclo replicativo ocorrer dentro desses
vetores, o que € essencial para sua manuten¢do e transmissao na natureza (Lopes et al., 2014).

Os arbovirus de importancia para a satde publica pertencem a cinco familias virais:
Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae. Dentre essas familias,
destaca-se a familia Flaviviridae, por englobar virus de grande impacto epidemiologico, como
o virus da dengue (DENV), o virus Zika (ZIKV), o virus da febre amarela (YFV) e o virus do
Nilo Ocidental (WNV) (Lopes ef al., 2014).

Os flavivirus compartilham caracteristicas estruturais e gendmicas, como o fato de
possuirem RNA de fita simples de sentido positivo, envolto por um capsideo icosaédrico € uma
membrana lipidica derivada da célula hospedeira (Heinz; Stiasny, 2012). Além disso, muitos
desses virus sdo responsaveis por infecgdes febris agudas que, em determinados casos, podem
evoluir para formas graves, com manifestagdes neurologicas, hemorragicas ou hepaticas,
representando um sério desafio para os sistemas de vigilancia e controle de doencas em regides
tropicais e subtropicais (Heinz; Stiasny, 2012).

O ciclo de replicagao desses virus tem inicio com a ligacdo entre a particula viral e
receptores especificos presentes na membrana da célula hospedeira (Lopes et al., 2014). Em
seguida, o virus ¢ internalizado por endocitose, sendo envolvido por vesiculas
predominantemente cobertas por clatrina. No interior do endossomo, o ambiente &acido
desencadeia a fusdo do envelope viral com a membrana endossomal, promovendo alteracdes
estruturais na proteina E. Essa mudanga permite a liberacao do nucleocapsideo no citoplasma.
Apo6s a remogao do capsideo (decapsidacdo), o genoma de RNA ¢ liberado e imediatamente
utilizado como RNA mensageiro (mRNA) para a sintese de proteinas virais (Sinha et al., 2024).

Entre os flavivirus, o de maior relevancia € o virus da dengue (DENV), que ocupa posigao
de destaque devido a sua alta taxa de infecgdes e ao expressivo impacto nos sistemas de satde.
De acordo com a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), a dengue representa a arbovirose de

maior incidéncia nas Américas, com epidemias recorrentes a cada trés a cinco anos. Estima-se
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que aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas estejam sob risco de infecgdo, sobretudo em paises
tropicais, onde as condi¢des climaticas favorecem a proliferagdo do mosquito vetor (Tauil,
2022).

A dengue ¢ uma doenga febril aguda, sist€émica, dindmica, debilitante e autolimitada (Brasil,
2023). Seu espectro clinico ¢ amplo, podendo variar de formas oligossintomaticas até¢ quadros
graves, com hemorragia e choque, podendo evoluir para o6bito (Pompeo, 2016). As
manifestagdes sdo influenciadas pela cepa do virus, pelo estado imunoldgico e genético do
paciente, pela concomitancia com outras doengas e por infecgdo prévia por outro sorotipo viral
da doenca (Pinheiro; Travassos-da-Rosa, 1996).

O virus da dengue (DENV) esta classificado cientificamente na familia Flaviviridae e no
género Orthoflavivirus (Postler et al., 2023). Pode ser transmitido ao homem principalmente
pela picada de fémeas de mosquitos do género Aedes infectadas, especialmente pelo Aedes
aegypti, seu principal vetor. Transmissdes verticais (de mae para filho durante a gestagdo) e por
transfusdo de sangue sdo raras. Atualmente, sdo conhecidos oficialmente quatro sorotipos do
virus da dengue: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, os quais possuem material genético
distinto e se dividem em diferentes genotipos e linhagens (Korsman et al., 2014).

A resposta imune desencadeada pela infec¢ao por um dos quatro sorotipos confere protegao
duradoura apenas contra o sorotipo especifico responsavel pela infec¢do inicial. No entanto,
essa imunidade ndo se estende de forma eficaz aos demais sorotipos do DENV (Tauil, 2022).
Em alguns casos, pode ocorrer uma imunidade cruzada temporaria entre sorotipos distintos,
mas essa protecado ¢ geralmente de curta duragdo e insuficiente para impedir uma nova infec¢ao.
Pelo contrario, exposi¢cdes subsequentes a diferentes sorotipos podem aumentar o risco de
formas mais graves da doenca, devido a mecanismos imunopatolégicos como a Intensificacao
Dependente de Anticorpos (ADE, do inglés antibody-dependent enhancement) (Sinha et al.,
2024).

A primeira vacina autorizada no Brasil contra a dengue foi a Dengvaxia® (CYD-TDV),
cujo registro foi concedido pela Anvisa em dezembro de 2015 (Godoi, 2018). A segunda,
aprovada pela Anvisa, ¢ a Qdenga®, uma vacina de virus atenuado e tetravalente contra a
dengue, apresentando eficacia de 80,2% na avaliacdo clinica. Diferentemente da vacina
anterior, pode ser utilizada por pessoas que nunca tiveram contato com a doenga (Brasil, 2024b).

A dengue traz grandes prejuizos para a sociedade, como perda de salarios, diminui¢do da
produtividade, custos relacionados aos cuidados de saude, além das despesas médicas diretas

(Pereira et al., 2014). A utilizagdo de moléculas com atividade antiviral ¢ uma estratégia
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importante para reduzir os gastos e tornar o tratamento mais efetivo. Sendo assim, ¢ crucial
realizar pesquisas e descobrir medicamentos que ndo apenas combatam o virus, mas também
modulem a resposta inflamatoria e aliviem os sintomas da doenga. Essa abordagem ¢ essencial

para ajudar a diminuir o nimero de casos fatais.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. EPIDEMIOLOGIA

Tem-se registrado a ocorréncia da dengue em varias partes do mundo nos ultimos anos,
atingindo as Américas, a Africa, a Asia, a Europa e a Australia, com pandemias e epidemias
(Howe, 1977). As primeiras evidéncias de epidemias de dengue foram registradas em 1779 e
1780, na Asia, Africa e América do Norte. Essas ocorréncias simultineas e proximas de surtos
nos trés continentes sugerem que o virus € o mosquito vetor estdo presentes nos tropicos ha
mais de 200 anos (Mahmood, 2006).

No entanto, foi somente no século XX que a dengue se tornou um problema global
significativo de saude publica. Essa transformacao ocorreu especialmente apdés a Segunda
Guerra Mundial, no Sudeste Asiatico, marcando o inicio das epidemias, quando a rapida
urbanizacdo e o aumento do trafego internacional facilitaram a disseminagdo do vetor da
doenca, o mosquito Aedes aegypti, e, consequentemente, do virus (Teixeira et al., 1999).

O padrao sazonal da dengue ¢ amplamente afetado por condi¢des climaticas, como o
aquecimento global e os fenomenos E/ Nifio e La Nifia, com uma incidéncia mais elevada
durante os periodos de chuva, que favorecem a reproducao dos mosquitos (Maciel et al., 2008).
Além das mudangas climaticas, a disseminacao da dengue ¢ intensificada por diversos fatores,
incluindo o crescimento urbano desordenado, a mobilidade humana e a resisténcia dos vetores
aos inseticidas (WHO, 2009).

A infraestrutura urbana inadequada, como habitacdes precarias, reservatdrios de agua
improprios e coleta de lixo insuficiente, resultado, principalmente, da migra¢do do campo para
a cidade nas ultimas décadas e da falta de politicas publicas, torna mais dificil o controle dos
vetores (Tauil, 2002). Além disso, fatores relacionados ao mercado, que levam a producao
excessiva de objetos e recipientes descartaveis, contribuem significativamente para a dispersao
do mosquito (Farrar et al., 2007), devido ao descarte imprdprio, consequentemente, aumento
nos criadouros artificiais dos mosquitos.

Atualmente, a dengue ¢ considerada endémica em mais de 100 paises, predominantemente

nas regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa, América Latina e Pacifico Ocidental.
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Segundo a OMS, aproximadamente 3,9 bilhdes de pessoas residem em areas de risco para
infeccdo pelo virus da dengue (WHO, 2024). Estima-se que entre 100 e 400 milhdes de
infec¢des ocorram anualmente (WHO, 2024). Embora a Organizagao Mundial da Saude (OMS)
nao tenha oficialmente declarado a dengue como uma pandemia, ela ¢ frequentemente referida
como uma "pandemia silenciosa", devido a sua alta transmissibilidade em multiplos continentes
simultaneamente, resultando em surtos recorrentes € na expansao constante das areas afetadas

(Bhatt et al., 2013; WHO, 2024).

2.1.1. DENGUE NAS AMERICAS

Nas Américas, a dengue havia sido praticamente erradicada na década de 1960 devido a
campanhas de controle do Aedes aegypti pelo programa de erradicacdo da Febre Amarela
urbana no continente (PAHO, 2023). No entanto, apenas 21 paises conseguiram exterminar o
vetor, o que possibilitou a reinfestagdo em paises que anteriormente ja o haviam erradicado
(Pinheiro, 1977). A reintroducao da dengue nas Américas teve inicio na década de 1960, com
surtos registrados na Venezuela e em diversas ilhas do Caribe (Teixeira et al., 1999). A
interrupcao do programa no comecgo da década de 1970 nos paises que ja haviam erradicado o
mosquito resultou numa reinfestacdo gradual, e até 1987, quase todos os paises ja apresentavam
A. aegypti em seu territorio, facilitando assim a volta da dengue (Vasconcelos et al., 2001).

Em 1981, Cuba enfrentou a primeira epidemia de dengue caracterizada pela circulagao
simultdnea de multiplos sorotipos, resultando em milhares de casos e centenas de mortes
(Teixeira ef al., 1999). A segunda epidemia aconteceu entre 1989 e 1990, na Venezuela. Em
1994, houve a reintrodugdo do DENV-3, que deu origem a uma nova onda de epidemias nas
Américas (Guzman et al., 1984).

A trajetéria da dengue nas Américas ilustra a complexidade do controle de doengas
transmitidas por vetores e os desafios impostos por fatores sociais, econdOmicos € ambientais
(Maciel et al., 2008). A erradicacdao temporaria do Aedes aegypti na década de 1960 foi um
marco importante, mas a falta de continuidade nas agdes de controle e a reintrodu¢do do virus
resultaram em surtos devastadores nas décadas seguintes. O ressurgimento da dengue,
acentuado pela circulagcdo de multiplos sorotipos e pelas condigdes climaticas favoraveis a
proliferagao do mosquito, destaca a necessidade urgente de estratégias integradas e sustentaveis

de vigilancia e controle (Maciel ef al., 2008).

2.1.2. DENGUE NO BRASIL
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O Brasil se destaca como o pais com o maior nimero absoluto de casos nas Américas
(WHO, 2024). A reintroducao do Aedes aegypti ocorreu na década de 1970, com surtos iniciais
localizados. O primeiro registro laboratorial confirmado foi em Roraima, entre 1981 e 1982,
envolvendo os sorotipos DENV-1 e DENV-4 (Teixeira et al., 1999). Em 1986, com a
reintroducdo do DENV-1 no Rio de Janeiro, os surtos se intensificaram e passaram a se tornar
epidemias nacionais recorrentes. Em 1990, o DENV-2 foi identificado no mesmo estado,
gerando o primeiro grande surto urbano no Brasil, com aumento da gravidade clinica. A
introducao do DENV-3 em 2000 e do DENV-4, novamente em 2010, completou o cenario de
circulagdo simultanea dos quatro sorotipos do virus, favorecendo infecgdes secundarias e
formas graves da doencga (Teixeira et al., 1999).

Nas ultimas décadas, o Brasil tem enfrentado epidemias cada vez mais significativas. Em
2002, foram notificados mais de 684 mil casos. Em 2008, o Rio de Janeiro registrou uma das
epidemias mais letais até entdo, com um alto nimero de casos graves entre criancas (Maciel et
al., 2008). Entre os anos de 2013 e 2015, a expansdo da dengue coincidiu com a introducao dos
virus Chikungunya e Zika no pais, complicando o diagnostico diferencial. Em 2019, foram
contabilizados mais de 1,5 milhdo de casos registrados, entretanto, esse numero foi superado
em 2024, com um recorde histérico: mais de 4 milhdes de casos notificados nos primeiros meses
do ano. Essa situacdo representa uma crise epidemiologica sem precedentes no Brasil (Brasil,
2024a). Ja em 2025, foram registrados 1.301.109 casos provaveis nos primeiros cinco meses do
ano (Brasil, 2025), conforme demonstrado na figura 1.

Figura 1. Casos provaveis de Dengue por ano e semana epidemioldgica, 2023, 2024 e 2025.
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Fonte: Elaboragdo propria com elementos do Canva, baseado em Brasil, 2025.
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2.2. VIROLOGIA

O virus da dengue (DENV) (Figura 2) ¢ um virus de RNA de fita simples e polaridade
positiva (+ssRNA) (Figura 2), envelopado, pertencente ao género Orthoflavivirus e a familia
Flaviviridae (Postler et al., 2023). Essa familia abriga outras espécies de interesse médico, como
os causadores da Febre Amarela, Zika e Encefalite Japonesa (Johnson, 2016). Seu genoma
possui aproximadamente 11 kb de comprimento e contém uma tnica longa regido codificadora
aberta (ORF), que ¢ traduzida diretamente ao entrar nas células hospedeiras pela maquinaria de
sintese proteica. Essa ORF ¢ processada em uma poliproteina que, posteriormente, ¢ clivada

para gerar trés proteinas virais estruturais e sete ndo estruturais (Sinha et al., 2024).
Figura 2. Representagdo da estrutura do DENV virus.
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Fonte: Adaptado de BMC, 2022.

2.2.1. ESTRUTURA VIRAL

O entendimento da estrutura do DENV tem sido fundamental para o progresso nas
estratégias de prevengdo, diagnéstico e tratamento da doenca (Byk; Gamarnik, 2016). A
elucidacao detalhada da morfologia viral foi possivel gragas a utilizagdo combinada de técnicas

de alta resolugdo, como a criomicroscopia eletronica (crio-EM), a reconstrucao computacional
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de imagens e a cristalografia de raios X (Kuhn et al., 2002). Esses métodos permitiram
desvendar a organiza¢ao tridimensional do DENV, fornecendo informagdes criticas sobre sua
composi¢ao e funcionamento (Kuhn ez al., 2002).

O material genético do DENV ¢ envolto por um capsideo proteico icosaédrico, e seu
genoma contém o cddigo para trés proteinas estruturais: capsideo (C), proteina da membrana
(M) e glicoproteina do envelope (E) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5) (Singhi et al., 2007).

As proteinas estruturais desempenham func¢des cruciais na montagem do virion e na
infeccdo da célula hospedeira (Figura 3). A proteina C (capsideo) envolve o genoma viral; a
prM/M atua na maturagdo da particula viral; e a proteina E (envelope) estd diretamente
envolvida no reconhecimento e na fusdo com a célula-alvo, sendo também o principal alvo da
resposta imune neutralizante (Modis et al., 2004).

A proteina NS1 desempenha diversas fungdes tanto dentro quanto fora das células
hospedeiras, sendo um importante marcador para o diagnostico precoce e a avaliagao do nivel
de infecgdo pelo DENV (Libraty et al., 2002). Ela ¢ secretada na forma de hexadmeros na
circulacao sanguinea dos pacientes, formando uma estrutura em formato de barril aberto com
moléculas lipidicas centralizadas (Bhatt et al., 2021). Também desempenha papel importante
na fisiopatologia da dengue, especialmente no que diz respeito ao extravasamento plasmatico.
Um estudo recente indicou que a NS1 ativa macrofagos por meio do receptor Toll-like 4 (TLR4)
e interfere nas células endoteliais, resultando em vazamento vascular (Libraty et al., 2002).

Por sua vez, a proteina NS3 atua como uma protease, utilizando a NS2B como cofator para
clivar a poliproteina em locais especificos, além de degradar proteinas do hospedeiro que
poderiam inibir a infec¢do por dengue (Lee et al., 2021). A relevancia da proteina NS3 para a
sobrevivéncia do virus torna-a um alvo promissor para o desenvolvimento de medicamentos
antivirais. A NS4B interage com a NS3 para modular a infeccdo viral, enquanto a NS4A
contribui indiretamente para a replicacdo viral ao induzir autofagia e prevenir a morte celular,
favorecendo, assim, o ciclo replicativo do virus (Mclean et al., 2011).

A proteina NS5 ¢ a mais conservada entre as nao estruturais, possuindo um dominio de
RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) (Henderson et al., 2011). Além disso, a NS5
desempenha um papel fundamental no encapsulamento do mRNA devido as suas atividades de
metiltransferase e guanililtransferase. Essa proteina ¢ predominantemente encontrada no ntcleo
das células infectadas, e acredita-se que atue na supressao da resposta antiviral do hospedeiro

(Tay et al., 2013).
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Figura 3. Fungdes das proteinas ndo estruturais do DENV.
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2.2.2. CICLO DE REPLICACAO

O DENV penetra nas células hospedeiras por meio de um processo de endocitose mediada
por receptor, que se inicia com a ligacdo da proteina E viral ao receptor correspondente (Sinha
et al., 2024) (Figura 4). Diversas proteinas presentes em mamiferos € mosquitos demonstraram
interagir com a proteina E na superficie das células (Germi et al., 2002).

A entrada do virus ocorre predominantemente por meio da endocitose mediada por clatrina
(Sinha et al., 2024). Apés a internalizagdo e a acidificagdo do endossomo, uma mudanga
conformacional na proteina E, provocada pela fusdo das membranas viral e vesicular, possibilita
a liberagcdo do nucleo capsular (NC) no citoplasma (Acosta et al., 2008). A dissociacdo do
capsideo do genoma resulta na liberacdo do RNA viral, que ¢ prontamente utilizado para a
traducdo das proteinas virais (Fishburn et al., 2022). Isso se deve ao fato de que o RNA ¢ uma
fita simples de polaridade positiva, funcionando como RNA mensageiro (RNAm). Assim, apos
o desnudamento, ele estd pronto para ser traduzido (Fishburn et al., 2022).

A sintese das proteinas virais ocorre no reticulo endoplasmatico rugoso (RER), resultando
em uma poliproteina de estrutura complexa, que se associa as membranas do reticulo
endoplasmatico (RE). As proteinas recém-sintetizadas sdo direcionadas para a membrana do

RE, onde se fixam e onde a nova particula viral ¢ montada (Neufeldt et al., 2019).
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Durante e apos a tradugdo, a poliproteina viral ¢ clivada, originando as trés proteinas
estruturais (capsideo, prM e E) e as sete ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
e NS5) (Sinha et al., 2024).

Em seguida, inicia-se a sintese de uma fita de RNA de polaridade negativa, complementar
a fita original. Essa nova fita serve como molde para a producdo das fitas de polaridade positiva
que permitirdo a montagem de novas particulas virais (Fishburn et al., 2022). O local onde
ocorre essa replicacdo ¢ denominado complexo de replicagdo, uma estrutura membranosa
formada por invaginagdes do reticulo endoplasmatico, que facilita a replicagdo do genoma viral
(Byk; Gamarnik, 2016).

A proteina C recém-sintetizada apresenta afinidade pelas fitas de RNA recém-formadas,
resultando na formagao de novos nucleocapsideos virais por meio da associagdao entre ambas.
Por fim, ap6s a maturacao dessas particulas, o virus maduro ¢ liberado na superficie celular e
entra na corrente sanguinea (Santos, 2023).

Conforme ilustrado na Figura 3, todo esse processo, desde a entrada viral até a liberagdo
das particulas maduras, ¢ coordenado e dependente das proteinas estruturais € nao estruturais

sintetizadas a partir do genoma viral.
Figura 4. Replicagdo do DENV.
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2.2.3. SOROTIPOS

O DENV possui quatro sorotipos oficialmente conhecidos e antigenicamente distintos:
DENV-1, DENV-2, DENV-3 ¢ DENV-4 (Mustafa et al., 2015). Embora o quinto sorotipo
(DENV-5), anunciado em outubro de 2013, tenha gerado interesse na comunidade cientifica,
ele ainda ndo ¢ oficialmente reconhecido pela Organizagdo Mundial da Satide (OMS) (Vasilakis
etal.,2011). A descoberta ocorreu em Sarawak, na Malasia, em um paciente infectado por um
virus com caracteristicas genéticas distintas das dos quatro sorotipos ja conhecidos. No entanto,
como ndo foram identificados novos casos em humanos desde entdo, sua inclusdo como um
novo sorotipo oficial ndo ¢ considerada até o momento (Normile, 2013).

Os quatro sorotipos do virus da dengue compartilham aproximadamente 65% de homologia
em seu material genético. No entanto, cada sorotipo provoca respostas imunes distintas, de
modo que a infec¢@o por um deles proporciona imunidade duradoura apenas contra o sorotipo
especifico (Halstead, 2006).

Essa caracteristica ¢ de extrema relevancia do ponto de vista clinico, pois individuos
previamente infectados por um sorotipo que sdao posteriormente reinfectados por outro
apresentam risco elevado de desenvolver a forma grave da doenga. Isso se deve ao fenomeno
conhecido como amplificacdo dependente de anticorpos (ADE) (Guzman; Harris, 2015).

A variabilidade genética entre os sorotipos também desempenha um papel importante na
sua distribuicdo geografica, viruléncia e potencial epidémico. E comum a cocirculagio de
multiplos sorotipos em regides endémicas, como o Brasil (Martina et al., 2009). Essa
diversidade representa um desafio significativo para o controle da doenca e o desenvolvimento

de vacinas, exigindo esfor¢os continuos da saude publica global.

2.3.  VETORES
A transmissao do virus da dengue ocorre por meio da picada de fémeas de mosquitos do
género Aedes, amplamente distribuido nas regides tropicais e subtropicais do planeta,
especialmente em areas urbanas e semiurbanas (Tauil, 2002). O principal vetor ¢ o mosquito
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Figura 5), mas a doenga também pode ser transmitida por
outras espécies, como o Aedes albopictus (Skuse, 1894) (Korsman et al., 2014). O Aedes
aegypti ¢ um mosquito de habitos domésticos, que realiza o repasto sanguineo durante o dia e
apresenta forte preferéncia por sangue humano (Figura 5). J4 o Aedes albopictus apresenta uma
valéncia ecoldgica maior, raramente entra em domicilios, sendo também encontrado em areas
rurais ¢ de vegetagdo secunddria (capoeiras), € ndo apresenta uma antropofilia tdo acentuada
quanto o Aedes aegypti (Tauil, 2002).
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Figura 5. Aedes aegypti.

Fonte: agencia.ufc.br.

2.4.  TRANSMISSAO

As fémeas de Aedes aegpyti contraem o virus ao se alimentarem do sangue de individuos
contaminados, passando, portanto, a disseminar a doenca ao realizarem um novo repasto,
conforme demonstrado na figura 6. Além disso, casos de transmissao vertical (gestante-beb¢) e
por transfusao sanguinea também podem ocorrer (Brasil, 2023). Ap6s o repasto sanguineo, o
virus infecta o intestino médio do mosquito. Ap6s um periodo de incubacgdo de 8 a 12 dias, o
virus se dissemina para as glandulas salivares, tornando o mosquito capaz de transmiti-lo a
outros seres humanos ao realizar o repasto sanguineo (OMS, 2023). Uma vez infectado, o
artrépode permanece infectante por toda a sua vida, podendo espalhar o virus a cada nova
picada. (Brasil, 2023).

Uma vez infectados, os humanos tornam-se a principal fonte de multiplicacdo do virus da
dengue (OMS, 2023). A infeccdo pode ser transmitida para o mosquito vetor a partir do
momento em que o paciente desenvolve febre, que geralmente ocorre de 2 a 7 dias apos a

infeccio (OMS, 2023).
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Figura 6. Transmissao do virus da dengue.
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Fonte: Elaboragdo propria com elementos do Canva, 2025.

2.5.  FISIOPATOLOGIA

O espectro clinico da infeccdo pelo virus da dengue ¢ amplo, variando desde formas
oligossintomaticas até manifestagdes graves, caracterizadas por extravasamento plasmatico,
disfungdes organicas, hemorragias significativas e, em casos mais severos, choque e 6bito
(Marques et al., 2024).

Nos pacientes que apresentam sintomas, a infec¢do manifesta-se em trés etapas clinicas
distintas: fase febril, fase critica e fase de recuperagao (Figura 7). A fase febril comeca de
maneira abrupta, com duragdo média de 2 a 7 dias, e ¢ caracterizada por febre alta (entre 39 °C
e 40 °C), dores de cabega intensas, dor atras dos olhos, mialgia, artralgia, nduseas, vomitos e
erupcdes cutaneas. Manifestacdes hemorragicas leves, como sangramentos nasais € gengivais,
também podem ocorrer, assim como linfadenopatia, leucopenia e trombocitopenia. Devido as
suas caracteristicas pouco especificas, essa fase pode ser confundida com outras viroses que
causam febre aguda (Bhatt et al., 2021; Kok et al., 2023).

A fase critica (ou fase de defervescéncia) ocorre quando a febre comega a diminuir,
geralmente entre o 3° e o 7° dia dos sintomas. Essa ¢ a etapa de maior risco para o
desenvolvimento de formas graves da doenca, destacando-se o aumento da permeabilidade
vascular que resulta em extravasamento de plasma, derrames serosos (como ascite e derrame
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pleural), hipotensdo e sinais de choque hipovolémico. A queda acentuada nas plaquetas, a
leucopenia progressiva e o aumento do hematdcrito sdo sinais laboratoriais significativos nessa
fase. As formas graves da doenga, como a Febre Hemorragica da Dengue (FHD) e a Sindrome
do Choque da Dengue (SCD), manifestam-se com fendmenos hemorragicos, disfungdes
cardiovasculares, coagulopatia, acidose metabdlica, miocardite, encefalite e, em casos mais
severos, faléncia multipla de 6rgdos (Marques et al., 2024; Verdeal et al., 2011).

A fase de recuperacdo ¢ marcada pela reabsor¢ao gradual dos liquidos que foram
extravasados, estabilizagdo hemodinamica, normalizagdo do hematdcrito e recuperagao da
contagem de plaquetas. Durante essa fase, o estado geral do paciente costuma melhorar; no
entanto, sintomas persistentes como dor de cabeca, dor retroocular, fadiga, mialgia, artralgia,
nauseas, insonia, queda de cabelo e prurido sdo frequentes. Um exantema caracteristico pode
aparecer, descrito como “ilhas brancas em um mar vermelho”, acompanhado de bradicardia
transitoria no eletrocardiograma. A administrag@o de fluidos deve ser monitorada com atengao
para evitar sobrecarga hidrica, que pode levar a insuficiéncia cardiaca congestiva ou a
problemas respiratérios. Essa fase geralmente dura entre 1 e 3 dias (Lee et al., 2022; Roy;

Bhattacharjee, 2021; Verdeal et al., 2011).

24



Figura 7. Fases da dengue.
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Fonte: World Health Organization — WHO, 2009.

2.5.1. CLASSIFICACAO CLINICA E EVOLUCAO DA DOENCA

Além dessas fases, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), com base nos achados do
estudo multicéntrico DENCO (Dengue Control), propos uma classificagdo clinica com o intuito
de ampliar sua aplicabilidade pratica e facilitar o manejo clinico da doenca em diferentes niveis
de aten¢ao a saude. Essa nova abordagem estabelece duas categorias principais para a doenga:
dengue (com ou sem sinais de alarme) e dengue grave (Figura 8).

A dengue sem sinais de alarme corresponde a fase febril aguda da doenca, cujos sintomas
sdo geralmente inespecificos e podem incluir febre alta, mialgia, cefaleia, artralgia, exantema e
mal-estar generalizado. Nessa fase, a infec¢do pode se apresentar como uma sindrome febril
comum, dificultando o diagnostico diferencial com outras doencas febris agudas. A

confirmacgado clinica torna-se mais provavel quando ha relatos de casos confirmados no mesmo
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ambiente do paciente. No entanto, ¢ importante destacar que esses achados ndo permitem
prever, com precisdo, a evolugdo benigna ou grave do quadro (Brasil, 2024b; WHO, 2009).

Ja a dengue com sinais de alarme caracteriza-se pelo surgimento de manifestagdes clinicas
que indicam risco de agravamento. Entre esses sinais destacam-se: dor abdominal intensa e
continua, vOmitos persistentes, hepatomegalia, letargia ou irritabilidade, sangramento de
mucosas, acimulo de liquidos (derrame pleural, ascite, derrame pericardico), além da elevagao
do hematocrito associada a queda acentuada na contagem de plaquetas. Esses sintomas refletem
um aumento da permeabilidade capilar com extravasamento de plasma, que marca o inicio da
fase critica da doenca. A identificacdo precoce desses sinais € essencial para o manejo clinico
adequado e a prevencao de complicagdes (Brasil, 2024; WHO, 2009).

Por fim, a dengue grave representa a forma mais severa da infec¢do, sendo definida pela
presenca de um ou mais dos seguintes critérios: choque hipovolémico causado por
extravasamento significativo de plasma; sangramento profuso clinicamente relevante; e/ou
comprometimento grave de 6rgaos, como disfuncao hepatica (ALT ou AST > 1000), alteragdes
neurologicas (como rebaixamento do nivel de consciéncia) e envolvimento cardiaco ou de
outros sistemas vitais. A progressao para esta forma demanda cuidados intensivos imediatos,
visto o alto risco de Obito se ndo for tratada de forma adequada e tempestiva (Brasil, 2024b;

WHO, 2009).

Figura 8. Quadro clinico da dengue.
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2.5.2. MECANISMOS IMUNOPATOLOGICOS DA INFECCAO PELO DENV

A fisiopatologia da dengue ¢ fortemente influenciada pela resposta imunoldgica do
hospedeiro frente a infeccdo pelo virus da dengue (DENV) (Sinha et al., 2024). Apds a
inoculagdo viral pelo Aedes aegypti, o virus infecta principalmente células do sistema
mononuclear fagocitario, como mondcitos, macrofagos e células dendriticas. Essas células
atuam como os principais sitios de replicacao viral, promovendo a ativagao do sistema imune
inato e adaptativo (Martina et al., 2009; Rothman, 2011).

Na fase inicial da infec¢ao, a ativacdo de receptores do tipo Toll (TLRs) e de outros sensores
citoplasmaticos leva a liberag@o de citocinas proé-inflamatorias, como os interferons tipo I (IFN-
a e IFN-B), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), TNF-a e quimiocinas, que
desempenham papel fundamental no controle da replicacao viral (Modhiran et al., 2015).
Contudo, essa resposta inflamatoria exacerbada também estd diretamente envolvida no dano
tecidual e nas alteracdes vasculares caracteristicas das formas graves da doenca (Sinha et al.,
2024).

A proteina ndo estrutural NS1, secretada pelas células infectadas, interage com células
endoteliais e com o sistema complemento, contribuindo para o aumento da permeabilidade
vascular, formag¢do de poros na membrana celular e ativagdo inflamatdria sistémica (Modhiran
et al., 2015; Martina et al., 2009). Esses processos levam ao extravasamento plasmatico,
fendmeno central nas formas graves da dengue, como a Sindrome do Choque da Dengue (DSS).

Outro aspecto critico da imunopatologia da dengue ¢ a amplificagdo dependente de
anticorpos (antibody-dependent enhancement — ADE) (Sinha et al., 2024). Esse mecanismo
ocorre quando anticorpos gerados em uma infec¢do prévia por um sorotipo ndo neutralizam
eficientemente um novo sorotipo, facilitando a entrada do virus nas células fagocitarias via
receptores Fcy (Sinha et al., 2024). Como resultado, hd aumento da carga viral e exacerbagao
da resposta inflamatoéria, elevando o risco de manifestagdes clinicas severas (Halstead, 2003;
Rothman, 2011).

Além disso, ha supressdo da hematopoese e comprometimento da funcao da medula 6ssea,
0 que contribui para a trombocitopenia, comum em pacientes com dengue. A ativagao endotelial
e plaquetéria leva a liberacdo de mediadores vasoativos e a desregulacdo da hemostasia, o que
pode resultar em coagulopatia, sangramentos e faléncia organica em casos mais avangados

(Guzman et al., 2010; Sinha et al., 2024).
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O desequilibrio entre as respostas imunes protetoras e patoldgicas €, portanto, um fator
determinante na progressao clinica da dengue. A melhor compreensao desses mecanismos tem
sido fundamental tanto para o desenvolvimento de vacinas quanto para a busca por terapias
antivirais e imunomoduladoras que possam prevenir a evolugdo para formas graves da doenga

(Sinha et al., 2024).

2.6. CONTROLE E VACINA

O controle dos mosquitos ¢ o principal método de prevencdo e controle da dengue e de
outras doencas transmitidas por vetores, por meio do manejo integrado de vetores ou da
prevencao pessoal dentro das residéncias (Brasil, 2023b). Embora o Brasil conviva com
epidemias de dengue desde o ano de 1981 (Teixeira; Barreto, 1996), at¢ 0 momento ndo ha uma
vacina eficaz que proteja contra os quatro sorotipos. No entanto, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou duas vacinas, uma em 2015 e a mais recente em marco
de 2023 (Pimpim, 2023).

A primeira vacina autorizada no Brasil contra a dengue foi desenvolvida pelo laboratdrio
francés Sanofi. Contudo, por apresentar riscos em casos de primeira infec¢ao, passou a ser
indicada apenas para evitar reinfeccoes. A Dengvaxia® (CYD-TDV) foi a primeira vacina
licenciada em alguns paises endémicos e teve seu registro concedido pela ANVISA, no Brasil,
em dezembro de 2015 (Godoi, 2018). Para seu uso, sdo necessarias algumas recomendagdes, e
ela se mostra pouco eficaz contra os quatro sorotipos, ndo sendo considerada especifica para o
controle clinico da dengue nem se configurando como uma terapia antiviral efetiva (Hasan et
al., 2016).

A segunda vacina aprovada pela ANVISA, a Qdenga, foi produzida pelo laboratorio japonés
Takeda Pharmaceutical Company. Trata-se de uma vacina de virus atenuado e tetravalente, que
apresentou eficacia de 80,2% na avaliacdo clinica. Diferentemente da vacina anterior, ela ¢
destinada a um publico mais amplo, entre 4 ¢ 60 anos, podendo ser utilizada inclusive por

pessoas que nunca tiveram contato com a doenca (Brasil, 2024b).

2.7.  MOLECULAS ANTIVIRAIS

A dengue representa um alto custo para a sociedade, envolvendo salarios perdidos,
diminui¢do da produtividade e despesas relacionadas a prestagao de cuidados de saude, além
de custos médicos diretos (Pereira et al., 2014). Nesse contexto, a utilizagdo de moléculas com
atividade antiviral configura-se como uma estratégia importante para a reducao de gastos e para

um tratamento mais eficaz. Para isso, empregam-se analises in silico, como estudos de
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similaridade estrutural, modelos de relacdes quantitativas entre estrutura quimica e atividade
bioldgica (QSAR), acoplamento molecular (molecular docking), dindmicas moleculares e
outros métodos de aprendizado de maquina (MLT) (Barrows, 2016).

Essas analises, aliadas a testes in vitro e a triagem de substancias sintéticas, semissintéticas
e de produtos naturais, podem ser ferramentas promissoras para o desenvolvimento de novas
terapias antivirais (Leonel et al., 2018). Considerando que uma carga viral elevada pode
favorecer a progressao para a forma grave da dengue, a identificagdao de antivirais especificos
para o DENV tem sido um foco importante nas pesquisas terapéuticas. Os produtos naturais
oferecem vantagens nessa busca (Koishi, 2014), sendo considerados uma alternativa eficiente
e economicamente viavel. Ademais, podem causar menos efeitos colaterais em comparacao aos

medicamentos sintéticos (Estevam, 2017).

2.7.1. ATIVIDADE ANTIVIRAL EM FUNGOS

Os fungos proporcionam uma enorme gama de compostos bioativos, incluindo diferentes
classes de metabdlitos secundarios, tais como terpenoides, poliquetideos, alcaloides,
poliacetilenos e outros, com variadas atividades biologicas. Um dos produtos naturais mais
conhecidos derivados de fungos (Penicillium notatum) ¢ a penicilina, descoberta em 1929 por
Alexander Fleming, utilizado amplamente como antibiotico (Mann, 1994).

Os macrofungos (poliporos), basidiomicetos e ascomicetos sdo uma importante fonte de
substancias farmacologicamente ativas. Cerca de 75% dos fungos poliporos testados mostraram
forte atividade antimicrobiana, e muitos exibiram atividades antiviral, -citotdxica,
antineoplésica, cardiovascular, anti-inflamatéria, imunomoduladora e anticancerigena
(Zjawiony, 2004). Extratos obtidos de fungos basidiomicetos demonstraram atividade antiviral
contra o virus Influenza A, in vitro e in vivo (Kabanov et al., 2014). Em outro estudo, verificou-
se que o extrato aquoso do fungo /nonotus obliquus possui efeito virucida elevado contra o
virus da hepatite C (Shibnev et al., 2011).

Diante das acdes biologicas descritas e da busca por farmacos que reduzam os principais
fatores envolvidos na gravidade da dengue, propde-se a investigagdo in vitro do peptideo

Glandicolina B.

2.7.2. GLANDICOLINA B
A Glandicolina B ¢ um alcaloide inddlico produzido por fungos do género Penicillium
Trata-se de um importante intermedidrio na biossintese das micotoxinas meleagrinas e oxalina,

de natureza heterociclica, cuja estrutura quimica complexa inclui grupos indolicos,
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imidazolicos e lactamicos, conferindo-lhe propriedades biologicas diversas, com destaque para
sua atividade antibacteriana (Koolen ef al., 2012). A férmula molecular da glandicolina B ¢
C22H2:1N504, com massa molar de aproximadamente 419,43 g/mol, e sua classificacdo quimica
inclui também compostos enodlicos e heterotetraciclicos organicos (Koolen et al., 2012).

No contexto da biossintese fingica, a Glandicolina B representa um intermediério na via de
formag¢ao da roquefortina C e da meleagrina, outras micotoxinas produzidas por espécies de
Penicillium. Sua sintese ocorre a partir da modificacao enzimatica da roquefortina C, catalisada
por monooxigenases especificas (RogM e RoqO), seguida por uma metilagdo promovida pela
enzima RogN (Glandicolina B O-metiltransferase), que converte a molécula em meleagrina
(Ali et al., 2013; Kosalkova et al., 2015). Essas reacdes sdo parte de um sofisticado sistema
biossintético que exemplifica a versatilidade metabdlica dos fungos na producdo de compostos

bioativos.

3. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista, o carater emergente e reemergente da dengue, com forte prevaléncia nas
regides tropicais e subtropicais, como ¢ o caso de Manaus. Anualmente, a doenga resulta em
diversas mortes, representando uma significativa preocupagdo para a saide publica global.
Nesse contexto, ¢ fundamental a continuidade das pesquisas e¢ o desenvolvimento de
tratamentos eficazes, ndo apenas para combater o virus, mas também para modular a resposta
inflamatoéria e aliviar os sintomas da doenga. A busca por terapias que reduzam a gravidade da
dengue e, consequentemente, o nimero de casos fatais, ¢ crucial para o enfrentamento desse

desafio de saude publica.

4. OBJETIVOS

4.1. GERAL

Avaliar a possivel atividade antiviral do peptideo Glandicolina B em linhagem de
hepatdcitos infectados pelo virus DENV-2.

4.2.  ESPECIFICOS

e Verificar a citotoxicidade do peptideo Glandicolina B na cultura de hepatécitos (Huh-

7;
e Dosar por ELISA o antigeno viral NS1 nos sobrenadantes de Huh-7 infectadas pelo

DENV-2.
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5. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Imunofarmacologia Celular - LIFCEL da
Universidade Estadual do Amazonas — UEA, situado na Escola Normal Superior — ENS.

5.1.  GLANDICOLINA B

A substancia Glandicolina B foi isolada do fungo Penicillium rubens, no laboratorio de
Bioensaio e Microrganismos da Amazonia - LABMICRA da Universidade Federal do
Amazonas — UFAM e cedida pela Dra. Antonia Queiroz Lima de Souza para o Laboratorio de
Imunofarmacologia Celular - LIFCEL da Universidade Estadual do Amazonas — UEA.

5.2.  LINHAGEM CELULAR E DENV-2

A linhagem celular de hepatocitos (Huh-7) e as aliquotas do DENV-2 foram gentilmente
doados pela Dra. Claire Fernandes Kubelka, do Laboratorio de Imunologia Viral da FIOCRUZ-
RJ para o Laboratério de Imunofarmacologia Celular (LIFCEL) da Escola Normal Superior —
ENS da UEA.

As células Huh-7 foram cultivadas em frascos de cultura (25 cm?) com 8 ml de meio de
cultura DMEM (Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 pg/mL de
Estreptomicina e 100U/mL de Penicilina, e mantidos em estufa com 37 °C e 5% de CO?. Uma
vez observada a formag@o de uma monocamada confluente, os hepatdcitos foram passados para
novas garrafas (expansdo celular). Quando necessario, para manter um estoque, as células
foram congeladas em criotubos contendo solucdo de DMSO a 10% numa temperatura de -80
°C.

5.3.  AVALIACAO DE VIABILIDADE CELULAR

A substancia Glandicolina B foi avaliada quanto a sua citotoxicidade nas células Huh-7 por
meio de ensaios colorimétricos quantitativos de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) diphenyl
tetrazolium bromide) (Mosmann, 1983).

O MTT ¢ um sal hidrossoluvel que tem sua estrutura molecular em forma de anel, e ¢
clivado por uma enzima mitocondrial, a desidrogenase succinica, dando origem aos cristais de
Formazan de coloragdo violeta. Este sal ¢ armazenado no citoplasma celular e solubilizado apds
adicao de dimetilsulfoxido (DMSO) ocorrendo formacao de um produto de coloragdo roxa, cuja
intensidade de cor ¢ lida em espectrofotometro a 540 nm, de modo que, a absorbancia obtida ¢
diretamente proporcional a viabilidade celular (Mosmann, 1983).

Foram utilizadas trés placas de 96 pogos, sendo cada uma destinada a um tempo
experimental especifico: 24, 48 e 72 horas. Em cada pogo, foram semeadas 1x10* células da

linhagem Huh-7, totalizando 44 pocos utilizados por placa. As placas foram entdo incubadas
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em estufa a 37 °C com 5% de CO», apds 24 horas, as células foram tratadas com diferentes
concentragdes do peptideo Glandicolina B: 100 pg/mL, 75 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 10
png/mL, 1 pg/mL e 0,1 pg/mL, conforme ilustrado na figura 9.

Os tratamentos foram distribuidos conforme o seguinte esquema experimental (em

quadruplicata):

e Al1-D1: Controle positivo

e A2-D2: Controle negativo

e A3-D3: Glandicolina B — 100 pg/mL

e A4-D4: Glandicolina B — 75 ng/mL

e A5-DS5: Glandicolina B — 50 pg/mL

e A6-D6: Glandicolina B — 25 pg/mL

e A7-D7: Glandicolina B — 10 pg/mL

e A8-D8: Glandicolina B — 1 ug/mL

e A9-D9: Glandicolina B — 0,1 pg/mL

e A10-D10: Controle com DMSO a 0,2%
e Al1-DI11: Controle com DMSO a 0,02%

Ap6s a adicdo da Glandicolina B, o ensaio de viabilidade celular MTT foi realizado em
diferentes intervalos de tempo, conforme cada placa: 24 horas (placa 1), 48 horas (placa 2) e 72
horas (placa 3). Esse delineamento permitiu a analise cinética do efeito tempo-dependente do

peptideo sobre a viabilidade em células Huh-7. Esse procedimento foi realizado trés vezes.
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Figura 9. Esquema ilustrativo do procedimento de avaliacdo da viabilidade celular.
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Fonte: Elaboragdo propria com elementos do Canva.

5.4. INFECCAO E TRATAMENTO DA LINHAGEM DE HEPATOCITOS (HUH-7)

Para os ensaios de infec¢do da linhagem Huh-7, foi utilizada a cepa asiatica padrao universal
do virus DENV-2 (16681). Inicialmente, foram semeadas 2 x 10° células por pogo em placas
de cultura de 24 pogos, completando-se o volume com meio de cultura DMEM até 1.000 pL
por poco. As placas foram entdo incubadas em estufa a 37 °C com 5% de CO; por 24 horas para
permitir a aderéncia e estabilizacdo celular (Figura 10).

Apos esse periodo, o sobrenadante foi removido e substituido por 250 uL de indculo viral,
diluido na propor¢do de 1:10 em meio DMEM sem soro fetal bovino (SFB). Os pocos
destinados ao controle negativo ndo receberam o indculo viral. O processo de adsorcao viral foi
realizado por 2 horas, em estufa a 37 °C com 5% de CO;, com homogeneizagdo a cada 20
minutos para garantir a distribui¢do uniforme do virus.

Finalizado o periodo de adsorcao, o inoculo foi descartado, e adicionaram-se 500 uL por
poco de DMEM suplementado com 10% de SFB. Os pogos infectados foram entdo tratados
com diferentes concentrag¢des do peptideo Glandicolina B: 100 pg/mL, 10 pg/mL, 1 ng/mL e
0,1 pg/mL.

Os tratamentos foram distribuidos em triplicata, conforme o seguinte esquema experimental:

e AI-Cl1: Controle positivo (c€lulas infectadas, sem tratamento)

e A2-C2: Glandicolina B — 100 pg/mL
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e A3-C3: Glandicolina B — 10 pg/mL
e A4-C4: Glandicolina B — 1 pg/mL
e A5-C5: Glandicolina B — 0,1 pug/mL

e A6-C6: Controle negativo (cé¢lulas ndo infectadas)

Apos o tratamento, as placas foram mantidas em estufa a 37 °C com 5% de CO-, sendo que,
a cada 24 horas, durante trés dias consecutivos, os sobrenadantes foram cuidadosamente
coletados, identificados e armazenados a —80 °C para posterior quantificacdao do antigeno viral

NSI por ensaio ELISA.

Figura 10. Esquema ilustrativo do procedimento de infec¢ao e tratamento.
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Fonte: Elaboragdo propria com elementos do Canva.

5.5. ATIVIDADE ANTIVIRAL

A possivel atividade antiviral foi determinada usando o Kit de ELISA Platelia Dengue NS1
Ag (BioRad), que ¢ um ensaio imunoenzimatico rapido e confiavel para a quantificagado relativa
de antigeno NS1 de pacientes (Silva et al., 2011) e no sobrenadantes de células em cultura
(Ceballos-Olvera et al., 2010).

Inicialmente, foi realizada a quantificagao da massa viral por meio de uma curva de dilui¢ao
na amostra viral. As dilui¢des testadas foram: 1:10, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50, 1:200, 1:400, 1:600
e 1:800. A partir dos resultados obtidos, a diluicdo de 1:400 foi selecionada para os
experimentos posteriores, por apresentar valores ideais para deteccdo e quantificagdo da
proteina NS1.

Com base na dilui¢dao padronizada, foi realizado o ensaio de dosagem da proteina NS1 com

as diferentes concentracdes da Glandicolina B aliquatadas no ensaio de infec¢do e tratamento
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realizados anteriormente. O ensaio foi conduzido em placa de 96 pogos, conforme a distribuigao

a seguir:

Al:
Bl1:
Cl:
DI:
El:
F1:
Gl:
HI:
A2:
B2:
C2:
D2:
E2:
F2:
G2:
H2:
A3:
B3:
C3:
D3:
E3:
F3:
G3:
H3:
A4:
B4:
C4:
D4:
E4:
F4:

Ensaio 1 - Controle positivo - pogo A
Ensaio 1 - Controle positivo - poco B
Ensaio 1 - Controle positivo - poco C
Ensaio 1 - C=100png/mL - pogo A
Ensaio 1 - C=100ug/mL - pogco B
Ensaio 1 - C=100ug/mL - pogo C
Ensaio 1 - C=10pg/mL - poco A
Ensaio 1 - C=10pg/mL - pogo B
Ensaio 1 - C=10pg/mL - pogo C
Ensaio 1 - C=1pug/mL - poco A
Ensaio 1 - C=1pg/mL - poco B
Ensaio 1 - C=1pg/mL — pogo C
Ensaio 1 - C=0,1ug/mL - pogo A
Ensaio 1 - C=0,1pg/mL - poco B
Ensaio 1 - C=0,1pg/mL - pogo C
Ensaio 1 - Controle negativo - pogo A
Ensaio 1 - Controle negativo - poco B
Ensaio 1 - Controle negativo - poco C
Ensaio 2 - Controle positivo - pogo A
Ensaio 2 - Controle positivo - poco B
Ensaio 2 - Controle positivo - pogo C
Ensaio 2 - C=100pg/mL - pogo A
Ensaio 2 - C=100ug/mL - poco B
Ensaio 2 - C=100ug/mL - poco C
Ensaio 2 - C=10pug/mL - poco A
Ensaio 2 - C=10pg/mL - pogo B
Ensaio 2 - C=10pg/mL - pogo C
Ensaio 2 - C=1pug/mL - poco A
Ensaio 2 - C=1pg/mL - pogco B
Ensaio 2 - C=1pg/mL - pogo C
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o G4
e H4:
e AS:
e BS:
e (5
e D5:
e ES:
e F5:
e G5
e HS:
o A6:
e BO6:
o C(C6:
e Dé6:
e FE6:
e F6:
e (6:
e Hé6:
o AT:
e BT
o CT:
e DT7:
e ET:
e F7:
e QGT:
e HT7:

Ensaio 2 - C=0,1pg/mL - pogo A
Ensaio 2 - C=0,1pg/mL - poco B
Ensaio 2 - C=0,1ug/mL - pogo C
Ensaio 2 - Controle negativo - poco A
Ensaio 2 - Controle negativo - poco B
Ensaio 2 - Controle negativo - pogo C
Ensaio 3 - Controle positivo - poco A
Ensaio 3 - Controle positivo - pogo B
Ensaio 3 - Controle positivo - pogo C
Ensaio 3 - C=100pug/mL - pogo A
Ensaio 3 - C=100pg/mL - poco B
Ensaio 3 - C=100pg/mL - pogo C
Ensaio 3 - C=10pg/mL - pogo A
Ensaio 3 - C=10pg/mL - poco B
Ensaio 3 - C=10pg/mL - pogo C
Ensaio 3 - C=1pg/mL - pogo A
Ensaio 3 - C=1pg/mL - poco B
Ensaio 3 - C=1pg/mL - pogo C
Ensaio 3 - C=0,1pug/mL - pogo A
Ensaio 3 - C=0,1pg/mL - poco B
Ensaio 3 - C=0,1pg/mL - poco C
Ensaio 3 - Controle negativo - pogo A
Ensaio 3 - Controle negativo - pogo B
Ensaio 3 - Controle negativo - pogo C
Ensaio 1 - C=100pg/mL - poco B
Ensaio 3 - C=100pug/mL - pogo A

6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1.

VIABILIDADE CELULAR

A avaliagdo da viabilidade celular da Glandicolina B foi avaliada por meio do ensaio

colorimétrico com MTT. A produg¢ao de formazan reflete o estado funcional da cadeia

respiratoria (Berridge; Tan, 1993). O ensaio detecta células viaveis, e o aumento de formazan
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em culturas celulares in vitro indica a sobrevivéncia e a prolifera¢ao celular. Portanto, trata-se
de um método colorimétrico quantitativo rapido, de baixo custo e amplamente utilizado para
avaliar a citotoxicidade e a proliferagao celular (Mosmann, 1983).

De acordo com trabalhos descritos anteriormente (Lima-Junior et al., 2013; Mello et al.,
2017; Reis et al., 2008), sdo consideradas toxicas as concentragdes que induzem uma redugao
superior a 10% na produgdo de formazan, em relacdo ao controle positivo. Seguindo estes
parametros, neste trabalho, a molécula Glandicolina B ndo apresentou citotoxicidade
significativa nas células Huh-7 apds a cinética de 24h, 48h e 72h (Figura 11 e Tabela I) de
exposi¢do. As diferentes concentragdes testadas (100pg/mL, 75ug/mL, 50pg/mL, 25ug/mL,
10pg/mL, 1pg/mL e 0,1pg/mL) mantiveram a viabilidade celular acima de 90%, sendo que, em
algumas delas, como a de 75 pg/mL, observou-se um leve aumento da atividade metabodlica em
relacdo ao controle positivo. Esse resultado pode indicar um possivel efeito proliferativo ou
estimulante em determinadas doses.

O controle negativo, composto por células infectadas por DENV-2, apresentou valores de
viabilidade proximos a zero, validando a sensibilidade do ensaio. Ja os grupos tratados com
DMSO (0,02%, 0,1% e 0,2%), utilizado como solvente, ndo demonstraram efeitos deletérios
sobre a viabilidade celular, mantendo niveis semelhantes ao controle positivo. Isso evidencia
que os efeitos observados ndo sdo decorrentes do solvente, mas refletem a agdo especifica da

molécula testada.
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Figura 11. Avaliagdo da citotoxicidade da Glandicolina B em células Huh-7 apos 24h, 48h e 72h de tratamento.

A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de MTT usando diferentes concentra¢des de Glandicolina B. Os dados
foram normalizados utilizando-se como referéncia o controle positivo de células sem o tratamento (100%
viabilidade celular) e o controle negativo (células tratadas com 3% de Tween 20). Cada grafico representa a
média de 3 experimentos independentes em triplicata.
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Tabela 1. Citotoxicidade celular da Glandicolina B em células Huh-7 durante 24h, 48h e 72h.

Nesta tabela estdo os valores das percentagens dos ensaios de MTT mostrados nos graficos acima.

Controle Controle 100 75 50 25 10 1 0,1  DMSO
+ - pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL  0,2%

24h  95.26 9526 9526 9526 9526 9526 9526 9526 9526 95.26

48h 97.3 0.31 102.42 90.84 93.77 102.06 91.07 125.78 119.3 113.14

72h  98.85 0.15 118.48 101.13 103.56 94.66 1162 121.35 110.67 107.29
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6.2. ATIVIDADE ANTIVIRAL

A dosagem da proteina NS1 foi realizada nos sobrenadantes do ensaio de 48 horas ap6s o
tratamento das células Huh-7 infectadas com DENV-2, com o objetivo de avaliar o efeito da
molécula Glandicolina B na producao viral. Os dados obtidos foram expressos em densidade
optica (DO) a 450nm, conforme mostrado na Figura 12 e Tabela 2.

O controle positivo (sobrenadante infectado com DENV-2 sem tratamento) apresentou os
maiores niveis de expressdao de NS1, confirmando a efetividade da infec¢@o viral. Em contraste,
o controle celular negativo (sobrenadante de células Huh-7 nao infectadas) apresentou valores
proximos de zero, validando a especificidade do ensaio.

Nos grupos tratados com Glandicolina B, nas concentragdes de 100 pg/mL, 10 pg/mL, 1
pg/mL e 0,1 pg/mL, observou-se uma leve redugdo nos niveis de NS1 em comparagdo ao grupo
infectado sem tratamento. No entanto, essas redugdes ndo apresentaram significancia estatistica
(teste-t pareado) mantendo-se proxima dos valores observados no controle postivo. A
concentragdo de 100 pg/mL apresentou a menor média entre os grupos tratados, sugerindo um
discreto efeito inibitério na produgdo de NSI, embora insuficiente para caracterizar uma
atividade antiviral marcante sob as condicoes testadas.

Esses resultados indicam que, nas condi¢des experimentais adotadas, a Glandicolina B nao
demonstrou inibicao significativa da replicagao viral, medida indiretamente pela dosagem da
proteina NS1, sugerindo a necessidade de novos testes com ajustes de tempo, concentragdes ou
combinagdes terapéuticas.

A dosagem da proteina NS1 nos tempos de 24h e 72h nao foi realizada em razdo da
indisponibilidade de recursos financeiros para a aquisi¢ao de mais kits de ELISA. No entanto,
ha perspectiva de realizar esses experimentos em etapas futuras da pesquisa, a fim de obter um
panorama mais completo da cinética de liberagdo da NS1. E importante destacar que estudos
anteriores, como o de Reis et al. (2008), realizaram a quantificagao da NS1 utilizando apenas o
sobrenadante de mondcitos infectados por 48 horas com DENV, demonstrando que esse tempo
de infeccdo ¢ suficiente para detectar niveis expressivos da proteina. Assim, os dados obtidos
aos 48h ja fornecem uma base relevante para avaliacdo preliminar da resposta viral, embora
analises em multiplos tempos possam aprofundar a compreensao dos efeitos da molécula

testada sobre a dinamica da infecgao.
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Figura 12. Avaliago da atividade antiviral de Glandicolina B em células Huh-7 infectadas pelo DENV-2
realizada por dosagem do antigeno NS1.

As células Huh-7 foram infectadas com DENV-2 e depois tratadas com diferentes concentragdes da Glandicolina
B (100pg/mL, 10pg/mL, lpg/mL e 0,1pg/mL) durante 24h. A atividade antiviral foi determinada pela
quantificacdo do antigeno NSI1, por ELISA, no sobrenadante das células Huh-7 infectadas e tratadas. DO =
densidade optica em 450 nm.

48h apos a infeccao
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Tabela 2. Avaliagdo da atividade antiviral de Glandicolina B em células Huh-7 infectadas pelo DENV-2
realizada por dosagem do antigeno NS1.

Nesta tabela estdo os valores das médias das DO’s dos ensaios de dosagem da proteina NS1 mostrados no
grafico acima.

Controle + Controle - 100pg/mL 10pg/mL 1pg/mL 0,1ug/mL
1° ensaio 3.88 0.05 2.5 3.07 2.73 2.49
2° ensaio 2.83 0.05 3.22 2.89 3.37 3.31
3° ensaio 1.52 0.07 1.58 1.47 1.75 1.46

40



7. CONCLUSAO

Este estudo teve como objetivo principal avaliar a atividade antiviral do peptideo
Glandicolina B em hepatécitos humanos (Huh-7) infectados in vitro pelo virus da dengue
(DENV-2). Os resultados demonstraram que a substancia apresentou baixa citotoxicidade em
todas as concentragdes testadas, mantendo a viabilidade celular acima de 90%, o que indica sua
seguranc¢a para uso em modelos celulares. No entanto, apesar de sua seguranca, os testes de
dosagem da proteina viral NS1 por ELISA ndo evidenciaram inibi¢do estatisticamente
significativa da replicagdo viral, embora tenha sido observada uma leve redugdo nos niveis da
proteina em concentra¢des mais elevadas. Esses achados sugerem que, embora a Glandicolina
B ndo tenha demonstrado uma a¢do antiviral eficaz nas condi¢des avaliadas, seu potencial
terapéutico ndo deve ser descartado.

Adicionalmente, destaca-se que, mesmo na auséncia de efeitos antivirais significativos,
nada impede que sejam conduzidas analises complementares, como a dosagem de citocinas
inflamatorias, com o objetivo de investigar possiveis efeitos imunomoduladores da
Glandicolina B. Essa abordagem pode revelar outras formas de atuagao da molécula na resposta
do hospedeiro a infecgdo viral.

Reforga-se, portanto, a necessidade de realizar novos experimentos com ajustes nas
concentragdes testadas, tempo de incubagdo, combina¢do com outros compostos antivirais e
avaliacdo de outros marcadores virais. A continuidade dessas investiga¢des pode contribuir
significativamente para a descoberta de alternativas terapéuticas eficazes contra a dengue, uma
doenca que permanece como um grave problema de satde publica, especialmente em paises

tropicais como o Brasil.
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