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DE SOUZA, Marcos Romário Matos. Caracterização da atividade antiviral de pró-nucleotídeos 
inibidores da polimerase viral e antagonistas de eIF4E contra os vírus Zika, dengue e SARS-CoV-
2 e o redirecionamento do Efavirenz para o tratamento da infecção por SARS-CoV-2. 
 

O vírus da dengue (DENV) e o vírus Zika (ZIKV) são arbovírus membros do gênero Flavivirus da 
família Flaviviridae. Possuem genoma de aproximadamente 11.000 pares de base, constituído de 
RNA de fita simples e polaridade positiva. DENV e ZIKV são vírus de elevada importância 
epidemiológica e se tornaram problema de saúde públicapara os quais não temos ainda terapia 
antiviral licenciada. O SARS-CoV-2, agente etiológico da COVID-19 e responsável por uma 
pandemia global sem precedentes, pertence à família Coronaviridaedo gênero Betacoronaviruse 
possui como genoma uma molécula de RNA não segmentado de polaridade positiva. Até o 
momento, o único medicamento aprovado para uso emergencial, Remdesivir, tem uso restrito à 
administração intravenosa apenas para pacientes internados com as formas mais graves da doença, 
estando indisponível para a maioria dos infectados. O objetivo desse trabalho foi investigar a 
atividade antiviral dos compostos pró-nucleotídeos (ProTides) inibidores da polimerase viral 
UMN-1001, UMN-1002 e o análogo de nucleosídeo parental 2′-C-β-Metilguanosina contra ZIKV 
e DENV. Investigar a atividade antiviral dos compostos pró-nucleotídeos antagonistas de eIF4E, 
4Ei-10 e 4Ei-11, contra ZIKV e SARS-CoV-2 e investigar a potencial atividade do Efavirenz contra 
SARS-CoV-2. A inibição da replicação de DENV pelo composto UMN-1002 foi 5 vezes maior que 
a do 2′-C-β-Metilguanosina em células Vero e HBMEC sem apresentar toxicidade aparente. 
Demonstramos que a atividade antiviral dos ProTides UMN-1001 e UMN-1002 se correlaciona 
com a atividade de Hint1. Juntos, esses dados demonstram que é possível sintetizar um pró-
nucleotídeo fosforamidato ativado por reação inicial não enzimática baseado na assistência 
anquimérica. Os compostyosUMN-1001, UMN-1002 e 2′-C-β-Metilguanosina foram testados em 
linhagens de células epiteliais e neuronais e em um modelo de infecção in vivo com ZIKV utilizando 
camundongos selvagens neonatos. Todos os compostos foram capazes de reduzir 
significativamente a replicação de ZIKV e apresentaram segurança e eficácia in vitro. O tratamento 
com UMN-1001 e 2′-C-β-Metilguanosina apresentaram toxicidade in vivo, porém o tratamento com 
UMN-1002 reduziu aproximadamente 80% a replicação de ZIKV no cérebro e mais de 90% no 
tecido ocular dos camundongos infectados. Coletivamente, esses dados sugerem que UMN-1002 
tem potencial para ser um antiviral de ação direta para o tratamento da infecção aguda pelo ZIKV 
e, embora esses compostos tenham apresentado segurança e eficácia in vitro, é necessário confirmar 
os dados de segurança em animais. O tratamento com 4Ei-11 reduziu significativamente a 
replicação do ZIKV em células SH-Sy5y (neuronais), enquanto o tratamento com 4Ei-10 e 4Ei-11 
reduziu significativamente a replicação de SARS-CoV-2 em células epiteliais de pulmão humano 
(Calu-3), chegando a inibir completamente a quantidade de partículas virais infecciosas liberadas. 
Esses resultados demonstram que tanto ZIKV quanto SARS-CoV-2 dependem da via dependente 
de cap para a síntese de suas proteínas e que essa pode ser uma via do hospedeiro humano a ser 
explorada para o desenvolvimento de antivirais de ação indireta. O tratamento com Efavirenz 
reduziu significativamente a replicação de SARS-CoV-2 em linhagens celulares relevantes à 
patogênese da infecção, reduzindo expressivamente também a quantidade de proteínas virais 
expressas nos lisados de células Vero E6 e Calu-3 infectadas. O EFV apresentou valor de 
EC50superior ao do Remdesivir, atual tratamento disponível para COVID-19, demonstrando o 
potencial uso desse medicamento no tratamento da infecção por SARS-CoV-2.  
 
Palavras-chave: Zika, Dengue, SARS-CoV-2, Efavirenz, Antivirais 
  



DE SOUZA, Marcos Romário Matos. Characteriztion of the antiviral activity of pronucleotide 
inhibitors of viral polymerase and antagonists of eIF4E against Zika, dengue and SARS-CoV-2 and 
the repurposing of Efavirenz for the treatment of the infection by SARS-CoV-2 
 
Dengue (DENV) and Zika (ZIKV) viruses are arboviruses belonging to Flavivirus genus within the 
Flaviviridae family. These viruses present a 11 Kb positive polarity RNA as the genome. DENV 
and ZIKV have high epidemiology relevance and became a public health problem for which there 
is no specific and licensed antiviral therapy. SARS-CoV-2, the etiological agent of COVID-19 and 
responsible for a global pandemic without precedents, belongs to the Coronaviridaefamily and 
Betacoronavirus genus and present as genome a single stranded RNA molecule of positive polarity. 
Until now, Remdesivir is the only drug approved for emergency use in the treatment of COVID-
19, however Remdevisir can only be administered via intravenous and only in hospitalized patients 
with the severe forms of the disease, thus being unavailable for most of the infected individuals. 
The aim of this work was to investigate the antiviral activity of the pronucleotide (ProTide) 
compounds UMN-1001, UMN-1002 and the parental nucleoside 2′-C-β-Methylguanosine against 
ZIKV and DENV. To investigate the antiviral activity of ProTides antagonists of eIF4E, 4Ei-10 
and 4Ei-11, against ZIKV and SARS-CoV-2 and to investigate the potential antiviral activity of 
Efavirenz against SARS-CoV-2. Inhibition of DENV replication by UMN-1002 was 5-fold greater 
than 2′-C-β-Methylguanosine in Vero and HBMEC cells without apparent toxicity. We 
demonstrated that the antiviral activity of UMN-1001 and UMN-1002 correlates with Hint1 
activity. Together, these data show that it is possible to synthesize a pronucleotide phosphoramidate 
based activated initially by a non-enzymatic reaction step by anchimeric assistance. UMN-1001, 
UMN-1002, and 2′-C-β-Methylguanosine were screened in epithelial and neuronal cell lines and 
using an in vivo model of ZIKV infection using neonates wild-type mice. All compounds were 
capable of significantly reduce ZIKV replication while presenting safety and efficacy in vitro. 
Treatment with UMN-1001 and 2′-C-β-Methylguanosine was toxic in vivo, however treatment with 
UMN-1002 reduced approximately 80% of ZIKV replication in brain and more than 90% in eye 
tissue. Collectively, these data suggest that UMN-1002 has potential to be a direct-acting antiviral 
for the treatment of ZIKV acute infection, and even though these compounds have presented safety 
and efficacy in vitro it is necessary to further investigate their safety towards animals. Treatment 
with 4Ei-11 significantly reduced ZIKV replication in SH-Sy5y (neuronal cells), while treatment 
with 4Ei-10 and 4Ei-11 significantly reduced SARS-CoV-2 replication in human lung epithelial 
cells (Calu-3), reaching complete inhibition of infectious virus particles released from infected 
cells. These results demonstrate that ZIKV and SARS-CoV-2 rely on the cap-dependent pathway 
to synthesize their proteins and this pathway can be an interesting target for the development of 
indirect-acting antivirals.  Treatment with Efavirenz significantly reduced SARS-CoV-2 replication 
in cell lines relevant for this virus pathogenesis, markedly reducing the amount the viral protein 
expressed in the infected Vero E6 and Calu-3 lysates. EFV present higher EC50 value compared to 
Remdesivir, the only available treatment for COVID-19, thus showing the potential of this drug for 
the treatment of the infection by SARS-CoV-2. 
 

Keywords: Zika, Dengue, SARS-CoV-2, Efavirenz, Antivirals 
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1 INTRODUÇÃO 

O primeiro medicamento aprovado para o tratamento de uma infecção viral foi a 

Idoxuridina, um análogo de nucleosídeo aprovado em 1963 e indicado para o tratamento de lesões 

na pele causadas pela infecção pelo vírus herpes simplex 1 (HSV-1) (KAUFMAN, 1962). Nas duas 

décadas seguintes, o desenvolvimento de medicamentos antivirais andou a passos lentos, com 

alguns avanços na terapia das infecções pelo vírus da Hepatite B (HBV) e C (HCV), mas a partir 

da descoberta do HIV-1, em 1983, as pesquisas de desenvolvimento de antivirais deu um salto 

considerável com a aprovação dos primeiros antirretrovirais (BRYAN-MARRUGO et al., 2015). 

Atualmente, contamos com um repertório de aproximadamente 100 medicamentos 

antivirais aprovados e disponíveis no mercado para o tratamento das infecções por HIV, HBV, 

HCV, HSV, vírus da influenza, citomegalovírus humano e vírus da varicela zoster (DE CLERCQ; 

LI, 2016a). Apesar dos avanços na pesquisa com antivirais, principalmente depois do advento da 

terapia anti-HIV, nós ainda temos um arsenal terapêutico limitado tendo em vista a grande 

quantidade de vírus com capacidade de infectar e causar doenças em humanos. 

Os medicamentos antivirais podem ser divididos em: antivirais de ação direta (AAD), 

aqueles que atuam especificamente sobre uma proteína específica do vírus, e os antivirais de ação 

indireta (AAI), que têm como alvo uma proteína ou via de sinalização do hospedeiro e não o vírus 

em si. As duas abordagens apresentam vantagens e desvantagens, um AAD, por ter como alvo um 

componente viral, tem um perfil de toxicidade menor contra o hospedeiro e essa seletividade traz 

mais segurança quando se trata de uma infecção crônica, onde o paciente vai ser exposto por muito 

tempo à droga, porém por ser vírus-específico, dificilmente poderá ser empregado como terapia de 

amplo espectro. Por outro lado, um AAI pode atuar em uma via de sinalização que é importante 

para a replicação de mais de um vírus, por tanto, com maior potencial de ser um antiviral de amplo 

espectro, entretanto como o alvo do AAI é o hospedeiro, o perfil de segurança e toxicidade deve 

ser considerado (BRYAN-MARRUGO et al., 2015; CHITALIA; MUNAWAR, 2020). 



 
15 

Uma abordagem mais recente no desenvolvimento de novas terapias, é o redirecionamento 

de fármacos, onde um medicamento aprovado inicialmente para uma determinada condição clínica, 

é direcionado para o tratamento de uma nova condição não relacionada à primeira. Uma das 

principais vantagens dessa abordagem é a expressiva redução no tempo e no custo para a aprovação 

da terapia na clínica, além de ser segura, uma vez que já se conhece o perfil de eficácia, efetividade 

e segurança do fármaco para uso em humanos (KUMAR et al., 2020a). 

Nesta tese, investigamos novas opções de tratamento para a infecção pelos vírus da 

dengue, Zika e SARS-CoV-2, através das abordagens de AAD, AAI e redirecionamento de 

fármacos. 

1.1 Análogos de nucleosídeos e pró-nucleotídeos com atividade antiviral 

A observação da atividade antiviral dos análogos de nucleosídeos, que foram inicialmente 

desenvolvimentos para o tratamento do câncer, representa um marco no campo da pesquisa antiviral 

(DE CLERCQ, 2012). Os análogos de nucleosídeo/nucleotídeo são pró-fármacos, uma vez que são 

farmacologicamente inativos, precisando passar por transformação enzimática ou química para 

gerar sua forma ativa com efeito farmacológico (RAUTIO et al., 2008). Atualmente, existem mais 

de 25 fármacos análogos de nucleosídeo/nucleotídeo com uso na clínica como antivirais para 

infecções pelos vírus da hepatite C (HCV), herpes (HSV) e o vírus da imunodeficiência humana 

(HIV) (CHEN; YOKOKAWA; SHI, 2015; JORDHEIM et al., 2013). 

Os nucleosídeos/nucleotídeos sintéticos atuam como antimetabólitos através das mesmas 

vias metabólicas que os nucleosídeos endógenos. Esses compostos têm acesso ao citoplasma 

através dos receptores específicos de nucleosídeos (CANO-SOLDADO; PASTOR-ANGLADA, 

2012). Uma vez liberados no citoplasma, os análogos de nucleosídeos são sequencialmente 

fosforilados pelas enzimas nucleosídeo cinase, nucleosídeo monofosfato cinase e nucleosídeo 

difosfato cinase, respectivamente. Após o processo sequencial de fosforilação, há acúmulo 
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intracelular das formas di e trifosforiladas que são farmacologicamente ativas (Figura 1) 

(GALMARINI; MACKEY; DUMONTET, 2001; YATES; SELEY-RADTKE, 2019). 
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Figura 1 Entrada e metabolismo intracelular de análogos de nucleosídeo Os análogos de nucleosídeo (aqui 
representados por um análogo de guanosin) entram na célula através de transportadores específicos para nucleosídeos 
na membrana plasmática no citoplasma, os compostos são fosforilados por cinases de nucleosídeo celulares resultando 
na formação de nucleosídeos mono- di- e trifosfatados. A primeira fosforilação é a etapa limitante da conversão de um 
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análogo de nucleosídeo à sua forma trifosfatada. As formas trifosfatadas dos nucleosídeos representam a forma ativa 
dos análogos de nucleosídeo que atuam inibindo diretamente enzimas celulares ou virais como as RNA/DNA 
polimerases. Durante a replicação de RNA/DNA os análogos de nucleosídeo são incorporados às fitas nascentes de 
RNA/DNA resultando em terminação da síntese dos ácidos nucleicos ou em acúmulo de mutações em genomas virais 
o que pode interromper a replicação viral. Em condições fisiológicas normais, as concentrações intracelulares de 
nucleosideos são mantidas em baixos níveis devido às vias catabólicas de nucleosídeo/nucleotídeo, como deaminação 
(oxidação) da base heterocíclica, hidrólise ou fosforólise da base heterocíclica e hidrólise da ligação fosfomonoéster 
(Adaptado de Jordheim et al., 2013). 

 

As formas farmacologicamente ativas dos análogos de nucleosídeo/nucleotídeo podem 

atuar diretamente sobre enzimas virais, como as polimerases e proteases, bem como sobre enzimas 

celulares e fatores regulatórios de vias metabólicas do hospedeiro. No contexto de uma infecção 

viral, os análogos de nucleosídeos trifosfatados que são incorporados nas moléculas nascentes de 

DNA ou RNA virais, inibem as enzimas polimerases de DNA ou RNA virais e podem levar à 

terminação do processo de elongação da síntese dessas moléculas, ao acúmulo de mutações na 

progênie viral e à indução de apoptose da célula infectada (CHEN; YOKOKAWA; SHI, 2015; 

JORDHEIM et al., 2013). 

Esforços significativos têm sido feito nos campos da química medicinal e da pesquisa 

antiviral para o desenvolvimento de análogos de nucleosídeos que tenham como alvo as 

polimerases virais. Particularmente, a enzima RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) tem se 

destacado como um alvo atrativo devido ao seu papel fundamental na síntese do genoma dos vírus 

de RNA (JORDHEIM et al., 2013; MIGLIACCIO et al., 2003). Tais esforços estabeleceram os 

análogos de nucleosídeos com uma modificação do tipo 2′-C- como um farmacóforo comum nos 

inibidores dessas polimerases. Especificamente, a modificação 2′-C-β-Metil (2´-C-β-Me) aparece 

como farmacóforo preferencial nessas moléculas (SIZUN et al., 2015). Esses inibidores 

nucleosídicos, previamente desenvolvidos para o tratamento da infecção pelo vírus da hepatite C 

(HCV), mostraram-se potentes inibidores do DENV devido a similaridades filogenéticas entre as 

suas respectivas RdRps (KOONIN; DOLJA; MORRIS, 1993; NG; ARNOLD; CAMERON, 

2008a). Os inibidores nucleosídicos com a modificação 2´-C-β-Me mais potentes contra DENV são 

2´-C-β-Metiladenosina e 2´-C-β-Metilguanosina, apresentando EC50 de 4 μM e 13,6 μM, 

respectivamente (MIGLIACCIO et al., 2003).  
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Apesar do seu grande potencial, o uso de análogos de nucleosídeos para tratar infecções 

virais enfrenta limitações. Particularmente, a primeira fosforilação na via de ativação de um análogo 

de nucleosídeo é uma etapa limitante e que possui baixa eficiência in vivo, o que pode levar à 

redução da sua potência e causar acúmulo de intermediários citotóxicos (LUTZ; LIU; LIU, 2009; 

PERTUSAT; SERPI; MCGUIGAN, 2012). Uma estratégia para superar essa limitação é realizar a 

entrega do análogo de nucleosídeo já na sua forma monofosfatada na célula alvo, ou seja, como um 

nucleotídeo sintético. Entretanto, a natureza intrínseca da carga do grupamento fosfato, associado 

à polaridade do nucleotídeo na faixa fisiológica de pH e a presença de fosfatases humanas 

representam outros limitantes que comprometem o uso direto dos nucleosídeos monofosfatados, 

resultando em características farmacocinéticas e farmacodinâmicas insuficientes para alcançar a 

atividade esperada e que precisam ser otimizadas (LUTZ; LIU; LIU, 2009; VERNACHIO et al., 

2011). 

Novas estratégias têm sido desenvolvidas para otimizar a entrega dos análogos de 

nucleotídeos. Em geral, essas estratégias envolvem a incorporação de diferentes componentes 

químicos à molécula do análogo de nucleotídeo gerando pró-drogas, ou pró-nucleotídeos (ProTides, 

do inglês, pronucleotide), que possuem grupamento fosfato/fosfonato mascarados, estabilizados e 

protegidos pelos grupamentos químicos adicionados à molécula (CAHARD, 2004; 

SLUSARCZYK; SERPI; PERTUSATI, 2018; WAGNER; IYER; MCINTEE, 2000). 

A síntese dos pró-nucleotídeos é uma das principais e mais bem estudadas tecnologias para 

o desenvolvimento de pró-drogas (SLUSARCZYK; SERPI; PERTUSATI, 2018). De maneira 

geral, a molécula de um ProTide passa pelo processo metabólico intracelular de ativação em quatro 

etapas, sofrendo inicialmente hidrólise mediada por carboxilesterases celulares, seguido de ataque 

nucleofílico mediado pelo ácido carboxílico sobre o átomo de fósforo com liberação de fenol, 

seguida por hidrólise química por anidrido misto e finalmente hidrólise enzimática da ligação entre 

os átomos de fósforo e nitrogênio (P-N) mediada pela fosforamidase intracelular Hint1 (do inglês, 

histidinetriadnucleotidebindingprotein 1) (Figura 2). Por tanto, esses compostos podem ser 
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denominados ProTides ativados por carboxilesterases, hidrólise química e Hint1 (CAH-ProTides, 

do inglês, Carboxyesterase-anhydrade-Hint1) (MURAKAMI et al., 2010). 

 
Figura 2 Mecanismo de ativação intracelular do CAH-ProTide Após atravessar a membrana plasmática, a molécula 
do CAH-ProTide passa por um processo de ativação em 4 etapas. Na primeira etapa, o ácido carboxílico sofre uma 
reação de hidrólise catalisada por carboxilesterases celulares. Na segunda etapa, o carbanion formado como resultado 
da hidrólise do ácido carboxílico realiza um ataque nucleofílico no átomo de fósforo liberando o grupamento fenol e 
promovendo circularização estrutural da molécula. Na terceira etapa, ocorre hidrólise do anidrido misto formado na 
segunda etapa. Na quarta e última etapa da ativação, a molécula sofre uma hidrólise enzimática na ligação entre os 
átomos de nitrogênio e fósforo catalisada pela fosforamidase intracelular Hint1, liberando o nucleosídeomonofosfatado, 
ou nucleotídeo. 

 

Os CAH-ProTides são as pró-drogas mais promissoras atualmente para a entrega de 

nucleotídeos ao fígado devido à elevada atividade das carboxilesterases nesse tecido durante o 

metabolismo de primeira passagem (MCGUIGAN et al., 2010; MURAKAMI et al., 2010). Por 

exemplo, a concentração intra-hepática, em humanos, dos metabólitos totais de Sofosbuvir, um pró-

fármaco CAH-ProTide análogo de uridina aprovado pela agência federal americana (FDA, do 

inglês, Food and DrugAdministration) para o tratamento da infecção pelo HCV, é trinta vezes maior 

que a concentração plasmática após administração oral (BABUSIS et al., 2018). Esse 

direcionamento hepático pode impactar negativamente a eficiência da entrega da forma ativa do 

fármaco aos outros tecidos. 

Para contornar essa limitação, o grupo liderado pelo Dr. Wagner, nosso colaborador na 

Universidade de Minnesota, EUA, desenvolveu uma estratégia alternativa para a síntese dos 

ProTides, gerando os ProTides ativados por assistência anquimérica e por Hint1 (AHA-ProTides). 

Esses compostos foram sintetizados através da incorporação de dois grupamentos para o 

mascaramento do átomo de fósforo: um grupamento triptamina fosforamidato, atuando como alvo 
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de Hint1 e uma porção (metiltio)alquil, ambos atuam como protetor do grupo funcional fosfato, 

aumentam a lipofilicidade e auxiliam na estabilidade da molécula (OKON et al., 2017a, 2017b). 

Ao contrário dos CAH-ProTides, a ativação intracelular de um AHA-ProTide depende de uma etapa 

química inicial mediada pela porção (metiltio)alquil, que sofre uma reação nucleofílica mediada 

pelo átomo de enxofre, denominada assistência anquimérica, com consequente liberação da 

molécula do análogo de nucleotídeo ainda com o grupamento triptamina fosforamidato, que é em 

seguida hidrolisado pela Hint1, liberando o análogo de nucleotídeo que será di e trifosforilado 

gerando a forma 5’-trifosfato do análogo de nucleotídeo, que é a sua forma farmacologicamente 

ativa (Figura 3) (OKON et al., 2017a). 

 

 
Figura 3 Mecanismo de ativação intracelular dos ProTides UMN-1002 e UMN-1001. Após atravessar a membrana 
plasmática, a molécula do UMN-1002 passa inicialmente por uma etapa química mediada pela porção (metiltio)alquil, 
que sofre uma reação nucleofílica mediada pelo átomo de enxofre, denominada assistência anquimérica, gerando o 
ProTide UMN-1001 que é, em seguida, hidrolisado pela fosforamidase Hint1 na ligação entre os átomos de nitrogênio 
e fósforo, liberando o análogo de guanosinamonofosfatado que será, sequencialmente, di e trifosforilado por cinases 
intracelulares formando o análogo de guanosinatrifosfatado farmacologicamente ativo. 
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Como uma tentativa de otimizar a atividade anti-DENV do análogo de nucleosídeo2´-C-

β-metilguanosina (MIGLIACCIO et al., 2003), Wagner e colaboradores sintetizou um AHA-

ProTide a partir de alterações químicas na molécula do análogo de nucleosídeo parental (2´-C-β-

metilguanosina): UMN-1002 [2´-C-β-metilguanosina 2-(metiltio)etil triptamina fosforamidato 

diéster] e um ProTide UMN-1001 [2´-C-β-metilguanosina triptamina fosforamidato monoéster] 

(Figura 4). As modificações químicas realizadas no composto parental, referido como composto 1 

neste trabalho, foram feitas objetivando melhorar as características farmacocinéticas através do 

aumento da lipofilicidade, permeabilidade celular e estabilidade da pró-droga. 

 
Figura 4 Estrutura química dos ProTides UMN-1001, UMN-1002 e o análogo de nucleosídeo 2´-C-β-
metilguanosina. Os pró-nucleotídeos UMN-1001 e UMN-1002 foram sintetizados a partir de modificações químicas 
estruturais do análogo de nucleosídeo 1. As alterações foram realizadas para gerar um nucleosídeomonofosfatado com 
mascaramentos químicos do átomo de fósforo que conferem, além de proteção contra ação de fosfatases intracelulares 
e plasmáticas, aumento da lipofilicidade e estabilidade à molécula. No composto UMN-1001, o mascaramento do 
fósforo é feito pelo grupamento triptaminafosforamidatomonoéster. No composto UMN-1002, além do grupamento 
triptaminafosforamidato, foi adicionado um grupamento 2-(metiltio)etil, gerando um composto fosforamidatodiéster. 

 

Uma vez na célula, o ProTide UMN-1002 é metabolizado gerando o UMN-1001, 

inicialmente passando por uma reação nucleofílica anquimérica através do seu grupamento 2-

(metiltio)etil, promovendo a desproteção parcial do grupamento fosfato, seguido da clivagem da 

ligação entre P-N do grupamento triptaminafosforamidato  pela enzima Hint1, enquanto UMN-

1001 é ativado apenas por Hint1 (Figura 3). 
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Recentemente nós demonstramos que UMN-1001 e UMN-1002 tiveram aumento da 

atividade anti-DENV relativo ao análogo de nucleosídeo parental 1 in vitro (Anexo I) (OKON et 

al., 2017a). Além disso, também foi demonstrado que os AHA-ProTides são biodisponíveis por via 

oral, possuem boa permeabilidade celular e dependem da Hint1 para hidrólise do grupamento 

fosforamidato (OKON et al., 2017a, 2017b). Devido às similaridades estruturais, funcionais e 

biológicas compartilhadas entre DENV e ZIKV (CHANG et al., 2017) e a importância 

epidemiológica da infecção por esses vírus na saúde pública, nós avaliamos a atividade dos 

compostos, 1, UMN-1001 e UMN-1002 contra ZIKV, sendo esses dados parte do estudo que 

compõe essa tese (Anexo II) (MATOS DE SOUZA et al., 2020). 

A maioria dos medicamentos em uso atualmente na clínica contra infecções virais é 

composta por antivirais de ação direta, ou seja, são fármacos que possuem mecanismo de ação 

direcionado contra proteínas virais como as proteases e polimerases (DE CLERCQ; LI, 2016b). 

Essa abordagem, embora de sucesso indiscutível, dificilmente desenvolve fármacos com amplo 

espectro dada a grande variabilidade entre as proteínas virais, que desempenham a mesma função, 

em vírus pertencentes a diferentes famílias, além de oferecerem uma baixa barreira para o 

desenvolvimento e seleção para mutações que conferem resistência às drogas (IRWIN et al., 2016). 

A abordagem menos explorada e que surge como uma alternativa aos antivirais de ação 

direta, é o desenvolvimento de fármacos que modulam proteínas do hospedeiro que são 

compartilhadas por diferentes famílias virais o que permite o desenvolvimento de novas terapias 

preventivas, sendo de grande vantagem para o controle de possíveis novos surtos epidêmicos. 

Utilizar como alvo do tratamento vias de sinalização e proteínas do hospedeiro que são utilizadas 

pelos vírus para o sucesso de seus ciclos replicativos pode ainda oferecer uma maior barreira para 

a seleção de mutações de resistência, além do potencial amplo espectro do tratamento (LOU; SUN; 

RAO, 2014). 
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Todos os vírus conhecidos até o momento são dependentes da maquinaria de síntese 

proteica do hospedeiro, dessa forma, a modulação dessa via é um alvo terapêutico de grande 

potencial a ser melhor investigado (WALSH; MOHR, 2011). 

A iniciação da tradução dos RNAs mensageiros (RNAm) de eucariotos ocorre através de 

duas principais vias: dependente de cap (via canônica da iniciação da tradução) e via direcionada 

por sítio interno de entrada de ribossomo (IRES). Como exemplo de vírus de relevância em saúde 

publica que utilizam a via IRES para síntese de suas proteínas temos o HCV e o poliovírus. (OCHS 

et al., 2002; OTTO; PUGLISI, 2004). A via IRES é independente de eIF4E e do reconhecimento 

da estrutura cap na extremidade 5′ do RNAm, porém como os vírus discutidos nesse trabalho 

possuem como genoma uma molécula de RNA capeada na extremidade 5′, iremos explorar a via 

canônica da iniciação da tradução. 

A via de iniciação da tradução dependente de cap envolve o reconhecimento da estrutura 

cap metilada, Me7-GTP, localizada na extremidade 5′ do RNAm eucariótico. O reconhecimento 

dessa estrutura é feito por eIF4E, que junto com os fatores eIF4G e eIF4A foram um complexo 

heterotrimérico denominado eIF4F, necessário para o início da tradução (HINNEBUSCH, 2009). 

O fator eIF4A possui atividade de helicase de RNA, eIF4G é uma proteína scaffold e eIF4E é a 

proteína responsável pela ligação e reconhecimento do cap (JACKSON; HELLEN; PESTOVA, 

2010; SONENBERG; HINNEBUSCH, 2009). Esse complexo multiproteico interage com cap via 

eIF4E, enquanto eIF4G estabiliza a interação com o RNAm e a helicase de RNA eIF4A, por sua 

vez, desenovela a estrutura secundária do RNA permitindo o acesso do complexo de pré-iniciação 

43S que vai explorar a molécula de RNA até encontrar o códon de iniciação AUG no contexto ideal 

para a iniciação da tradução (HINNEBUSCH, 2011; SHIVAYA VALASEK, 2012).  

A atividade do eIF4E na tradução é controlado pela via PI3K/Akt/mTOR(GINGRAS; 

RAUGHT; SONENBERG, 1999; MAMANE et al., 2006), e acredita-se que eIF4E seja o fator 

limitante para a formação do complexo trimérico eIF4F (DUNCAN; HERSHEY, 1983). A 

atividade de eIF4E é controlada por diferentes proteínas que se ligam a esse fator, chamadas 
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proteínas ligantes de eIF4E (4E-BP, do inglês, eIF4E bindingproteins). A interação entre 4E-BP e 

eIF4E é regulada pela via PI3K/Akt/mTOR que induz fosforilação de 4E-BP, bloqueando a sua 

interação com eIF4E, deixando-o livre para interagir com eIF4G e estimular a montagem do 

complexo eIF4F com consequente indução da via de tradução dependente de cap (SILVERA; 

FORMENTI; SCHNEIDER, 2010; THUMMA; KRATZKE, 2007). 

As pesquisas sobre os mecanismos moleculares envolvidos no controle da tradução em 

células tumorais como alvo para a terapia anticâncer levaram ao desenvolvimento de moléculas 

inibidoras da tradução (LI et al., 2013; MOERKE et al., 2007). Um desses compostos, o 4EGI-1, 

inibe a iniciação da tradução dependente de cap via dissociação da interação entre eIF4G e eIF4E 

e estabiliza a ligação entre 4E-BP hipofosforilada ao eIF4E, deixando-o indisponível para formação 

do complexo eIF4F (SEKIYAMA et al., 2015). Foi demonstrado anteriormente que 4EGI-1 possui 

atividade inibitória sobre a replicação do vírus herpes e do vírus da vaccínia, ambos vírus de DNA 

(MCMAHON; ZABOROWSKA; WALSH, 2011). 

Recentemente, Wagner e colaboradores sintetizaram um composto pró-nucleotídeo, 4Ei-

10, para a entrega intracelular de 7-Cl-Fenol-Etil-GMP, um antagonista seletivo de eIF4E análogo 

ao cap capaz de se ligar ao eIF4E, impedindo que este se ligue ao cap do RNAm celular (OKON et 

al., 2017b). A atividade biológica e o mecanismo de ativação química de 4Ei-10 foram previamente 

demonstrados in vitro em estudos com diferentes tipos de câncer, entretanto sua atividade antiviral 

nunca foi testada (AHMAD et al., 2020; JACOBSON et al., 2021; OKON et al., 2017b). Nesta tese, 

nos propusemos a investigar a potencial atividade antiviral de compostos pró-nucleotídeos 

inibidores da via canônica, dependente de cap, da iniciação da tradução, contra ZIKV e SARS-

CoV-2. 

A molécula do 4Ei-10, foi quimicamente modificada acrescentando um radical 

metiltioalquil com cadeia carbônica maior que a do 4Ei-10, com o intuito de aumentar o tempo de 

meia-vida e a lipofilicidade da molécula. O novo ProTide, chamado 4Ei-11, ainda não teve sua 

atividade antitumoral testada, entretanto como ambos são AHA-ProTides que compartilham como 
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farmacóforo um antagonista de eIF4E análogo de cap, por tanto, inibem a iniciação da via canônica 

da tradução, a atividade de ambos ProTides contra ZIKV e SARS-CoV-2 foi avaliada nesse 

trabalho. A figura 5 mostra a estrutura dos ProTides 4Ei-10 e 4Ei-11 e o seu mecanismo de 

ativação. 

Tanto ZIKV quanto SARS-CoV-2 possuem como genoma uma molécula de fita simples 

de RNA de polaridade positiva capeada na extremidade 5′, sendo por tanto molde para a iniciação 

da tradução pela via canônica dependente de cap. Entende-se, e há evidências cientificas que esses 

vírus utilizem essa estratégia para a síntese das suas proteínas (BANERJEE et al., 2020; SANFORD 

et al., 2019; SONG et al., 2019a). 

 

 
Figura 5 Estrutura química e mecanismo de ativação intracelular dos AHA-ProTides 4Ei-10 e 4Ei-11. Após 
atravessarem a membrana plasmática, 4Ei-10 e 4Ei-11 passam inicialmente por uma etapa química mediada pela porção 
(metiltio)alquil, que sofre uma reação nucleofílica mediada pelo átomo de enxofre, denominada assistência 
anquimérica, gerando o intermediário de reação que é, em seguida, hidrolisado pela fosforamidase Hint1 na ligação 
entre os átomos de nitrogênio e fósforo do grupamento triptamina, liberando o análogo de cap, 7-Cloro-fenol-etil-GMP. 
Adaptado de Ahmad et al.,2020. 

 
 
1.2 O redirecionamento de fármacos  

Em média, o desenvolvimento de um novo medicamento desde a descoberta do seu alvo 

até a sua aprovação para uso comercial leva 12 anos e requer investimento de cerca de 1 bilhão de 

dólares americanos (DEORE et al., 2019; DIMASI; GRABOWSKI; HANSEN, 2016). O tempo e 
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o custo investidos no desenvolvimento de um novo fármaco estão associados ao fato desse processo 

ser complexo e feito em diferentes etapas que têm como objetivo principal garantir a segurança, 

eficácia e a efetividade do seu uso na população. 

O desenvolvimento de um novo fármaco passa, obrigatoriamente, pelas seguintes etapas: 

fase experimental ou pré-clínica, onde a hipótese de uso potencial da molécula investigada é 

avaliada utilizando modelos celulares e animais, principalmente roedores; as etapas clínicas 

envolvendo seres humanos, dividida em 4 etapas. Nas fases de I a III utiliza-se uma quantidade 

gradualmente crescente de indivíduos e elas caracterizam os estudos de farmacocinética e 

farmacodinâmica visando garantir a segurança, eficácia, definição da dose eficaz e análise de 

risco/benefício. O tempo médio das fases clínicas de I a III gira em torno de 7 anos. A fase clínica 

IV, última etapa da fase clínica, é a etapa de estudo de farmacovigilância e promove a experiência 

com o produto já registrado e disponível no mercado. Nessa etapa também é avaliado novas 

indicações para o medicamento (BERDIGALIYEV; ALIJOFAN, 2020).  

Diante desse cenário, o redirecionamento de fármacos surge como uma alternativa 

consideravelmente de menor custo, mais rápida e igualmente segura. Em linhas gerais, o 

reposicionamento de fármacos consiste com redirecionar um medicamento aprovado inicialmente 

para uma condição clínica, para o tratamento de uma nova patologia não relacionada àquela. Como 

exemplos de sucessos obtidos por essa estratégia temos o ácido acetilsalicílico, originalmente 

aprovado com analgésico e redirecionado para uso como antiagregante plaquetário (FISCHL et al., 

1987), a zidovudina, desenvolvida para a terapia anticâncer e redirecionada para o tratamento da 

infecção pelo HIV (GURBEL et al., 2019) e, mais recentemente, o Remdesivir, desenvolvido para 

o tratamento da infecção pelo vírus ebola, aprovado para o tratamento da COVID-19 (RUBIN et 

al., 2020)  

Nos últimos anos, pesquisas que visam redirecionar fármacos antirretrovirais para o 

tratamento de outras infecções virais têm crescido (MERCORELLI; PALÙ; LOREGIAN, 2018). 

Os antirretrovirais Lopinavir, Darunavir, ambos inibidores da protease do HIV e Tenofovir, inibidor 
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da transcriptase reversa do HIV, tiveram seu uso investigado no tratamento da COVID-19 e, embora 

apresentem bons resultados in vitro, não foram encontradas evidências suficientes que garantissem 

a eficácia de seu uso na clínica contra COVID-19 (CHOY et al., 2020; HORBY et al., 2020). 

O Efavirenz (EFV) é um inibidor não nucleosídico da transcriptase reversa do HIV-1 com 

uso na clínica há mais de duas décadas na terapia combinada antirretroviral. Sua atividade antiviral 

é devido à formação de uma bolsa hidrofóbica próximo ao sítio ativo da transcriptase reversa, 

alterando a conformação do sítio de ligação do substrato natural, com consequente redução da 

atividade de polimerase dessa enzima (BASTOS et al., 2016; DESTEFANO, 2019). 

Para além do uso na infecção viral, o EFV, vem sendo estudado para o tratamento do Mal 

de Alzheimer, câncer pancreático e de pulmão e leishmaniose. Seu possível papel no tratamento do 

Mal Alzheimer é devido sua capacidade de ativação da CYP46A1, que regula o metabolismo do 

colesterol no cérebro (PETROV et al., 2019). A indução da via de resposta ao dano de DNA e de 

estresse oxidativo pelo EFV colocam esse fármaco como possível agente terapêutico para o 

tratamento de câncer de pulmão e de pâncreas (HECHT et al., 2017; MARIMA et al., 2020). Por 

tanto, nota-se que o EFV é uma droga multifacetada e a exploração de seus diferentes mecanismos 

de ação em diferentes alvos, permite a investigação de seu uso em condições clínicas não 

relacionadas. 

Dados recentes do nosso grupo mostram que o EFV tem atividade contra o vírus 

Chikungunya (CHIKV) em cultura de células humanas e foi capaz de reduzir inflamação em 

modelo in vivo de infecção aguda (Dados não publicados. Artigo em preparação) (Figura 6). 

Acreditamos que a atividade antiviral do EFV contra CHIKV ocorre pela indução da via de indução 

de autofagia e estresse oxidativo, atuando, por tanto, como um antiviral de ação indireta. Embora 

seja uma via catabólica, alguns vírus possuem estratégias para o sequestro de componentes da via 

de autofagia e uso em benefício do sucesso de seu ciclo replicativo (ECHAVARRIA-

CONSUEGRA; SMIT; REGGIORI, 2019). Pesquisas apontam para um papel pró-viral 

desempenhado pela autofagia na replicação do CHIKV Por exemplo, foi demonstrado que um 
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receptor de autogafia, NDP52, interage com a proteína não estrutural nsP2 do CHIKV em células 

Hela e fibroblastos primários humanos, e essa interação ocorre na região perinuclear próximo dos 

sítios de tradução proteica, indicando que a autofagia pode promover replicado do CHIKV em 

células humanas, além disso a depleção desse receptor reduziu significativamente a replicação do 

CHIKV (JUDITH et al., 2013).  

 

 
Figura 6 Atividade antiviral do Efavirenz contra o vírus Chikungunya (A). Células epiteliais de adenocarcinoma 
humano (Hela) foram infectadas com CHIKV (MOI 0,1) e tratadas com Efavirenz (EFV) a 10 µM por 24 horas. Os 
sobrenadantes das culturas foram coletados para quantificação das partículas virais infecciosas liberadas por ensaio de 
formação de placa. (B). Camundongos selvagens SV129 com 12 dias de vida foram infectados com um isolado 
brasileiro do CHIKV (106 PFU), ou meio de cultura com 1% DMSO (grupo Mock) via subcutânea na pata esquerda. 
Os animais do grupo tratado receberam EFV 20 mg/kg/dia por 3 dias via intraperitoneal. As patas dos animais foram 
medidas diariamente para calcular a área e verificação de edema. ***p<0,001 por teste t paramétrico não pareado; 
*p<0,05 e ****p<0,0001 por one-way ANOVA seguido de teste de Dunnett para comparações múltiplas. As barras 
representam a média±D.P.M. N=3. 

 
Já foi demonstrado que o EFV induz autofagia, dano mitocondrial e induz forte resposta 

de estresse oxidativo (DONG et al., 2013; PURNELL; FOX, 2014). Durante a infecção, o CHIKV 

induz autofagia por indução de estresse de retículo e aumento das espécies reativas de oxigênio 

(JOUBERT et al., 2012). Uma possível explicação para a atividade do EFV contra CHIKV é que, 

embora CHIKV induza autofagia para utilizar componentes da via para sua replicação na célula, a 

indução do fluxo autofágico pelo EFV é mais intensa que a capacidade do CHIKV de controlá-la a 

seu favor. 

A atividade do EFV sobre uma via do hospedeiro explorada por diferentes vírus não 

relacionados, como a autofagia e resposta a estresse oxidativo nos leva a crer que seu uso possa ser 

estendido a diferentes vírus. Baseado nos resultados com CHIKV, e sabendo que a infecção por 
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SARS-CoV-2 está relacionada à indução de autofagia e estresse oxidativo, decidimos investigar se 

o EFV possui atividade contra a infecção por SARS-CoV-2. 

 

1.3 Os Flavivirus: Estrutura, organização genômica e estratégia de replicação  

Os Flavivírus apresentam-se como pequenas partículas virais esféricas contendo uma 

única cópia de RNA de fita simples, polaridade positiva, circundada pela proteína viral do capsídeo 

(proteína C) formando o nucleocapsídeo. Este é envolto por uma bicamada fosfolipídica, derivada 

do retículo endoplasmático (RE), que forma o envelope viral onde estão inseridas duas 

glicoproteínas: proteína E e proteína pré-M/M (Figura 7) (ZHANG, 2003). Os principais flavivirus 

de importância médica para o homem são o vírus. da febre amarela (YFV), vírus da encefalite 

japonesa (JEV), o vírus da. dengue (DENV), o vírus Zika (ZIKV) e o vírus do Nilo ocidental 

(WNV). O foco desssa descrição, porem, serão os vírus da dengue o Zika pois são os objetos de 

estudo desta tese.  

O genoma dos flavivírus, incluindo o DENV e ZIKV, possui aproximadamente 11.000 

bases e é reconhecido como RNA mensageiro (RNAm) viral na célula infectada. O RNA desses 

vírus possui uma estrutura cap (m7GpppAmp) na extremidade 5´, entretanto diferente das 

moléculas de RNAm da célula hospedeira, o genoma viral não é poliadenilado na extremidade 3´ 

(Figura 8) (LEE et al., 2021). 

Esse genoma possui uma única janela aberta de leitura, ou ORF (do inglês, open Reading 

frame), é flanqueado nas extremidades 5´e 3´por regiões não traduzidas, denominadas UTR (do 

inglês, untranslatedregions) de aproximadamente 100 nucleotídeos e de 400 a 700 nucleotídeos, 

respectivamente (GRITSUN et al., 2014). A partir da região 3´UTR do genoma dos Flavivírus, é 

produzida ainda uma molécula de RNA não codificante, denominada RNA subgenômico dos 

flavirirus (sfRNA) (CLARKE et al., 2015). O sfRNA é produzido após a degradação incompleta 

do genoma viral pela 5´-3´-exoribonuclease celular (NXR1), que é impedida de degradar 

completamente o RNA viral pela presença de estruturas secundárias na região 3´UTR, e está 
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envolvida em mecanismos de modulação de vias celulares de RNA de interferência, bem como com 

a resposta antiviral mediada por IFN (CLARKE et al., 2015; MANOKARAN et al., 2015). 

A interação de DENV e ZIKV com suas células-alvo se dá através de receptores que 

reconhecem padrões moleculares dos patógenos, para sua adsorção e entrada, por exemplo, o 

receptor DC-SIGN para o DENV e o receptor Axl para o ZIKV(STRANGE et al., 2019; 

TASSANEETRITHEP et al., 2003). Já foi demostrado que esses flavivírus também podem penetrar 

nas células que expressam receptores para a fração Fc de imunoglobulina G (FcγR) por complexos 

imunes formados entre anticorpos parcialmente neutralizantes e partículas virais (BARDINA et al., 

2017; GUZMAN et al., 2010). 

 
Figura 7 A partícula viral dos Flavivírus. A figura à esquerda mostra o vírion em plano coronal, onde se observa o 
material genético constituído de uma fita simples de RNA, que junto com a proteína C formam o nucleocapsídeo viral. 
Ao redor do nucleocapsídeo está representada a bicamada lipídica que forma o envelope viral onde estão inseridas as 
proteínas E em dímeros e a proteína M. Á direita está representada a partícula viral esférica com as proteínas de 
superfície em rearranjo icosaedro.Adaptado de Viral Zone, Instituto Suíço de Bioinformática. Disponível em: 
http://viralzone.expasy.org/all_by_species/6756.html. 

 
Após penetrar na célula, o vírus é carreado pela vesícula endossomal, onde a acidificação 

do seu interior é responsável por induzir mudanças conformacionais na glicoproteína E do envelope 

viral, promovendo a fusão entre as membranas do vírus e do endossoma da célula hospedeira e leva 

ao desempacotamento viral com liberação do capsídeo no citoplasma da célula, onde esse se 

dissocia liberando o RNA genômico viral (BRESSANELLI et al., 2004; MODIS et al., 2004). 

Uma vez liberado no citoplasma, o RNA viral é traduzido gerando uma única poliproteína 

de aproximadamente 3400 aminoácidos que é direcionada à face externa do RE onde passa por 

processamento proteolítico, durante e após o processo de tradução, tanto por enzimas celulares do 
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hospedeiro quanto pela protease codificada pelo próprio vírus NS2B/NS3, para então gerar as três 

proteínas estruturais (proteína C do capsídeo, Pré-Membrana/Membrana e proteína E do Envelope) 

e as sete proteínas não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). As proteínas 

estruturais constituem a partícula viral, enquanto as proteínas não estruturais estão relacionadas à 

replicação viral, processamento da poliproteína, montagem do vírus e evasão das respostas 

antivirais do hospedeiro (PAUL; BARTENSCHLAGER, 2015; VALADÃO; AGUIAR; DE 

ARRUDA, 2016). 

 

 
Figura 8 Representação linear do genoma e da poliproteína dos Flavivírus. O genoma viral é constituído de uma 
simples fita de RNA, polaridade positiva, com aproximadamente 11 Kb, capeado na região 5´UTR e não poliadenilado 
na região 3´UTR. O RNA viral é infeccioso e atua como genoma e RNAm viral. O genoma completo é traduzido em 
uma única poliproteína viral com 3.419 AA de extensão e uma molécula de RNA subgenômico (sfRNA) formada pela 
ação da 5´-3´exoribonuclease celular (XRN1). A poliproteína viral é processada por enzimas celulares do hospedeiro 
e protease viral NS2B/NS3 (representado pelas setas), dando origem às proteínas estruturais: C, pré-M/M e E; e não 
estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5.Adaptado de ViralZone, Instituo Suíço de Bioinformática, 
2016 e Pierson, T.C; Diamon, M.S, 2020. 

 

De forma geral, a replicação dos Flavivírus acontece em membranas associadas ao RE. A 

formação dessas membranas é induzida pelas proteínas não estruturais do vírus e a replicação do 

material genético é catalisada pela NS5 viral, que tem função RNA polimerase dependente de RNA 
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(RpRd), utilizando uma fita simples de polaridade negativa de RNA como intermediário da 

replicação (LI et al., 2008; YU et al., 2008). A formação da fita negativa complementar do genoma 

viral, pode acontecer a partir do acoplamento da NS5 no terminal 3´ou 5´do genoma 

(FILOMATORI, 2006; WESTAWAY; MACKENZIE; KHROMYKH, 2003),  em ambas as 

possibilidades, ocorre a circularização do genoma viral através de interações entre as duas 

extremidades do RNAm para iniciar a síntese da fita intermediária negativa de RNA. Durante a 

replicação, a fita negativa de RNA permanece ligada à positiva formando uma dupla fita de RNA 

que serve como molde para a síntese de mais moléculas de RNA genômico de polaridade positiva 

através de um mecanismo semiconservativo assimétrico (FILOMATORI, 2006). 

As membranas formadas nas células do hospedeiro para a replicação viral funcionam como 

um suporte para a ancoragem dos complexos de replicação viral constituídos de RNA e proteínas 

virais e fatores celulares do hospedeiro (MACKENZIE, 2005). O processo de montagem é um 

evento coordenado entre as proteínas do capsídeo associadas à membrana e os heterodímeros das 

proteínas virais pré-M eE (KIERMAYR et al., 2004). 

As partículas virais não infecciosas recém-formadas brotam do RE, e nelas o RNA viral já 

se encontra conjugado à proteína do capsídeo e estão envolvidas por uma bicamada lipídica 

derivada do RE contendo as proteínas pré-M e E em heterodímeros (MACKENZIE; WESTAWAY, 

2001). A maturação do vírion ocorre durante a passagem da partícula através do Complexo de Golgi 

onde sofre reações de glicosilação e modificações conformacionais nos seus heterodímeros de pré-

M e E mediadas pela redução do pH desse compartimento (MACKENZIE; WESTAWAY, 2001). 

Essas modificações conformacionais expõem no peptídeo pré-M o sítio de clivagem que será 

reconhecido pela enzima do hospedeiro furina, ocasionando a liberação de pré-M, gerando a forma 

madura da proteína M, seguida da exocitose da partícula viral madura através da membrana celular 

(Figura 9) (MACKENZIE; WESTAWAY, 2001; SIROHI; KUHN, 2017).  

Apesar das semelhanças estruturais da partícula viral, da composição do genoma, 

estratégia de replicação e de serem transmitidos ao homem através do mesmo vetor, a patogênese 
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da infecção por esses vírus possui características distintas decorrente principalmente de aspectos 

específicos da interação vírus-célula desses vírus. Desta forma, o entendimento das relações vírus-

hospedeiro é imprescindível para que possamos desenvolver estratégias específicas de controle para 

DENV e ZIKV. 

 

 
Figura 9 Representação esquemática do ciclo replicativo dos Flavivírus. 1. A interação entre DENV e ZIKV e a 
célula hospedeira se dá através de interação entre a proteína E do vírion e diversas moléculas que atuam como receptores 
na superfície da célula alvo. 2. A entrada do vírus na célula também pode ocorrer através dos complexos imunes 
formados entre os anticorpos neutralizantes e partículas virais. 3. Após a interação entre o vírion e o receptor na 
superfície da célula, a partícula viral é endocitada e transportada no compartimento endossomal para o reítculo 
endoplasmático  (RE). Nesse compartimento, a redução do pH desencadeia alterações conformacionais na partícula 
viral e promove fusão do envelope viral e a membrana endossomal, levando ao desempacotamento do nucleocapsídeo 
viral com liberação do RNA genômico no citoplasma, onde ocorre a tradução das proteínas virais. 4. A replicação viral 
acontece predominantemente em  membranas associadas ao RE induzidas por proteínas virais não estruturais. 5. Os 
vírions brotam do RE ainda imaturos e são direcionados para o complexo de Golgi, onde passam por reações de 
glicosilação e alteração conformacional à medida que o meio sofre acidificação. 6. A maturação viral continua 
acontecendo durante sua liberação do Golgi. Nessa etapa, as mudanças conformacionais expõem o sítio de clivagem 
em pré-M para a enzima celular furina que atua clivando esse pré-peptídeo, dando origem à proteína M. 7. A partícula 
viral, agora madura, sai da célula hospedeira por processo de exocitose. Adaptado de NIAID 2012. 
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1.4 O vírus da dengue 

O vírus da dengue é um arbovírus (do inglês Arthropod-borne virus) adaptado ao homem, 

não necessitando de um ciclo enzoótico para sua manutenção (MACKENZIE; GUBLER; 

PETERSEN, 2004; MAYER; TESH; VASILAKIS, 2017).  Embora haja relatos de surtos de doença 

consistente clinicamente com a dengue ao longo dos séculos, o vírus só foi isolado pela primeira 

vez em 1943 no Japão (MESSINA et al., 2014).  

Existem quatro diferentes sorotipos antigenicamente relacionados e denominados 

DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4 (ROSS, 2010). Todos os quatro sorotipos estão associados 

com epidemias de dengue com graus variados de gravidade da doença (WHO, 2011). Cada sorotipo 

está classificado em genótipos, ou subtipos, filogeneticamente distintos, de acordo com a sequência 

gênica da glicoproteína E do envelope viral (GUZMAN et al., 2010), e a infecção com qualquer 

um dos sorotipos confere imunidade permanente sorotipo-específica. 

A transmissão do vírus ocorre através picada da fêmea de mosquitos Aedes sp. 

principalmente aa espécies Aedes aegypti e albopictus (MESSINA et al., 2014), mas A. polyeniensis 

também são vetores competentes da dengue (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009). Após o repasto 

sanguíneo em um indivíduo apresentando viremia, o mosquito se torna infectado e, após um período 

de incubação no vetor vertebrado, onde o vírus vai replicar e se disseminar, o mosquito poderá 

transmitir o vírus para outro ser humano (MACKENZIE; GUBLER; PETERSEN, 2004). 

A dengue é endêmica em mais de 100 países localizados em cinco das seis regiões do 

globo segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS): África, Américas, Mediterrâneo Oriental, 

Sudeste da Ásia e Pacífico Ocidental (WHO, 2009). A cada ano, ocorrem aproximadamente 50 

milhões de infecções e 500.000 hospitalizações com complicações causadas pela dengue, na 

maioria das vezes com fenômenos hemorrágicos e 20.000 mortes principalmente de crianças 

(GUZMAN et al., 2010). Segundo dados do Ministério da Saúde, desde fevereiro de. 2020, início 

da pandemia por COVID-19 no Brasil, os registros de casos prováveis e óbitos por dengue estao 

diminuindo em todo o país (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021). Essa diminuição pode ser 
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consequência de subnotificações ou atrasos nas notificações causados pela mobilização das equipes 

de saúde para o enfrentamento da pandemia da COVID-19. Dados da Organização Pan-americana 

de Saúde, mostram que no ano de 2020 foram registrados mais de 2 milhões de casos de dengue 

nas américas (PAHO, 2020).  

1.4.1 A infecção pelo vírus da dengue  

Em humanos, o DENV passa por um período de incubação intrínseca que pode durar de 4 

a 7 dias. A infecção pelo DENV pode ser assintomática ou causar um quadro de doença febril 

moderado e autolimitante, geralmente acompanhado de exantemas e, por fim, evoluir para um 

conjunto de alterações fisiológicas sistêmicas, como ativação exacerbada do sistema complemento, 

complicações vasculares, alterações hematopoiéticas, trombocitopenia e comprometimento 

hepático (GUZMAN; HARRIS, 2015). 

Do ponto de vista clínico, a dengue pode ser dividida em três fases: febril, crítica e de 

recuperação. A fase febril é acompanhada por mialgia, artralgia, dor retro orbital e exantema 

máculo-papular. A maioria dos pacientes evolui para a fase de recuperação em cerca de 8 dias, 

entretanto alguns evoluem para a fase crítica que pode ter ou não os sinais de alarmes (e.g. vômito 

persistente, sangramento de mucosa, dor abdominal intensa). A forma grave da dengue se manifesta 

com extravasamento de líquidos, choque, hemorragias graves e falência múltipla dos órgãos, 

podendo ser fatal (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2011). 

Além de reposta imune inata, a infecção por DENV também leva à ativação de resposta 

humoral. A resposta humoral induzida por DENV pode exercer proteção ao indivíduo, mas também 

pode atuar como um catalisador da evolução clínica para a forma mais grave da doença. Durante a 

infecção primária, os anticorpos neutralizantes que reconhecem epitopos específicos da proteína 

viral E são os responsáveis pela imunidade sorotipo-específica mais potente (DE ALWIS et al., 

2012). Enquanto a infecção primária confere proteção duradoura contra a reinfecção por um 

sorotipo homólogo ou proteção por até 6 meses contra a infecção por um sorotipo heterólogo, a 
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segunda infecção quando ocorre por um sorotipo diferente da primeira traz um risco maior de 

evolução para a forma grave da dengue (RICO-HESSE, 2003). 

Apesar dos diversos estudos sobre a patogênese da dengue, ainda não se tem o completo 

conhecimento a cerca de todos os fatores que podem levar à forma grave da doença, porém, sabe-

se que a progressão da doença é dependente das características imunológicas e genéticas do 

indivíduo, bem como da existência de doenças de base e virulência da cepa viral (GUZMAN et al., 

2016; SUWANMANEE; LUPLERTLOP, 2017).   

 

1.5 O vírus Zika 

O vírus Zika foi isolado pela primeira vez em 1947 na floresta de Zika em Uganda, a partir 

de amostra de macacos rhesus (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). Desde então, poucos relatos 

da infecção por ZIKV ocorreram, ficando restrito ao continente Africano e ao sudeste da Ásia 

(WIKAN; SMITH, 2016). 

Cerca de seis décadas após ser isolado pela primeira vez, o ZIKV causou a primeira grande 

epidemia fora da Ásia e África em 2007, quando foram confirmados 108 casos de infecção pelo 

ZIKV e nenhuma morte, nas Ilhas Yap, pertencente à Micronésia(DUFFY et al., 2009; 

LANCIOTTI et al., 2008). Em 2013, o ZIKV causou um surto na Polinésia Francesa (CAO-

LORMEAU et al., 2014) e em maio de 2015, o primeiro caso autóctone de infecção pelo vírus Zika 

foi registrado no Brasil. A partir desse ano, o vírus se alastrou pela América do Sul e Caribe até 

chegar aos Estados Unidos em 2016 (POSSAS, 2016).  A partir das Américas, o vírus alcançou 

distribuição mundial devido a fatores como a ampla distribuição e adaptação do mosquito vetor e 

as viagens e o comércio intercontinentais associados à população susceptível à infecção (MAYER; 

TESH; VASILAKIS, 2017). 

 A principal forma de transmissão do ZIKV é através da picada da fêmea de mosquitos 

Aedes sp. principalmente aa espécies Aedes aegypti e albopictus, contudo, diferente da maioria dos 

flavivírus, o ZIKV pode ser transmitido de humano para humano, mesmo que de maneira 
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minoritária, de maneira independente do vetor invertebrado, pela via materno-fetal e sexual 

(BARJAS-CASTRO et al., 2016; FOY et al., 2011; HOLTZMAN; GOLDEN; SHEFFIELD, 2018). 

Essa capacidade pode ser reflexo da relativa estabilidade do vírus em diferentes fluidos corporais, 

muito embora ainda seja preciso estabelecer como essa acentuada estabilidade está relacionada a 

esse tipo de transmissão (PIERSON; DIAMOND, 2020). 

O ZIKV é classificado em duas linhagens: Africana e Asiática/Americana. As epidemias 

recentes associadas a grave comprometimento neurológico e anomalias congênitas foram causadas 

pelo espalhamento da linhagem Asiática/Americana do ZIKV vindo do sudeste da Ásia 

(LANCIOTTI et al., 2008, 2016). A partir de análises filogenéticas feitas com o genoma completo 

do ZIKV indicam que linhagem Asiática/Americana pode ser ainda dividida em três subtipos: 

Americano, Pacífico e do Sudeste Asiático (HASHIMOTO et al., 2017; PETTERSSON et al., 

2016). 

A associação entre a infecção pelo ZIKV e a microcefalia começou a ser delimitada a partir 

de evidências de manifestações clínicas da doença causada pelo vírus e dos achados laboratoriais 

tanto nas gestantes quanto nos recém-nascido ou detecção do vírus em natimortos (WU et al., 2016). 

Entretanto, com estudos avançados de tomografia computadorizada e ressonância magnética foi 

possível observar, não só a microcefalia, mas atrofia cerebral, calcificação intra cranial, assimetria 

dos hemisférios cerebrais além de más-formações do desenvolvimento cortical e alterações 

laboratoriais mostrando que se tratava de uma síndrome congênita causada pelo ZIKV (WANG; 

LING, 2016). 

Semelhante aos dados epidemiológicos observados para dengue, no Brasil, desde o início 

da pandemia de COVID-19, observa-se grande redução dos registros de casos de infecção por ZIKV 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021). Os dados epidemiológicos do final de 2019, anterior ao início 

da pandemia de COVID-19, mostram que foram relatados casos de transmissão autóctone de ZIKV 

em 87 países, apesar da incidência da infecção por ZIKV ter caído substancialmente desde seu pico 
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em 2016. (OMS, 2019).  Apesar da redução dos números, o ZIKV é um vírus potencialmente 

reemergente e para o qual não dispomos de medicamentos ou vacinas licenciados. 

1.5.1 A infecção pelo vírus Zika 

O ZIKV tem um período de incubação extrínseca que dura de 4 a 5 dias no hospedeiro 

humano. A infecção pelo ZIKV pode ser assintomática ou resultar em uma sintomatologia 

moderada com doença febril, dor retro orbital, conjuntivite, rash cutâneo maculopapular pruginoso, 

artralgia e dor nas articulações (ABUSHOUK; NEGIDA; AHMED, 2016). A infecção pelo ZIKV 

também pode estar associada à incidência de Síndrome de Guillain-Barré (SGB), provavelmente 

por indução ou mimetismo de reação autoimune provocada pelo vírus (ARAUJO; FERREIRA; 

NASCIMENTO, 2016). 

Entretanto, os quadros mais graves estão associados à transmissão do ZIKV via 

transplacentária, durante a gestação, podendo causar abortos, natimortos e a síndrome congênita do 

vírus Zika com consequências que abrangem microcefalia e demais alterações neurológicas como 

lisencefalia, alterações no corpo caloso e calcificações intracelulares, porém os mecanismos não 

estão elucidados (BRASIL et al., 2016; WANG; LING, 2016). Complicações neurológicas em 

adultos também estão associadas à infecção pelo ZIKV como encefalomielite (ROTH et al., 2017).  

O ZIKV infecta primeiramente as células susceptíveis e permissivas localizadas próximas 

ao local da inoculação do vírus no hospedeiro mamífero, como os fibroblastos da derme e as células 

dendríticas da epiderme, seguido de replicação nos linfonodos regionais e, então se dissemina pela 

corrente sanguínea até alcançar órgãos e tecidos pelos quais tenha tropismo (HAMEL et al., 2015b; 

PIERSON; DIAMOND, 2020).  

Entretanto, resultados recentes apontam que a má formação dos tecidos cerebrais e 

comprometimento do desenvolvimento neuronal podem ser resultado direto da infecção de células 

progenitoras neuronais onde o vírus induz diminuição da neurogênese e inflamação persistente 

(GARCEZ et al., 2017; LIMA et al., 2019).  
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1.6. O controle da infecção pelo vírus da dengue e vírus Zika 

O tratamento para infecções pelo vírus da dengue e/ou vírus Zika é baseado na terapia de 

suporte à sintomatologia do paciente e não específico contra os vírus, pois ainda não temos, até o 

momento, fármacos licenciados, capazes de controlar a replicação viral para serem utilizados em 

humanos (PIERSON; DIAMOND, 2020) O manejo terapêutico do paciente com as formas mais 

graves da dengue, por exemplo, consiste no monitoramento do quadro clínico e parâmetros 

hematológicos e bioquímicos, hidratação para controle dos fluídos e tratamento paliativo com 

analgésicos e antitérmicos de acordo com os sintomas apresentados (OMS, 2011). Enquanto pra 

infecção sintomática do ZIKV, o tratamento é baseado no uso de medicamento para controle da 

febre (e.g acetaminofeno e dipirona) e anti-histamínicos para o caso de haver erupções pruriginosas 

(KLITZKE et al., 2016). 

Esforços para controle e prevenção da infecção pelo DENV levaram ao desenvolvimento 

de uma vacina aprovada em 2015 (Dengvaxia®) para ser usada em pacientes de 9 a 45 anos. Trata-

se de uma vacina tetravalente, com 4 formas recombinantes dos sorotipos do DENV (DENV1-4) e 

o vírus atenuado da vacina da febre amarela (17D204) (HUANG et al., 2013). Apesar dos esforços, 

a eficácia dessa vacina ainda está abaixo do nível considerado como satisfatório para os sorotipos 

2 e 4 do DENV e também está associada com risco elevado de hospitalização em crianças abaixo 

de 9 anos (AGUIAR;HALSTEAD; STOLLENWERK, 2016). 

Para o ZIKV, as estratégias para o desenvolvimento de uma vacina preventiva envolvem 

diversas abordagens moleculares como vírus vivo atenuado, vacina baseada em ácido nucleico, com 

vetores vivos e nanopartículas (WHO, 2016). Também aparece como estratégia de prevenção a pré-

imunização com anticorpos neutralizantes isolados de pacientes com infecção por ZIKV, mostrando 

eficácia em reduzir a transmissão transplacentária em estudos feitos em camundongos 

(SAPPARAPU et al., 2016). Dentre essas abordagens, a única que recebeu aprovação para realizar 

estudos clínicos de fase I até o momento foi a utilização de vacina de DNA (LAROCCA et al., 

2016; MORRISON, 2016). 
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Apesar de a vacinação ser uma medida interessante para o controle e prevenção da infecção 

por esses flavivírus, a possibilidade de reação cruzada e agravamento da infecção tanto por 

anticorpos anti-DENV quanto por anti-ZIKV é um fator limitante no desenvolvimento dessa 

estratégia (SINGH et al., 2017).  

Além do desenvolvimento de vacinas e estratégias de prevenção da infecção por esses 

vírus, também é importante focar em estudos que busquem intervenção farmacológica que impeça 

etapas importantes do ciclo replicativo viral. Nesse sentido, diferentes abordagens têm sido 

empregadas para a identificação de um composto efetivo contra esses vírus, dentre elas, o uso de 

fármacos que impedem a entrada do vírus na célula se ligando ao sítio de ligação da proteína E do 

envelope viral (NEYTS et al., 2012), ou inibindo possíveis receptores da célula hospedeira 

(RICHARD et al., 2005; TABATA et al., 2016). Outra abordagem são os fármacos que têm como 

alvo as proteínas não estruturais como NS3, NS5 (MASTRANGELO et al., 2012; BYRD et al., 

2013), e NS2B/NS3 (YIN et al., 2006; STOERMER et al., 2008; TOMLINSON; WATOWICH, 

2012). 

 
1.7 Coronavírus e o SARS-CoV-2   

O SARS-CoV-2 pertence ao gênero dos Betacoronavirus, subfamília Orthocoronavirinae, 

da família Coronaviridae. Essa família é caracterizada por vírus envelopados que possuem como 

genoma um RNA simples fita de polaridade positiva (ssRNA+) não segmentado, assim como todos 

os vírus da ordem Nidovirales, e grandes espículas contornando a partícula viral. Seus genomas são 

os maiores dentre os vírus de RNA, com 26 a 32 kilobases, e possuem organização genômica 

semelhante entre si, além de compartilhar estratégias de expressão dos genomas (SU et al., 2016). 

Dentro dos Orthocoronavidae existem dois principais gêneros de interesse humano: 

Alphacornonaviridae e Betacoronaviridae. Existem, ao todo, 7 coronavírus capazes de infectar 

humanos e causar doença (MALIK, 2020). 
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HCoV-229E e HCoV-NL63 são alphacoronavirus que infectam humanos e responsáveis por 

causar resfriados comuns. O primeiro, descoberto em 1966, foi isolado do trato respiratório de 

pacientes na busca por agentes causadores de resfriado comum (HAMRE; PROCKNOW, 1966), 

causa sintomas característicos de uma infecção viral moderada e está distribuído por todo o mundo, 

sendo comum o aumento de casos no inverno. Já o segundo, também com distribuição global e que 

causa sintomas de resfriado comum, foi isolado em 2004 e acomete principalmente crianças, idosos 

e imunossuprimidos (VAN DER HOEK et al., 2004; SU et al., 2016). 

Os betacoronavírus que infectam humanos são: HCoV-OC43, HCoV-HKU1, SARS-CoV, 

MERS-Cov e, mais recentemente, o SARS-CoV-2. O primeiro foi isolado em 1967 e o segundo em 

2005 (WOO et al., 2005). Ambos, assim como os alphacoronavirus, também causam doenças com 

sintomas de resfriado comum, indistinguíveis entre si. Tanto SARS-CoV quanto MERS-CoV se 

destacaram dos outros coronavírus de humanos por causarem infecções mais graves e terem gerado 

episódios pandêmicos. 

O SARS-CoV é o agente etiológico da doença denominada SARS (Severe Acute 

Respiratory Syndrome). O evento de spillover, ocorreu em 2002 em um mercado vivo na província 

chinesa de Guangdong, levando a um posterior surto em Hong Kong. Ao todo, 4 países foram 

afetados durante 9 meses pela pandemia causada por esse coronavírus. A infecção por SARS-CoV 

difere das infecções causados por outros coronavírus por apresentar sintomas mais graves e maior 

taxa de caso fatalidade. Durante toda a pandemia, foram registrados 8273 casos e 775 mortes, 

resultando em uma taxa de mortalidade de 9%. Os casos foram contidos com quarentena local, e 

casos isolados ocorreram posteriormente (RABAAN et al, 2020, SU et al, 2016). 

O MERS-CoV é o agente etiológico da doença denominada MERS (Middle East 

Respiratory Syndorme). Os sintomas também são mais graves, como falência renal e peneumonia, 

podendo levar à morte. O MERS-CoV foi isolado de um paciente na Arábia Saudita em 2012, e até 

2014, foram estimados 855 casos e 333 mortes, resultando em uma taxa de 40% de mortalidade 

(CHAFEKAR; FIELDING, 2018). 
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A partícula viral de um coronavírus possui 4 estruturas comuns a todos os vírus dessa 

família: a espícula, que é a proteína de superfície ou spike (S) que se encontra inserida no envelope 

viral; a proteína transmembrana estrutural M que é integral do envelope viral e a proteína 

transmembrana do envelope (E); e o nucleocapsídeo, composto pela proteína do Nucleocapsídeo 

(N) diretamente associada ao genoma viral (FEHR; PERLMAN, 2015). 

Essas 4 proteínas estruturais têm seus genes localizados no último terço do genoma, uma 

região com cerca de 10kb, junto com genes de proteínas acessórias. As proteínas acessórias são 

parte da identidade de cada vírus da família Coronaviridaee, embora não sejam necessárias para a 

replicação in vitro, contribuem para a patogênese (WANG et al., 2020b). Os primeiros dois terços 

do genoma são ocupado pela ORF1a ORF1b, que codificam para várias 16 proteínas não estruturais, 

NSPs, que compõem o complexo de replicação. Nas extremidades, o genoma possui a região 

5’UTR e 3’ UTR, além de ser capeado na extremidade 5′ e poliadenilado na extremidade 3′ (FEHR; 

PERLMAN, 2015; KIM et al., 2020). 

 A entrada do vírus na célula ocorre através da interação da proteína viral spike (S) com o 

seu receptor, que pode variar entre os coronavírus, e essa interação deflagra o processo de 

endocitose. É importante salientar que, embora o vírus entre por endocitose na célula, ele ganha 

acesso ao citoplasma com a fusão de membranas que ocorre com as vesículas endocíticas. 

(BURKARD et al., 2014; HU et al., 2021). Assim como SARS-CoV e HCov-NL63, o SARS-CoV-

2 utiliza o receptor de angiotensina 2 (ACE-2) como receptor de entrada na célula (HOFFMANN 

et al., 2020; RASTOGI et al., 2020). 

A proteína S é clivada no citoplasma, durante a biogênese das partículas virais, por furinas 

celulares em 2 subunidades, S1 e S2. A subunidade S1 é responsável pela ligação ao receptor do 

vírus, enquanto S2 promove a fusão com a membrana da célula hospedeira. Essa fusão é deflagrada, 

após a ligação de S1 com o receptor, a partir da clivagem de S2 por proteases celulares (serino 

protease transmembranares; ou do interior do endossoma Catepsinas B/L). Esse processo induz 

mudanças conformacionais no complexo S1\S2 e permite a fusão da membrana viral à membrana 
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do endossoma. No caso do SARS-CoV e do SARS-CoV-2, a protease encarregada de clivar S2 é 

uma serina protease transmembanar do tipo II, ou TMPRSS2 (GLOWACKA et al., 2011; 

HOFFMANN et al., 2020). Para o SARS-CoV-2, outras proteases podem desempenhar esse papel, 

como a própria furina, podendo ainda ser auxiliada pela tripsina (WALLS et al., 2020; XIA et al., 

2020). 

Uma vez no citoplasma, o RNA genômico viral é diretamente conduzido para a tradução. 

As ORF1a e ORF1b codificam duas poliproteínas, pp1a e pp1b respectivamente, que são 

proteoliticamente clivadas para produzir as NSPs (CHEN; YIU; WONG, 2020; KUMAR et al., 

2020b). Dentre as NSPs está RNA polimerase dependente de RNA (RpRd) do vírus. Uma 

particularidade dos vírus dessa família é que sua RpRd possui capacidade de revisão de bases, 

atividade exonucleoase, o que reduz a taxa de mutação e permite a esses vírus ter um genoma RNA 

mais extenso comparado aos outros vírus de RNA (GAO et al., 2020). 

A RpRd sintetiza, a partir do RNA genômico, a fita negativa de RNA complementar que 

servirá como molde para produzir mais fitas positivas, no processo de replicação do genoma, e os 

RNAs subgenômicos (RNAsg). Esses RNAsg também são capeados em 5′ e poliadenilados em 3′ 

e são transcritos por sequencias de regulação da transcrição, permitindo a transcrição descontínua 

(KIM et al., 2020; SAWICKI; SAWICKI; SIDDELL, 2007). As proteínas acessórias e as estruturais 

são sintetizadas a partir da tradução desses RNAsg. 

As proteínas do nucleocapsídeo encapsulam o RNA genômico que é direcionado para o 

retículo endoplasmático junto com as outras proteínas estruturais, S, M e E. A montagem de novas 

partículas ocorre no complexo de Golgi e são liberadas da célula por exocitose (Figura 10) (FEHR; 

PERLMAN, 2015; RASTOGI et al., 2020; V’KOVSKI et al., 2021a).  
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Figura 10 Ciclo replicativo dos coronavirus. As partículas dos coronavírus se ligam a fatores de acoplamento 
celulares e fazem interações específicas entre a proteína viral S e receptores celulares (como ACE-2). Além disso, junto 
com fatores do hospedeiro (como a serino protease de superfície celular TMRPSS2), promovem a adosorção e entrada 
do vírus na célula por fusão com a membrana celular ou do endossoma. Após a entrada, a liberação e desempacotamento 
do RNA genômico viral, ele será disponibilizado para a tradução imediata de duas ORFs: ORF1a e ORF1b, resultado 
nas poliproteínas pp1a e pp1ab que são processadas co e pós-traducionalmente em proteínas não estruturais, NSPs, 
invididuais que irão compor o complexo de replicação e transcrição. Ao passo que acontece a expressão das NSPs, 
ocorre a biogênese de organelas para a replicação viral que consistem em vesículas de dupla membrana (DMVs), 
membranas convolutas (CMs) e esferas pequenas abertas de membrana dupla (DMSs) que criam um microambiente 
protegido para a replicação genômica do RNA viral e transcrição dos RNAm subgenômicos (RNAm sg). As proteínas 
estruturais expressas a partir dos RNAm sg translocam através de membranas do retículo endoplasmático (RE) e 
transitam através do compartimento intermediário entre o ER e o Complexo de Golgi (ERGIC), onde interagem com 
proteína N-encapsidada e RNA genômico recém-sintetizado resultando em brotamento no lúmen de compartimentos 
de vesículas secretórias. Finalmente, os vírions são secretados das células infectadas por exocitose. Adaptado de 
V′Kovskiet al., 2020. 
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1.7.1 A COVID-19  

A doença causada pelo SARS-CoV-2, COVID-19 (do inglês, coronavirusdisease 2019), 

já fez mais de 4 milhões de vítimas fatais no mundo todo desde o início da pandemia em dezembro 

de 2019. A alta eficiência da transmissão viral pelo contato com fluidos respiratórios infectados, 

facilitou a dispersão do vírus para todas as partes do mundo. Estamos vivendo uma pandemia sem 

precedentes na história com graves consequências para a saúde publica e economia mundial. 

Apesar do SARS-CoV-2 ser um vírus respiratório, tendo como sítio primário da infecção 

as células epiteliais do trato respiratório superior, a COVID-19 é uma doença sistêmica e 

multifacetada e a compreensão da sua patogênese é importante para nortear condutas de manejo 

clínico e terapêuticas (RAMOS-CASALS; BRITO-ZERÓN; MARIETTE, 2021). O indivíduo com 

a COVID-19 pode ser assintomático, apresentar sintomas inespecíficos leves ou moderados de uma 

síndrome gripal (80% dos casos), ou evoluir para a forma grave da doença com relevante 

comprometimento da fundão pulmonar (14% dos casos), e ainda em 5% dos casos o indivíduo entre 

na fase crítica podendo ir a óbito por síndrome da angústia respiratória aguda (SARA) e falência 

respiratória, na maioria dos casos de óbito, entretanto falência múltipla dos órgãos tem sido relatada 

com frequência (WU et al., 2020). 

A partir da replicação viral no sítio primário da infecção, o SARS-CoV-2 migra para o 

trato respiratório inferior chegando aos alvéolos pulmonares, onde induz potente resposta 

inflamatória, levando a uma desregulação relacionada ao sistema imunológico, chamada síndrome 

de liberação de citocinas (cytokine release syndrome) com elevada liberação de citocinas e outros 

mediadores inflamatórios tendo como consequência principal o desencadeamento de inflamação 

sistêmica associado à falência múltipla de órgãos e alta mortalidade (MEHTA et al., 2020; 

RODRIGUES et al., 2021).   

Até o momento a única terapia medicamentosa para o tratamento da COVID-19 foi 

aprovada pelo FDA para uso em caráter de emergencial. O Remdesivir é um CAH-ProTide análogo 
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de adenosina de uso limitado à administração via endovenosa e indicado apenas para pacientes 

internados que apresentem as formas mais graves da doença (RUBIN et al., 2020). 
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2 JUSTIFICATIVA 

Devido a necessidade de novas abordagens terapêuticas para prevenção e tratamento das 

infecções pelo vírus da dengue (DENV) e o vírus Zika (ZIKV), pesquisas que envolvem produção 

de vacinas e síntese de novas drogas estão sendo desenvolvidas como potenciais terapias antivirais 

(BERNATCHEZ et al., 2020; HALSTEAD, 2018; KAPTEIN; NEYTS, 2016; TIAN et al., 2018). 

Recentemente, uma vacina contra o DENV foi desenvolvida (CYD-TDV, Sanofi-Pasteur) e 

aprovada (HALSTEAD; RUSSELL, 2016; ROBINSON; DURBIN, 2017). Entretanto, essa vacina 

tem indicação de uso limitado, uma vez que ela não pode ser administrada a pessoas que não foram 

previamente infectadas. Uma série de tentativas de desenvolvimento de vacinas para a infecção 

pelo ZIKV foram iniciadas e algumas das candidatas demonstraram imunogenicidade durante os 

testes clínicos de fase I, com pelo menos duas delas seguindo para fase II. Mesmo assim, nenhuma 

delas seguiu para fase III (GIRARD et al., 2020). 

Consequentemente, dado a circulação de ZIKV em regiões endêmicas para DENV e as 

semelhanças clínicas do início da infecção para ambos os vírus, o desenvolvimento de uma terapia 

baseada no uso de fármacos que podem ser utilizados como profiláticos, bem como para o 

tratamento das infecções por ZIKV e DENV seria de grande significância. Diversas tentativas têm 

sido feitas para o desenvolvimento das chamadas smallmolecules, tanto como inibidores não 

específicos, quanto como inibidores específicos da replicação do DENV (TIAN et al., 2018). 

Todavia, até o momento nenhum desses inibidores foi aprovadopara uso na clínica, seja 

devido ao perfil de toxicidade acima do aceitável, seja por ausência de eficácia (TIAN et al., 2018). 

Algumas dessas moléculas candidatas também foram testadas contra ZIKV, mas também com 

baixo potencial para uso clínico(BERNATCHEZ et al., 2020). Recentemente, o pró-fármaco 

Sofosbuvir, um pró-nucleotídeo análogo de uridina, aprovado pela agência regulatória Americana 

FDA para o tratamento da infecção pelo HCV, mostrou-se capaz de inibir a replicação de DENV e 

ZIKV in vitro com EC50 variando de 1,4 µM a 9,9 µM (BULLARD-FEIBELMAN et al., 2017; 
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MESCI et al., 2018; XU et al., 2017). Entretanto, o Sofosbuvir tem ação direcionada ao fígado e 

essa característica pode limitar a sua capacidade inibitória da replicação de DENV e ZIKV em 

outros tecidos. 

O atual cenário globalizado marcado por contínua migração humana juntamente com o 

fato de que o SARS-CoV-2 pode ser transmitido de maneira eficiente através do contato entre 

humanos facilitou seu espalhamento. A doença causada pelo SARS-CoV-2 (COVID-19), declarada 

pela OMS como um problema de saúde pública de interesse internacional, já fez mais de 4 milhões 

de vítimas fatais no mundo todo. O cenário atual da pandemia reflete o potencial de emergência de 

novos vírus, e ainda que tenhamos vacinas, é necessário que sejam feitas pesquisas que visam o 

desenvolvimento de terapias medicamentosas. 

Apesar dos avanços, o único medicamento aprovado, para uso em caráter emergencial, 

para o tratamento da COVID-19 é o Remdesivir, um análogo de adenosina de uso limitado à 

administração via endovenosa e indicado apenas para pacientes internados que apresentem as 

formas mais graves da doença (RUBIN et al., 2020). As vacinas licenciadas para prevenção da 

infecção pelo SARS-CoV-2 possuem variação entre suas eficácias, soma-se a isso a dificuldade de 

se fazer medidas de contenção, como distanciamento social, de forma efetiva e a grande dificuldade 

na logística de distribuição global de vacinas, comprometendo o acesso a elas principalmente nos 

países em desenvolvimento. 

Sendo assim, existe uma significativa necessidade, ainda não alcançada, para o 

desenvolvimento de abordagens antivirais para o tratamento das infecções por DENV, ZIKV e 

SARS-CoV-2. 

Os compostos pró-nucleotídeos utilizados aqui são todos análogos de guanosina, mas 

diferem em seu mecanismo de ação. Os compostos UMN-1002 e UMN-1002 são derivados 

estruturais do análogo de nucleosídeo 2′-C-β-Metilguanosina e compartilham o mecanismo de ação 

atuando como inibidores da RNA polimerase dependente de RNA dos vírus Zika e Dengue, por 

tanto, são antivirais de ação direta. Os compostos 4Ei-10 e 4Ei-11 são análogos de cap (Me7-GTP), 
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e atuam através da ligação e sequestro do fator eucariótico de iniciação da tradução eIF4E, 

impedindo a iniciação da tradução pela via dependente de cap. Como esses vírus possuem a 

estrutura cap na extremidade 5′ de seus genomas, entende-se que eles utilizam a via canônica 

dependente de cap para a síntese das suas proteínas. Dessa forma, investigaremos os compostos 

4Ei-10 e 4Ei-11 através de sua atividade como antivirais de ação indireta. 

O Efavirenz é um inibidor da transcriptase reversa do HIV-1 não análogo de nucleosídeo 

para o qual já existem evidências pré-clínicas de uso para o tratamento de outras doenças não 

relacionadas a infecções virais (COSTA et al., 2016; HECHT et al., 2017; PETROV et al., 2019). 

A existência de evidências obtidas por análise computacional de interação droga-alvo entre o EFV 

e proteínas do SARS-CoV-2, além de dados do nosso grupo que apontam atividade do EFV contra 

Chikungunya in vitro e in vivo nos levaram a testar a eficácia desse fármaco na infecção por SARS-

CoV-2. 
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3 OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo geral 

Investigar a atividade antiviral dos compostos pró-nucleotídeos (ProTides) inibidores da 

polimerase viral UMN-1001, UMN-1002 e o análogo de nucleosídeo parental 2′-C-β-

Metilguanosina contra ZIKV e DENV. Investigar a atividade antiviral dos compostos pró-

nucleotídeos antagonistas de eIF4E 4Ei-10 e 4Ei-11 contra ZIKV e SARS-CoV-2 e investigar a 

potencial atividade do Efavirenz contra SARS-CoV-2. 

 

3.2 Objetivos específicos 

• Determinar o perfil citotóxico e os parâmetros farmacológicos dos compostos investigados 

contra DENV-2, ZIKV e SARS-CoV-2. 

• Verificar a atividade antiviral de UMN-1001, UMN-1002 e 1 contra DENV e ZIKV em 

células Vero, HBMEC e SH-Sy5y. 

• Confirmar a necessidade da atividade enzimática de Hint1 na ativação dos compostos 

ProTides UMN-1001 e UMN-1002. 

• Investigar a atividade dos compostos UMN-1001, UMN-1002 e 1 contra o ZIKV in vivo. 

• Verificar a atividade antiviral de 4Ei-11 contra ZIKV em células HEK293 e SH-Sy5y. 

• Investigar a atividade antiviral de 4Ei-10 e 4Ei-11 contra SARS-CoV-2 em células Calu-3. 

• Verificar a atividade do Efavirenz contra isolados do SARS-CoV-2 de diferentes linhagens 

em modelos celulares relevantes à patogênese da infecção.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 Culturas de células 

Linhagem celular de endotélio microvascular cerebral humano (HBMEC), cedidas pelo 

Dr. Dennis J. Grab (The Johns Hopkins University, MD, USA) foram mantidas em Meio 199 

(ThermoFisher, EUA), pH 7,4 e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (ThermoFisher, 

EUA). 

Células Vero (obtidas do ATCC® CCL81™) e Vero E6 (VERO C1008, Vero 76, clone E6, 

ATCC CRL-1586), linhagem celular de epitélio de rim de macaco verde africano, foram mantidas 

em DMEM (Dulbecco’sModifiedEagle’sMedium- ThermoFisher, EUA), pH 7,2, suplementado 

com 10% de SFB (ThermoFisher, EUA), 0,75% de bicarbonato de sódio, 100U/mL de penicilina e 

100µg/mL de estreptomicina (Invitrogen, EUA). 

Células BHK (baby hamster kidney) foram cultivadas em 𝛼-MEM (Alpha- 

MinimumEssentialMedium) (Applied Biosystems, EUA), suplementado com 10% de SFB 

(ThermoFisher), 100U/mL de penicilina e 100µg/mL de estreptomicina (Invitrogen, EUA). 

Células derivadas de neuroblastoma humano (SH-Sy5y), gentilmente cedidas pelo Dr. 

Amílcar Tanuri, (Instituto de Biologia, UFRJ), foram cultivadas em DMEM/F-12 (1:1) 

(ThermoFisher).  

Células C6/36 (linhagem celular de mosquito Aedes albopictus), gentilmente cedidas pela 

Dra. Andrea T da Poian (Instituto de Bioquímica Médica, IBqM, UFRJ) foram mantidas a 28°C em 

incubadora BOD (SOLAB), em meio Leibovitz (L-15) (ThermoFisher, EUA), pH 7,3, 

suplementado com 5% de SFB (ThermoFisher, EUA), 3% triptose fosfato (ThermoFisher, EUA), 

7,5% de bicarbonato de sódio (ThermoFisher, EUA), 2% de L-glutamina, aminoácidos não 

essenciais 0,2 mM (ThermoFisher, EUA) e 1% de gentamicina 10 mg/ml (ThermoFisher, EUA). 

Células derivadas de hepatocarcinoma celular humano, Huh-7, (obtidas do JCRB cell bank 

0403) foram mantidas em DMEM (Dulbecco’sModifiedEagle’sMedium- ThermoFisher, EUA), pH 

7,2, suplementado com 10% de SFB (ThermoFisher, EUA), 0,75% de bicarbonato de sódio, 

100U/mL de penicilina e 100µg/mL de estreptomicina (Invitrogen, EUA). 
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Células de rim embrionado humano, HEK 293, (obtidas do ATCC CRL-1573) foram 

mantidas em DMEM (ThermoFisher, EUA), pH 7,2, suplementado com 10% de SFB, 100U/mL de 

penicilina e 100µg/mL de estreptomicina (Invitrogen, EUA). 

Células epiteliais de adenocarcinoma de pulmão humano, Calu-3, (obtidas do ATCC HTB-

55) foram mantidas em DMEM baixa glicose (ThermoFisher, EUA), pH 7,2, suplementado com 

10% de SFB, 100U/mL de penicilina e 100µg/mL de estreptomicina (Invitrogen, EUA). 

Células de leucemia monocítica aguda humana, THP-1, (obtidas do ATCC TIB-202) 

foram mantidas em meio Roswell Park Memorial Institute-1640 (RPMI-1640; ThermoFisher, 

EUA) suplementado com 10% de SFB, 100U/mL de penicilina e 100µg/mL de estreptomicina 

(Invitrogen, EUA). 

Todas as células, com exceção das células C6/36, foram mantidas em estufa a 37°C com 

5% de CO2. 

 

4.2 Isolamento de monócitos humanos 

Amostra de sangue de dois doadores diagnosticados como negativo para a infecção por 

SARS-CoV-2 foi obtida através do Serviço de Hemoterapia do Hospital Universitário Clementino 

Fraga Filho (HUCFF) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). O protocolo do estudo 

foi aprovado pelo Comitê de Ética Experimental da UFRJ (no. 105/07). A partir da camada leuco-

plaquetária (buffy coat), as células sanguíneas mononucleares periféricas (PBMC, do inglês 

Peripheral Blood Mononuclear Cells) foram obtidas por centrifugação utilizando Histopaque-1077 

(Sigma-Aldrich) seguindo as recomendações do fabricante. O PBMC isolado foi cultivado em meio 

RPMI suplementado com 10% de SFB, 100U/mL de penicilina e 100µg/mL de estreptomicina 

(Invitrogen, EUA) por 2 horas a 37°C com 5% de CO2 para os monócitos aderirem à superfície da 

garrafa de cultura. Em seguida, o meio de cultura foi removido junto com as células que não 

aderiram. Os monócitos foram soltos da superfície da garrafa com tripsina (ThermoFisher, EUA), 

contados e infectados com SARS-CoV-2 logo em seguida por spinoculation. 
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4.3 Vírus 

4.3.1 Vírus da dengue e Zika vírus 

A cepa Asiática 16681 do sorotipo 2 do vírus da dengue (DENV2) foi gentilmente cedida 

pela Dra. Andrea T. Da Poian (Instituto de Bioquímica Médica, IBqM, UFRJ). A amostra de vírus 

Zika (KX197192) foi isolada de um paciente em Pernambuco/BR (ZIKV-BRPE243) e gentilmente 

cedida pelo Dr. Ernesto T. A. Marques Jr. (Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, FIOCRUZ, 

Pernambuco). Os vírus foram propagados em células C6/36 em meio L-15. Quando as células 

atingiram 70% de confluência, o meio metabolizado foi removido da garrafa, em seguida as células 

foram lavadas com PBS 1X (phosphatebuffered saline [NaCl 136 mM; KCl 2,6 mM; Na2HPO4 11,6 

mM; KH2PO2 2,3 mM]) e incubadas com DENV2 ou ZIKV-BRPE em uma multiplicidade de 

infecção (MOI) de 0,05 e 0,01, respectivamente, em um volume de 5 ml de meio L-15 sem SFB 

por 1 hora e 30 minutos a 28°C, com agitações suaves a cada 15 minutos de modo a permitir 

adsorção homogênea do vírus às células. Depois do período de incubação, as células foram 

novamente lavadas com PBS 1X e cultivadas em meio L-15 suplementado com 2% de SFB por 9 

dias em estufa a 28°C. Após esse período, o meio de cultura foi coletado e centrifugado (1.500 

RPM por 5 minutos) para remoção de debris celulares e filtrado em filtro de 0,22 μm e o 

sobrenadante contendo os vírus foi armazenado a -80°C. 

4.3.2 SARS-CoV-2 

Os experimentos com SARS-CoV-2 foram realizados com 3 isolados de diferentes linhagens a 

partir de amostras de swab de nasofaringe coletados de indivíduos sintomáticos coletadas no Centro 

de Testagem e Diagnostico de COVID-19 da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) 

Aprovado pelo comitê de ética do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho (CAAE: 

30161620.0.0000.5257). Os diferentes isolados são referidos nesse trabalho como: SARS-CoV-2 

545 (linhagem B.1.1.33), SARS-CoV-2 814 (linhagem P.2) e SARS-CoV-2 RJ1 (linhagem A2). 
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Para isolamento do RJ1, células Vero E6 foram cultivadas em garrafas T25 (75 cm2 de área de 

superfície) e mantidas a 37 °C e 5% CO2 até atingir confluência de 50%. No dia seguinte, as células 

foram infectadas com 250 μL do meio de transporte viral (contido no swab da nasofaringe) diluído 

em DMEM sem suplementação com SFB por 1 hr para permitir adsorção viral. Após essa 

incubação, o inóculo foi removido e adicionado DMEM suplementado com 5% de SFB. As células 

foram mantidas a 37 °C e 5% CO2 por 72 hrs. O meio de cultura foi coletado e filtrado através de 

um filtro de 0.22 µM (Merck Millipore) para remover os debris celulares. Os estoques virais foram 

armazenados em alíquotas a -80 °C. A quantidade de partículas virais infecciosas por mL dos 

estoques foi determinada através do ensaio de formação de placa e o RNA viral foi extraído e 

enviado para o Laboratório Nacional de Computação Científica (LNCC, Petrópolis, RJ) onde foi 

realizado o sequenciamento por next generation e identificado (no. de acesso GSAID). Os isolados 

SARS-CoV-2 545 e 814 foram sequenciados diretamente de amostras de swab de nasofaringe pelo 

LNCC ((VOLOCH et al., 2021). Na tabela 1 estão apresentadas as diferenças em aminoácidos de 

três regiões distintas do genoma dos isolados de SARS-CoV-2 utilizados nesse trabalho. 
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Tabela 1 Análise das mutações presentes nos isolados de SARS-CoV-2 utilizados no estudo 

  
Amostra 

(linhagem) Selvagem* RJ1 
(A2) 

545 
(B.33) 

814 
(P2) 

Gene Posição 
aminoácidos 

    

ORF1ab 110 H H H H 
419 K K K K 

1810 P P L P 
2089 E E E E 
3071 F Y F F 
3468 L L L V 
3610 A A A A 
3930 L L L F 
4502 W W W W 
4847 T I T T 
5158 S S S S 
5284 M M M M 
5541 T T T T 
5857 L L L L 
6016 S S S S 
6074 S S L S 
6802 H R R R 
6805 Q R R R 

S 22 T T T T 
68 I I I I 
80 D D D D 

138 D D H D 
197 I V I I 
484 E E E K 
614 D D G G 
846 A A A A 

1101 H H H H 
1176 V V V F 
1260 D D D D 

N 119 A A A S 
142 P P P P 
195 R R R R 
197 S L S S 
203 R R K K 
204 G G R R 
234 M M M I 
251 A A A A 
292 I I T I 
379 T T T T 
413 S S S S 
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Comparação entre os aminoácidos de três regiões do genoma do SARS-CoV-2 dos isolados utilizados no estudo em 
relação à linhagem selvagem WIV04. * Foi considerada a sequência hCoV-19/Wuhan/IVDC-HB-
05/2019|EPI_ISL_402121|2019-12-30 (n° de acesso no Gisaid: EPI_ISL_402121) como selvagem. 
 

4.4 Ensaio de formação de placa 

4.4.1 Titulação da partícula viral infecciosa de DENV2 

A titulação do DENV2 foi feita através da técnica de titulação por ensaio de placa. Células 

BHK foram cultivadas em placas de 24 poços (4x104 células/poço), em meio Alfa-MEM (Applied 

Biosystems, EUA), suplementado com 10% de SFB (ThermoFisher, EUA), 100U/mL de penicilina 

e 100µg/mL de estreptomicina (Invitrogen, EUA), e mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO2 

por 24 horas até atingir confluência de 70%. No dia seguinte, o meio foi removido e a monocamada 

foi incubada com 200 μl do inóculo de DENV2 em diluições seriadas na base 10. As placas foram 

incubadas por 1 hora a 37°C para adsorção viral. Em seguida, o inóculo foi removido e as placas 

foram lavadas duas vezes com PBS 1X para remover as partículas virais não adsorvidas. Após as 

lavagens, foi adicionado 1 ml de Alfa-MEM suplementado com 1% de carboximetilcelulose 

(CMC), 1% de SFB e 100U/mL de penicilina e 100µg/mL de estreptomicina. 

As placas foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO2 por 7 dias. Após esse período 

as células foram fixadas com formaldeído 10% em PBS 1X por 6 horas, em seguida o meio 

semissólido contendo CMC e formaldeído foi removido de cada poço por lavagem com água 

corrente. A formação da placa pelo vírus foi observada na monocamada de células através da 

coloração com solução de cristal violeta 1% em metanol 20%. As placas formadas pelo vírus foram 

expressas em Log das unidades formadoras de placa por ml (PFU/ml [Log]). 

4.4.2 Titulação da partícula viral infecciosa de ZIKV 

A titulação do ZIKV também foi feita através por ensaio de placa. Células Vero foram 

cultivadas em placas de 24 poços (4x104 células/poço), em meio DMEM (ThermoFisher, EUA), 

suplementado com 10% de SFB (ThermoFisher, EUA), 100U/mL de penicilina e 100µg/mL de 

estreptomicina (Invitrogen, EUA), e mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO2 por 24 horas até 
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atingir confluência de 70%. No dia seguinte, o meio foi removido e a monocamada foi incubada 

com 200 μl do inóculo de ZIKV-BRPE em diluições seriadas na base 10. As placas foram incubadas 

por 1 hora a 37°C para adsorção viral. Em seguida, o inóculo foi removido e as placas foram lavadas 

duas vezes com PBS 1X para remover as partículas virais não adsorvidas. Após as lavagens, foi 

adicionado 1 ml de DMEM suplementado com 1,5% de carboximetilcelulose (CMC), 1% de SFB 

e 100U/mL de penicilina e 100µg/mL de estreptomicina. 

As placas foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO2 por 5 dias. Após esse período 

as células foram fixadas com formaldeído 10% em PBS 1X por 6 horas, em seguida o meio 

semissólido contendo CMC e formaldeído foi removido de cada poço por lavagem com água 

corrente. A formação da placa pelo vírus foi observada na monocamada de células por coloração 

com solução de cristal violeta 1% em metanol 20%. As placas formadas pelo vírus foram expressas 

em Log das unidades formadoras de placa por ml (PFU/ml [Log]). 

4.4.3 Titulação da partícula viral infecciosa de SARS-CoV-2 

Células Vero E6 foram plaqueadas em placas de 12 poços e mantidas em meio DMEM 

(ThermoFisher, EUA), suplementado com 10% de SFB (ThermoFisher, EUA), 100U/mL de 

penicilina e 100µg/mL de estreptomicina (Invitrogen, EUA), e mantidas em estufa a 37°C com 5% 

de CO2 por 24 horas até atingir confluência de 100%. No dia seguinte, o meio foi removido e a 

monocamada foi incubada com 200 μl do inóculo de SARS-CoV-2 em diluições seriadas na base 

10. As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C para adsorção viral. Em seguida, o inóculo foi 

removido e as placas foram lavadas duas vezes com PBS 1X para remover as partículas virais não 

adsorvidas. Após as lavagens, foi adicionado 1 ml de DMEM suplementado com 1,4% de 

carboximetilcelulose (CMC), 1% de SFB e 100U/mL de penicilina e 100µg/mL de estreptomicina. 

As placas foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO2 por 4 dias. Após esse período 

as células foram fixadas com formaldeído 10% em PBS 1X por 6 horas, em seguida o meio 

semissólido contendo CMC e formaldeído foi removido de cada poço por lavagem com água 

corrente. A formação da placa pelo vírus foi observada na monocamada de células por coloração 
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com solução de cristal violeta 1% em metanol 20%. As placas formadas pelo vírus foram expressas 

em Log das unidades formadoras de placa por ml (PFU/ml [Log]). 

 

4.4 Infecção das células 

4.4.1 Infecção com DENV e ZIKV 

Células Vero e HBMEC (1,92 x 106 células/por placa) cultivadas em placas de 24 poços, 

foram infectadas com DENV2 (MOI 0,2). Células Vero, HBMEC e SH-Sy5y foram incubadas com 

ZIKV (MOI 0,05, 0,5 e 1,0, respectivamente) em meio de cultura específico para cada linhagem 

celular (i.e. DMEM para células Vero e M199 para HMBEC), sem suplementação com SFB, em 

um volume de infecção de 200μl por poço e mantidas por 1 hora e 30 minutos em estufa a 37°C e 

5% de CO2, sob agitação suave a cada 20 minutos. Após a incubação, as células foram lavadas com 

PBS 1X para remoção das partículas virais não adsorvidas e cultivadas no meio de cultura 

específico para cada célula e suplementado com 5% de SFB. As células da condição controle 

passaram pelo mesmo procedimento, porém na ausência de vírus. 

4.4.2 Infecção com SARS-CoV-2 

Células Vero E6, Calu-3 e Huh-7 foram cultivadas em plaqueadas (1,2 x 106 células/por 

placa) e, vinte e quatro horas depois, foram infectadas com SARS-CoV-2 (MOI 0,1) em meio de 

cultura específico para cada linhagem celular, sem suplementação com SFB, em um volume de 

infecção de 200 μl por poço e mantidas por 1 hora e 30 minutos em estufa a 37°C e 5% de CO2, 

sob agitação suave a cada 20 minutos. Após a incubação, as células foram lavadas com PBS 1X 

para remoção das partículas virais não adsorvidas e cultivadas no meio de cultura específico para 

cada célula e suplementado com 10% de SFB. 

As células THP-1 e os monócitos primários foram infectados por spinoculation. Para isso, 

1,5 x 106 células foram diluídas em meio de cultura específico, na ausência de SFB, contendo o 

vírus (MOI 0,1) e submetidas a centrifugação a 12.000g por 1h30 min. Após a centrifugação, o 
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sobrenadante foi removido e as células foram ressuspendidas em meio de cultura suplementado 

com 10% de SFB e, nas condições de tratamento, contendo as drogas na concentração específica. 

Em seguida, as células foram divididas em igual volume aos poços das placas de cultura. As células 

da condição controle (Não tratado) passaram pelo mesmo procedimento, porém na ausência de 

vírus. 

 

4.5 Drogas 

Para avaliação da atividade antiviral contra DENV e ZIKV, nós utilizamos os pró-

nucleotídeos: 2´-C-β-metilguanosinatriptaminafosforamidatomonoéster (UMN-1001), 

2(metiltioetil) triptaminafosforamidatodiéster (UMN-1002) e o análogo de nucleosídeo parental 

2´C-β-Metil-Guanosina (1). Os compostos UMN-1001 e UMN-1002 são pró-nucleotídeos 

sintetizados a partir da molécula do 2´C-β-Metil-Guanosina, por tanto, todos são análogos de 

guanosina. Para inibir a atividade enzimática da proteína Hint1, enzima necessária para a ativação 

dos compostos UMN-1001e UMN-1002, nós utilizamos o composto guanosina-5′-triptamina 

carbamato (TrpGc) (BARDAWEEL; GHOSH; WAGNER, 2012) 

Os inibidores da iniciação da tradução testados contra ZIKV e SARS-CoV-2 são membros 

da classe dos ProTides e são análogos de guanosina. 4Ei-10 [2-(metiltio)etil N7-(p-clorofenoxietil) 

guanosina 5′-monofosfato] e 4Ei-11 [2-(metiltio)butil N7-(p-clorofenoxietil) guanosina 5′-

monofosfato]. Todos os ProTides foram gentilmente cedidos, em forma de pó liofilizado, pelo 

Professor Carston R. Wagner do Departamento de Química Medicinal, Faculdade de Farmácia da 

Universidade de Minnesota – EUA.  

O Efavirenz (EFV) foi obtido de Bio-Manguinhos/Fiocruz, Fundação Oswaldo Cruz, Rio 

de Janeiro. 

As drogas foram diluídas em dimetilsulfóxido 1% (DMSO) e armazenadas a -80°C, como 

solução a 20 mM de cada composto e diluídas no meio de cultura epecífico para cada célula, ou em 

DMEM para os experimentos in vivo, no momento do experimento. 
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4.6 Ensaios de citotoxicidade 

A concentração máxima não tóxica das drogas 1, UMN-1001 e UMN-1002, foi 

determinada através do método de incorporação do vermelho neutro. Esse é um ensaio 

colorimétrico que avalia a viabilidade de células baseado na absorção do vermelho neutro, um 

corante que se acumula nos lisossomos de células viáveis não danificadas (BORENFREUND; 

BABICH; MARTIN-ALGUACIL, 1988). Para isso, 2,0 x 106 células foram cultivadas em placas 

de 96 poços e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 24 horas. Após esse período, o meio 

foi removido e as células foram lavadas com PBS 1X, depois foram incubadas com os compostos 

em concentrações que variaram entre 100 e 25 μM, em triplicatas, mantidas em estufa a 37°C e 5% 

de CO2 por 72 horas. Esse tempo corresponde ao mesmo período máximo do tratamento das células 

infectadas durante os experimentos. 

Ao final do tratamento o meio foi removido e adicionado 100 μL da solução de vermelho 

0,05% em meio suplementado com 10% de SFB. As placas foram levadas à estufa a 37°C por três 

horas para a incorporação do VN. Em seguida, a solução de vermelho neutro foi retirada e as células 

foram lavadas com PBS 1X e fixadas com formaldeído 20% em PBS 1X durante cinco minutos. 

Foi utilizada a solução de metanol 50% + ácido acético 1% por 30 minutos para extrair o corante 

incorporado. Após esse período, a absorbância do meio foi determinada por leitura em 

espectrofotômetro em comprimento de onda (λ) de 490 nm. A média das absorbâncias das 

condições experimentais sem tratamento foi utilizada como referência de 100% de viabilidade. 

O perfil de toxicidade celular para as drogas EFV, 4Ei-10 e 4E-11 foi determinado através 

um ensaio colorimétrico de metabolização do. Composto tetrazólio. [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-

(3-crboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrzolio] (MTS) utilizndo o kit Cell Titer Aqueous One 

(Promega, USA) seguindo as orientações do fabricante. Resumidamente, cada droga foi diluída no 

meio de cultura específico de cada célula em concentrações variando de 100 a 0,093 µM. As células 

foram mantidas a 37°C e 5% de CO2 por 72 horas que foi o tempo máximo de tratamento com os 
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compostos.  Ao final deste período, foi adicionado 20 µL da solução do kit a cada poço de uma 

placa de 96 poços contendo as células tratadas ou não com cada um dos compostos avaliados. A 

placa foi mantida a 37°C e 5% de CO2 entre 1 e 2 horas, o tempo varia de acordo com a capacidade 

de cada linhagem celular metabolizar o MTS. Quando foi observada a variação da cor do meio, a 

absorbância foi determinada em espectrofotômetro em comprimento de onda (λ) de 490 nm.  

A condição de 100% de viabilidade celular foi conseguida utilizando células não tratadas 

com as drogas, mas cultivadas apenas em seu meio de cultura específico. Esse ensaio foi realizado 

três vezes sendo feitas análises em triplicatas para cada concentração de droga. 

 

4.7 Avaliação da atividade antiviral 

4.7.1 Atividade antiviral dos ProTides inibidores da polimerase viral contra DENV e ZIKV 

Células Vero, HBMEC e SH-Sy5y (4x104 células por poço) foram cultivadas em placa de 

24 poços e mantidas em estufa a 37 °C com 5% de CO2 por 24 horas até atingirem confluência de 

aproximadamente 70% da monocamada. Em seguida, as células foram infectadas com DENV2 

(MOI 0,2) ou ZIKV-BRPE (MOI 0,05 para. Vero ou 0,5 para HBMEC e 1,0 para SH-Sy5y) como 

citado anteriormente no tópico 4.4.1. Após a infecção, as células foram incubadas com UMN-1001, 

UMN-1002 e com o análogo de guanosina parental (1) na concentração máxima não toxica pré-

determinada. Em células Vero, todos os compostos foram utilizados na concentração 100 μM, 

enquanto em células HBMEC, o ProTide UMN-1002 foi utilizado a 25 µM e para SH-Sy5y o 

mesmo composto foi utilizado a 50 µM.A placa foi incubada em estufa a 37 °C com 5% de CO2 

por até 72 horas, sendo observada diariamente, em microscópio óptico, para verificação de efeito 

citopático associado à infecção viral e comparação com as células controle não infectadas. Após 

esse período, os sobrenadantes foram coletados para titulação viral por ensaio de placa e extração 

de RNA seguido de síntese de cDNA e PCR quantitativo (qPCR) para cálculo da porcentagem de 

redução da replicação viral frente ao tratamento com os compostos estudados e para a construção 

da curva de RNA equivalente ao PFU. 
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4.7.2 Avaliação do papel de Hint1 na ativação dos ProTides UMN-1001 e UMN-1002 

Células Vero (4x104 células por poço) foram cultivadas em placas de 24 poços e mantidas 

em estufa a 37 °C com 5% de CO2 por24 horas até atingirem confluência de aproximadamente 70% 

da monocamada. Em seguida, as células foram infectadas com DENV-2 (MOI 0,2) como descrito 

no tópico 4.4.1. Após a infecção, as células foram incubadas com as drogas UMN-1001, UMN-

1002 e com o análogo de guanosina parental (1) na concentração máxima não toxica pré-

determinada (100 µM). As células também foram incubadas em condições de presença do ProTide 

e do inibidor farmacológico de Hint1 (TrpGc) a 25 µM. A placa foi mantida 37 °C com 5% de CO2 

por72 horas. Após esse período, os sobrenadantes foram coletados para titulação viral por ensaio 

de placa e extração de RNA seguido de síntese de cDNA e PCR quantitativo para construção da 

curva de RNA equivalente ao PFU. 

4.7.3 Atividade antiviral dos ProTides inibidores da iniciação da tradução via cap-dependente 

contra ZIKV e SARS-CoV-2 

Células HEK 293 foram cultivadas em placas de 96 poços (1,5 x 106/placa) e mantidas a 

37°C com 5% de CO2 por24 horas até atingirem confluência de aproximadamente 70% da 

monocamada. Em seguida, as células foram tratadas com 4Ei-11 diluído em uma faixa de diferentes 

concentrações variando de 25 µM a 0,19 µM, com cada concentração sendo a metade da anterior a 

partir de 25 µM. O pré-tratamento das células durou 4 horas e, sem seguida, os sobrenadantes foram 

removidos e substituídos pelo inóculo de ZIKV-BRPE (MOI 0,1), contendo também a droga, por 

1hr. Após o período de adsorção viral, o inóculo foi removido, a monocamada foi lavada com PBS 

1X e o ProTide 4Ei-11 foi readicionado à cultura nas mesmas concentrações. A placa foi mantida 

a 37°C com 5% de CO2 por72 horas. Após esse período, foi realizada a determinação da viabilidade 

celular utilizando o kit Cell Titer Aqueous One (Promega, USA). A interpretação da atividade 

antiviral do 4Ei-11 contra ZIKV em HEK 293 foi feita através da observação da capacidade do 

tratamento prevenir ou reduzir a mortalidade celular causada pela infecção. 
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O mesmo protocolo foi aplicado às células SH-Sy5y, entretanto para essas células, a 

infecção com ZIKV foi feita em um MOI de 1,0 e o tratamento com 4Ei-11 foi realizado em uma 

faixa de diferentes concentrações variando de 100 µM a 1,56 µM, com cada concentração sendo a 

metade da anterior a partir de 100 µM. A interpretação da atividade antiviral do 4Ei-11 contra ZIKV 

em SH-Sy5y foi feita através da observação da capacidade do tratamento em prevenir ou reduzir os 

danos à viabilidade celular causados pela infecção e pela quantificação das partículas virais 

infecciosas no sobrenadantes através do ensaio de formação de placa. 

Para os experimentos com 4Ei-10 e 4Ei-11 contra SARS-CoV-2, foram utilizadas as 

células Calu-3. As células foram cultivadas em placas de 96 poços (1,5 x 106/placa) e mantidas a 

37°C com 5% de CO2 por24 horas até atingirem confluência de aproximadamente 70% da 

monocamada.  Em seguida, as células foram pré-tratadas por 4 horas com ambas as drogas em 

concentrações variando de 3 µM a 0,093 µM, com cada concentração sendo a metade da anterior a 

partir de 3 µM. As células foram infectadas com SARS-CoV-2 (MOI 0,1) na presença das drogas 

por 1hr. Após esse período, o inóculo foi removido, a monocamada foi lavada com PBS 1X e as 

drogas foram adicionadas à cultura nas mesmas concentrações. A placa foi mantida a 37°C com 

5% de CO2 por 48 horas, com os sobrenadantes sendo coletados nos pontos de 24 e 48 horas pós-

infecção (hpi). Os sobrenadantes foram utilizados para titulação viral por ensaio de formação de 

placa e as células foram fixadas e preparadas para identificação de RNAdf e a presença da proteína 

Spike por imunofluorescência. 

4.7.4 Atividade antiviral do Efavirenz contra SARS-CoV-2 

A atividade antiviral do EFV foi avaliada utilizando células Vero E6, Huh-7, Calu-3, THP-

1 e monócitos humanos primários. Todas as células foram infectadas com MOI 0,1 como descrito 

anteriormente no tópico 4.5.2. Para células Calu-3 foram testados isolados virais pertencentes às 

linhagens B.1.1.33, P2 e A2, enquanto as demais células foram infectadas com o isolado SARs-

CoV-2 RJ1, da linhagem A2. As células THP-1 e os monócitos primários foram infectadas por 

spinoculation. Após a infecção, foi adicionado EFV na concentração de uso que variou entre as 
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células. O tratamento das células Vero E6 foi feito com EFV com diferentes concentrações variando 

entre 30 µM e 2,5 µM, com cada concentração sendo a metade da anterior a partir de 30 µM. Nessas 

células, os sobrenadantes foram coletados em 24 e 48 hpi para avaliação da atividade antiviral e 

construção das curvas de EC50 pelo ensaio de formação de placas. Para as células Huh-7, o 

tratamento foi feito com EFV a 5 µM e 10 µM. Os sobrenadantes foram coletados em 24 e 72 hpi 

e processados para a detecção do RNA gnômico do SARS-CoV-2 por qPCR. Para Calu-3, o 

tratamento foi feito com EFV a 10 µM e os sobrenadantes e as células foram coletados em 24 e 48 

hpi e submetidos ao ensaio de formação de placa para quantificação das partículas virais infecciosas 

e processados para a detecção do RNA genômico do SARS-CoV-2 no sobrenadante e do RNAsg 

do SARS-CoV-2 por qPCR. Para o cálculo do percentual de inibição do RNAsg do SARS-CoV-2 

nos lisados, os valores de Ct das condições infectado e infectado+tratado foram normalizados pelo 

Ct do GAPDH seguido do cálculo do ΔCt. As células THP-1 foram tratadas com EFV a 10 µM e 

15 µM. Os sobrenadantes foram coletados em 48 e 72 hpi e submetidos ao ensaio de formação de 

placa para quantificação das partículas virais infecciosas. Os monócitos humanos primários foram 

tratados com EFV a 5 µM e 10 µM. Os sobrenadantes dessas culturas, bem como as células, foram 

coletados em 72 hpi e submetidos ao ensaio de formação de placa para quantificação das partículas 

virais infecciosas e processados para a detecção do RNA genômico do SARS-CoV-2 no 

sobrenadante e do RNAsg do SARS-CoV-2 por qPCR. 

 

4.8 Síntese de cDNA e qPCR para os experimentos com DENV e ZIKV 

O RNA viral foi isolado a partir de 200 µL de sobrenadante, coletado nos tempos pós-

infecção estabelecidos nos tópicos anteriores, utilizando o reagente TRIzol™ (ThermoFisher, EUA), 

de acordo com as instruções do fabricante, obtendo volume final de 20 µL de RNA viral. Para a 

obtenção do DNA complementar (cDNA), utilizamos 7,0 µL do RNA viral adicionados a 3,0 µL 

do mix do kit High-Capacity DNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA), utilizando 
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oligonucleotídeos iniciadores randômicos de acordo com as instruções do fabricante, submetendo 

a amostra ao ciclo como mostra a tabela 2. 
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Tabela 2 Condições de temperatura e tempo para obtenção do cDNA 

 

 

 

 

 

 

O DNA sintetizado (7μl), como citado no tópico anterior, foi submetido à PCR em tempo 

real para a detecção e quantificação do material genético viral utilizando o 

kitTaqmanMasterMixReagents (Applied Biosystems, EUA) e o aparelho Real Time PCR System 

7300 (Applied Biosystems, EUA), submetendo as amostras aos seguintes ciclos para DENV e ZIKV 

como mostra a tabela 3.: 

 

Tabela 3 Ciclagem da PCR em tempo real para DENV e ZIKV 

Temperatura Tempo 

50°C 2 minutos 

95°C 10 minutos 

95°C 15 segundos 

60°C 1minuto 

 

Para a construção da curva-padrão para a quantificação do RNA viral equivalente ao PFU, 

primeiro foi realizada a extração do RNA a partir de um estoque de concentração (PFU/ml) 

conhecida de cada vírus. Em seguida, o RNA extraído foi submetido a diluição seriada na base 10, 

de 100 a 10-5 seguido de síntese do cDNA e qPCR. Consideramos que a concentração em PFU/ml 

reduz proporcionalmente 10 vezes a cada diluição do RNA viral. Dessa forma, construímos uma 

curva-padrão logarítmica (R2>0.9) para obtermos o valor de RNA equivalente a cada Ct 

(cyclethreshold).  Os resultados estão apresentados como a média e desvio padrão de pelo menos 

Temperatura Tempo 

25°C 10 minutos 

37°C 120 minutos 

85°C 5 minutos 

40x 
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três experimentos independentes. A sequência de todos os primers e sondas utilizadas para o ensaio 

de PCR tempo real estão descritas na tabela 4. 

Para calcular a porcentagem de inibição da replicação viral, primeiro nós obtivemos o 

valor da quantidade de replicação viral através da fórmula: 2Ct(Cp)-Ct(amostra)=quantidade de replicação 

(onde Ct[Cp]): Threshold cycle do controle de vírus sem tratamento e Ct[amostra]= Thres hold 

cycle da amostra com o tratamento). Usa-se 2 pois assume-se que o PCR quantitativo tem 100% de 

eficiência. Logo para o nosso controle de replicação viral, a quantidade de replicação será 1 (Ctcp– 

Ctcp =0; 20= 1), ou 100%.  Para calcular a porcentagem de inibição nós subtraímos a quantidade 

de replicação do controle da quantidade de replicação de cada amostra. 
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Tabela 4 Sequência de iniciadores e sondas utilizados para o ensaio de PCR em tempo real 

Iniciador Orientação Sequência Região de anelamento no 

genoma 

ZIKV F. Senso  

5´-CCG CTG CCC AAC ACA AG-3´ 

1086 

 

 

ZIKV R. Antisenso  

5´-CCA CTA ACG TTC TTT TGC AGA 

CAT-3 

1162 

 

 

ZIKV- 

Sonda 

-  

5´- AGCCT ACC TTG ACA AGC AGT CAG 

ACA CTC AA-3´ 

 

1107 

DEN 2 F Senso 5´-CAGGTTATGGCACTGTCACGAT-3´ 1605 

DEN 2 C Antisenso 5´-CCATCTGCAGCAACACCATCTT-3´ 1583 

DEN 2 

Sonda 

- 5´-CTCTCCGAGAACAGGCCTCG-3´ 1008 
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4.9 Síntese de cDNA e qPCR para os experimentos in vitro com SARS-CoV-2 

Os lisados celulares foram coletados com tampão RIPA (Tris-Cl 10 mM [pH 8,0]; EDTA 

1 mM; EGTA 0,5 mM; Triton X-100 1%; Desoxicolato sódico 0,1%; SDS 1%; NaCl 140 mM) 

suplementado com um coquetel de inibidors de protease (Sigma). O RNA total foi extraído de 200 

µL do lisado celular, ou do sobrenadante das culturas, com TriZol (Invitrogen), de acordo com as 

instruções do fabricante. Sete µL do RNA total foi utilizado para a síntese do cDNA que foi 

realizada utilizando o kit High-capacitycDNA Reverse Transcription(ThermoFisher) utilizando 

oligonucleotídeos randômicos como primers. Os primers e sondas para o gene N1 do SARS-CoV-

2 foram sintetizados com a química de primetime pela Integrated DNA Technologies (IDT) de 

acordo com as sequências obtidas do CDC, EUA. A amplificação foi feita pelo sistema StepOne™ 

Real-Time PCR utilizando TaqMan Mix (ThermoFisherScientific). Para quantificação dos 

transcritos de RNA do gene N, nós fizemos uma diluição seriada na base 10 com um RNA padrão 

de número de copias por µL conhecido sintetizado pela IDT de acordo com as sequencias obtidas 

do CDC, EUA. Esses resultados estão expressos como SARS-CoV-2 no. de cópias RNA/mL. 

 

4.10 Detecção do RNA subgenômico do SARS-CoV-2 por RT-qPCR 

A detecção do RNA subgenômico (RNAsg) foi feita utilizando o sistema GoTaq®Probe-

1-Step RT -qPCR (Promega). Cada reação conteve: 10µL de GoTaqprobeqPCR master mix; 0,4 

µL de GoScript RT mix; 0,08µL de 100 µM do primer senso; 0,08 µL de 100µM do primer 

antisenso; 0,04µL de 100µM da sonda; 4,4 µL de água livre de nucleasse e 5uL de RNA. As reações 

foram submetidas às ciclagens no aparelho Aria MX (Agilent) de acordo com a seguinte 

programação: 45°C por 15 minutos; 95°C por 2 minutos; 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 53°C 

por 30 segundos. A análise das amostras foi feita utilizando um threshold de 0.01. As sequências 

dos iniciadores (primers) e da sonda estão descritos na tabela 5. 
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Tabela 5 Sequência de iniciadores e sonda utilizados para o ensaio de PCR em tempo real para detecção do 
RNAsg* do SARS-CoV-2 

Subgenômico Primer Sequência (5’ – 3’) 

E FwsgRNAE 

(senso) 

CGA TCT CTT GTA GAT CTG TTC TCT AAA CGA 

ACT TAT GTA CTC 

  Gene 

E_Sarbeco_R2 

(antisenso) 

ATA TTG CAG CAG TAC GCA CAC A 

  

Sonda   

Subgenômico 
 

Sequência Sonda Quencher 

E E_Sarbeco_P2 ACA CTA GCC ATC CTT ACT 

GCG CTT CG 

FAM Iowa 

Black 

*RNAsg= RNA subgenômico 

4.11 Curvas concentração-efeito e determinação de EC50 

Para a obtenção da curva concentração-efeito dos ProTides contra DENV foram utilizadas 

células Vero, enquanto para o ZIKV foram utilizadas as células Vero, HBMEC e SH-Sy5y. As 

células foram infectadas e incubadas com os compostos em concentrações que variaram de 0,8 a 

100 µM (para UMN-1001, UMN-1002 e 1. A replicação viral foi mensurada por qPCR como citado 

anteriormente. A determinação do valor de EC50 contra ZIKV também foi determinada em células 

SH-Sy5y pela redução da quantidade de partículas virais infecciosas pelo ensaio de placa. O EC50 

do EFV contra SARS-CoV-2 foi realizado em células Vero E6, incubadas com EFV em 

concentrações variando entre 30 µM e 2,5 µM e infectadas com SARS-CoV-2 como citado nos 

tópicos anteriores. Os sobrenadantes foram coletados e submetidos ao ensaio de formação de placa. 
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 Os valores da concentração de fármaco que induz metade do efeito máximo (EC50) foram 

obtidos pela curva de regressão de Hill através de interpolação logarítmica dos dados utilizando o 

software GraphPad Prism versão 6.0. O experimento foi feito em triplicata. 

 

4.12 Imunofluorescência 

Células HBMEC e SH-Sy5y foram cultivadas em lamínulas (4x104 células/lamínula) e 

mantidas a 37°C e 5% de CO2. No dia seguinte, as células foram infectadas com ZIKV (MOI 0,5 e 

1,0, respectivamente) e incubadas com UMN-1001, UMN-1002 e 1 nas suas concentrações 

máximas não toxicas pré-estabelecidas por 18 horas. Células Calu-3 foram cultivadas em placas de 

96 poços (1,5 x 106 células/placa). No dia seguinte, as células foram infectadas com SARS-CoV-2 

(MOI 0,1) e tratadas com 4Ei-10 e 4Ei-11 em concentrações variando de 3 µM a 0,093 µM por 24 

e 48 horas. Após as 18 horas para ZIKV e 24 e 48 horas para SARS-CoV-2, os sobrenadantes foram 

removidos e as células foram fixadas com paraformaldeído (PFA) 4% em PBS 1X por 15 minutos. 

Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS 1X e permeabilizadas com Triton X-

100 0,2% (Sigma-Aldrich) e BSA 3% (Sigma-Aldrich) em PBS 1X por 25 minutos à temperatura 

ambiente. As células foram incubadas com anticorpo monoclonal IgG2a anti-RNAdf J2 (Scicons, 

EUA) e anticorpo anti-Spike do SARS-CoV-2 produzido por imunização em cavalos, gentilmente 

cedido pelo Prof. Amilcar Tanuri; Depto de Biologia – UFRJ (CUNHA et al., 2021), diluídos 

1:1000 em Triton X-100 0,2% e BSA 3% em PBS 1X por 1 hora e 30 minutos à temperatura 

ambiente. Após esse período as células foram incubadas a 37°C por 10 minutos. Em seguida, as 

células foram lavadas duas vezes com PBS 1X e incubadas com anticorpo IgG conjugado com 

AlexaFluor 488 (ThermoFisherScientific), para detecção do RNAdf de ZIKV e Spike do SARS-

CoV-2 ou com IgG conjugado com AlexaFluor 594 (ThermoFisherScientific) para detecção do 

RNAdf do SARS-CoV-2 diluídos 1:1000 em PBS por 40 minutos à temperatura ambiente e lavadas 

3 vezes com PBS 1X seguido da incubação com DAPI (Invitrogen) para marcar os núcleos. As 

imagens foram obtidas utilizando o microscópio confocal Zeiss LSM 710 para os experimentos 
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com ZIKV. As células infectadas com SARS-CoV-2 foram analisadas por triagem de alto conteúdo 

(High ContentScreening) utilizando o microscópio ImageXpress Ultra com o software MetaXpress 

versão 4.0.0.42 (2012) – Molecular Devices. 

 

4.13 Western blot 

Lisados das células Vero E6 e Calu-3, infectadas ou não (mock) com SARS-CoV-2 foram 

coletados com tampão RIPA (Tris-Cl 10 mM [pH 8.0]; EDTA1 mM; EGTA 0.5 mM; Triton X-100 

1%; Deoxicolato de sódio 0.1%; SDS 0.1%; NaCl 140 mM) adicionado de inibidores da protease 

(Sigma Aldrich) 24 horas pós-infecção. As proteínas foram fracionadas por gel SDS-PAGE 15% e 

transferidas para membrana PVDF (Hybond-ECL, GE Healthcare), utilizando o sistema de 

transferência molhada (BioRad). As membranas foram incubadas com os anticorpos primários anti-

Spike (S1 NTD) do SARS-CoV-2 (56996S, Cell Signaling) (1:1000) e anti-β actina (A2228, Sigma-

Aldrich) (1:10,000). Os anticorpos secundários utilizados foram anti-rabbit e anti-mouse (GE 

Healthcare) (1:5000) conjugados com peroxidase. Como substrato para a reação 

quimioluminescente da peroxidase, foi utilizado o reagente SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent (Thermo Scientific). As bandas visualizadas foram quantificadas e 

normalizadas pela expressão da β-actina utilizando o software ImageJ (National Institute of Health 

– NIH). 

 

4.14 Experimentos in vivo 

Todos os experimentos in vivo foram feitos de acordo com e aprovados pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais em Pesquisas da UFRJ (CEUA-UFRJ) (no. L-016/2016). Camundongos 

albinos Swiss (Mus musculus), obtidos do biotério central da UFRJ, foram atribuídos, no dia pós-

natal 2 (P2) aos seguintes grupos (n=5/grupo): Mock (não infectado e não tratado), ZIKV, ZIKV+1; 

ZIKV+UMN-1001 e ZIKV+UMN-1002. Os ProTides UMN-1001, UMN-1002 e o composto 

parental 1 foram diluídos com solução salina (0,9% NaCl), a partir do estoque da droga sem exceder 
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1% de DMSO. Os animais dos grupos tratados receberam a primeira dose de cada composto a 25 

mg/Kg/dia via intraperitoneal (i.p), enquanto os animais dos grupos Mock e ZIKV, foram 

desafiados com DMSO 1% em solução salina i.p um dia antes da infecção. Os animais foram 

tratados a cada 24h por 8 dias consecutivos. 

 No dia pós-natal 3 (P3), todos os animais, exceto os do grupo Mock, foram infectados 

com ZIKV-BRPE via i.p diluído em 50 µL de DMEM, uma hora antes do tratamento com a segunda 

dose dos ProTides, os animais do grupo Mock receberam apenas 50 µL de DMEM via i.p. Todos 

os animais foram pesados diariamente e observados para a presença de sinais de doença e/ou 

mortalidade.  Vinte e quatro horas após o último dia de tratamento (oitavo dia pós-infecção), os 

animais que sobreviveram foram anestesiados com isoflurano e perfundidos transcardialmente com 

solução salina gelada. Em seguida, o cérebro e os olhos foram coletados e rapidamente congelados 

por imersão em nitrogênio líquido e armazenados a -80°C até a extração do RNA viral. Os tecidos 

foram homogeneizados em DMEM (0,2 mg de tecido:1 µL de DMEM) e submetidos à extração do 

RNA viral, síntese de cDNA e qPCRcomo descrito anteriormente no tópico 4.9. 

Os resultados das amplificações foram analisados utilizando o sistema StepOne™ Real-

Time PCR. Os valores de Ct foram utilizados para calcular o RNA equivalente ao PFU utilizando 

uma curva-padrão como descrita no tópico 4.9. As partículas virais infecciosas foram quantificadas 

pelo ensaio de formação de placa e os resultados foram normalizados por mg de tecido. 

 

4.15 Análise estatística 

A análise dos dados foi realizada com o software GraphPad Prism versão 6.0 para 

Windows, GraphPad Software Inc., San Diego Califórnia EUA Copyright © 1992 – 2012. As 

diferenças entre três ou mais grupos foram analisadas por One-way ANOVA seguido do teste de 

Tukey para comparações múltiplas e quando apenas dois grupos foram comparados, a análise foi 

feita pelo teste t de Studentpara amostras não pareadas ou pareadas quando preciso. As curvas dose-

resposta utilizadas para calcular EC50 e CC50 foram geradas e analisadas no GraphPad Prism e as 
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equações com melhor fit dos dados foram geradas tendo como base valores e R2 ≥0,9. Os 

experimentos in vivo foram analisados por Two-way ANOVA seguido do teste de Tukey, onde os 

fatores determinados para a análise foram “tratamento” (UMN-1002 ou salina) e “tecido” (cerebral 

ou ocular). As curvas de sobrevivência foram analisadas pelo teste Log rank utilizando o GraphPad 

Prism.   
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5 RESULTADOS 
5.1. Avaliação da atividade antiviral dos ProTides inibidores da polimerase viral contra 

DENV e ZIKV 

5.1.1Determinação da citotoxicidade dos compostos 

Inicialmente testamos a viabilidade das células Vero, HBMEC e SH-Sy5y frente ao 

tratamento com os ProTides UMN-1002, UMN-1002 e a pró-droga 2´C-β-Me-G parental 1 para 

avaliar a citotoxicidade e escolhermos a concentração de trabalho. Como ilustrado na figura 11, 

para esse ensaio utilizamos diferentes concentrações de cada composto variando entre 100 e 5 μM. 

A concentração de uso para cada uma delas foi determinada como a concentração máxima na qual 

se observou, no mínimo, 80% de viabilidade celular. 

A citotoxicidade dos compostos testados variou em relação a linhagem celular, o que nos 

levou a utilizar diferentes concentrações do composto de acordo com o tipo celular. Em células 

Vero, não foi observada alteração na viabilidade celular nas concentrações testadas quando 

comparado com a situação controle de célula sem tratamento (Figura 11A). Desta forma, todos os 

pró-fármacos foram utilizados na concentração de 100 μM nessa linhagem celular. Já em células 

HBMEC, o tratamento com UMN-1002 na concentração de 100, 75 e 50 μM promoveu uma 

redução na viabilidade celular superior ao limite pré-estabelecido (46,95%; 66,92% e 72,95%, 

respectivamente), portanto a concentração de 25 μM foi utilizada para os experimentos realizados 

em HBMEC (Figura 11B). Nas células SH-Sy5y, o tratamento com UMN-1002 na concentração 

de 100 μM promoveu uma redução na viabilidade celular acima do limite estabelecido (64,89%), 

por tanto, a concentração de uso dessa droga nos experimentos em neuroblastoma foi de 50 μM 

(Figura 11C). O composto UMN-1001 não apresentou redução da viabilidade em HBMEC ou SH-

Sy5y em nenhuma das concentrações testadas, sendo utilizado em 100 μM. O composto 1 não 

apresentou toxicidade independente da concentração ou linhagem celular.  

Neste estudo também utilizamos as células Vero como modelo para investigar se a 

ativação intracelular dos compostos UMN-1001 e UMN-1002 é devida à atividade da enzima 
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celular de Hint1, por tanto, o perfil de toxicidade celular do inibidor farmacológico de Hint1, o 

TrpGc, foi avaliado nessas células. O tratamento com TrpGc não afetou a viabilidade das células 

Vero em nenhuma das concentrações testadas, por tanto os experimentos foram realizados com essa 

droga na concentração de 100 μM (Figura 11D). 

 

 

Figura 11 Ensaio de citotoxicidade dos pró-fármacos inibidores da polimerase viral e inibidor farmacológico de 
Hint1. Células Vero (A), HBMEC (B) e SH-Sy5y (C) foram incubadas com os ProTides UMN-1001, UMN-1002 e o 
análogo de nucleosídeo 2´C-β-Me-G (composto 1) em diferentes concentrações. (D). Células Vero foram incubadas o 
inibidor da proteína Hint1, TrpGc. A linha pontilhada representa o limite de citotoxicidade aceito para os ensaios 
(viabilidade superior a 80%). A concentração de uso foi determinada como a concentração máxima na qual houve 
preservação de 80% de viabilidade celular. As barras representam a média ± D.P.M. A análise estatística dos resultados 
foi feita através de One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. (****p<0,0001). N=3. 

 

5.1.2 Inibição da replicação de DENV2 e o papel de Hint1 na ativação dos ProTides UMN-

1001 e UMN-1002 

Para avaliar a capacidade dos compostos estudados em reduzir a replicação do DENV-2, 

células Vero e HBMEC foram infectadas (MOI 0,2) e incubadas por 72 horas, pós-adsorção, com 
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os pró-fármacos nas concentrações máximas não tóxicas. Após esse período, o sobrenadante foi 

recolhido para quantificação das partículas virais infecciosas liberadas, extração de RNA, síntese 

de cDNA e qPCR para cálculo da porcentagem de inibição da replicação viral e quantificação do 

RNA equivalente ao PFU.  

O tratamento com todos os compostos testados conseguiu reduzir significativamente a 

liberação de partículas infecciosas de DENV-2 em células Vero (p>0,01 Tratamento vs. DENV-2), 

como mostra a figura 12A. Pode-se observar que na presença do inibidor farmacológico de Hint1, 

TrpGc, a atividade antiviral de UMN-1001 e UMN-1002 é revertida, o que não acontece para o 

composto 1, confirmando que esses ProTides precisam de Hint1 com sua atividade enzimática 

funcional para que sejam ativados. O composto 1, entretanto, não depende de Hint1 para sua 

ativação, por isso sua atividade é mantida ainda que Hint1 esteja inibida (Figura 12A e B). O 

tratamento com todos os compostos testados foi capaz de reduzir tanto a liberação de partículas 

virais infecciosas quanto a quantidade de RNA, como pode ser visto nas figuras 12A e B, na qual 

UMN-1001, UMN-1002 e 1 reduzem a quantidade de RNA de DENV equivalente ao PFU 

(p>0,0001 DENV-2 vs. Tratamento). 

Em HBMEC, o tratamento com todos os compostos testados foi capaz de reduzir 

significativamente a quantidade de RNA viral (Figura 12C) (p<0,01 UMN-1001 e 1 vs. DENV-2; 

p<0,001 UMN-1002 vs. DENV-2) e a replicação de DENV-2 (Figura 12D) (p<0,0001 Tratamento 

vs. DENV-2).  Nós observamos que o UMN-1002 apresentou maior capacidade de redução do RNA 

viral quando comparado com os outros compostos testados (***p<0,001 UMN-1002 vs. DENV-2; 

**p<0,01 UMN-1001 e 1 vs. DENV-2) (Figura 12C). Na tabela 6 estão demonstrados os valores 

de EC50. 
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Figura 12 Atividade antiviral dos pró-fármacos inibidores da polimerase viral contra DENV-2 e o papel de Hint1 
na ativação dos ProTides. As células foram infectadas com DENV-2 (MOI 0,2) e incubadas com os ProTides UMN-
1001, UMN-1002 e com o análogo de nucleosídeo 2´C-β-Me-G por 72 horas. (A) Quantificação das partículas 
infecciosas de DENV-2 no sobrenadante da cultura de Vero. (B) Quantificação do RNA equivalente ao PFU no 
sobrenadante da cultura de Vero por qPCR (C) Quantificação do RNA equivalente ao PFU no sobrenadante da cultura 
de HBMEC por qPCR (D) Percentual de replicação viral calculado por qPCR através do método do ΔCt. As barras 
representam a média das triplicatas ±D.P.M. A análise estatística dos resultados foi feita através de One-way ANOVA 
seguida pelo teste de Tukey.  (**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). Todas as comparações foram feitas em relação à 
condição sem tratamento. N=3. 
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Tabela  6 Parâmetros farmacológicos dos ProTides inibidores da polimerase viral contra DENV2 in vitro 

Célula HBMEC Vero 
Composto 1 UMN-

1001 
UMN-
1002 

1 UMN-
1001 

UMN-
1002 

CMNT 
(μM)  

100 100 25 100 100 100 

CC50 (μM) >200 >200 83.96 >200 >200 >200 
DENV2 

replicação 
(%)t 

0,5 
± 0,4 

0,5 
± 0,41 

0,1 
± 0,05 

6,53  
± 1,8 

7,5 
 ± 3,7 

 

1,28 
± 1,0 

 
EC50 

(μM)t 
 

N.D N.D 
  

N.D 8,14 
±0,66 

6,84 
±2,36  

1,59 
±0,91 

I.S N.D N.D N.D >30 >30 >150 
 
Para o ensaio de replicação viral, células Vero foram infectadas com DENV2 (MOI 0,2) e tratadas com os compostos 
1, UMN-1002 e UMN-1002 nas suas concentrações máximas não toxicas (CMNT) por 72 hrs. Os sobrenadantes das 
culturas foram coletados para extração do RNA viral e detecção do RNA genômico do DENV2 por qPCR. A 
porcentagem de replicação viral foi calculada pelo método do ΔCt comparando as condições com e sem tratamento. A 
viabilidade celular foi avaliada através da incubação das células com cada um dos compostos com concentrações 
variando de 5 a 100 µM por 72 hrs para determinar a concentração máxima não toxica e os valores da concentração 
citotóxica 50% (CC50). O percentual de viabilidade celular foi determinado pelo ensaio de incorporação do vermelho 
neutro. Os valores de CC50 e EC50 foram determinados por uma curva sigmoidal dose-resposta onde foi plotado o 
percentual de viabilidade celular ou de replicação viral, respectivamente, pela concentração das drogas. (1) -2´-C-β-
metilguanosina; (UMN-1001) – 2´-C-β-metilguanosinatriptaminafosforamidatomonoester; (UMN-1002) - 2-(metiltil)-
etil-2´-C-β-metilguanosinatriptaminafosforamidatodiéster. IS – Índice de seletividade (CC50/EC50). t Dados referentes 
à média ± D.P.M com intervalo de confiança de 95%.  N.D – Não determinado. 
 

5.1.3 Inibição da replicação de ZIKV pelos ProTides inibidores da polimerase viral in vitro 

Para avaliar a capacidade dos compostos estudados em reduzir a replicação do ZIKV, 

células Vero, HBMEC e SH-Sy5y foram infectadas (MOI 0,05, 0,5 e 1,0, respectivamente) e 

incubadas por 72 horas com os pró-fármacos nas concentrações máximas não tóxicas. Após esse 

período, o sobrenadante foi recolhido para quantificação das partículas virais infecciosas liberadas, 

extração de RNA, síntese de cDNA e qPCR para cálculo da porcentagem de inibição da replicação 

viral e quantificação do RNA equivalente ao PFU. 

Inicialmente, nós avaliamos a capacidade dos compostos testados em reduzir a replicação 

do ZIKV. Para isso, nós calculamos o percentual de replicação viral pelo método do ΔCt (Figura 

13 A-C). O tratamento com todos os pró-fármacos foi capaz de reduzir significativamente o 

percentual e replicação de ZIKV em todas as células estudadas (p<0,0001), sem diferença 
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significativa entre si, porém observamos uma tendência do UMN-1002 a apresentar maior 

capacidade de reduzir a replicação viral, principalmente em HBMEC. 

Para continuar a investigação da capacidade dos compostos testados em reduzir a 

replicação viral, nós avaliamos o efeito do tratamento sobre a quantidade de RNA do ZIKV através 

da determinação da quantidade de RNA equivalente ao PFU. Todos os compostos testados foram 

capazes de reduzir significativamente a quantidade de RNA do ZIKV em todas as células avaliadas 

(Figura 13D). Em células Vero, o tratamento com UMN-1002 apresentou resultado maior 

eficiência em relação aos demais compostos (p<0,001 UMN-1002 vs. Não Tratado), enquanto 

UMN-1001 e 1 não reduziram significativamente a quantidade de RNA. Em HBMEC e SH-Sy5y, 

o tratamento com todos os compostos testados foi capaz de reduzir a quantidade de RNA viral, sem 

diferença significativa entre si, porém nas das duas linhagens celulares observamos uma tendência 

do ProTide UMN-1002 em demonstrar maior capacidade de redução do RNA viral quando 

comparado ao análogo de nucleosídeo parental 1. 
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Figura 13 Atividade antiviral dos pró-fármacos inibidores da polimerase viral contra ZIKV. (A-C). As células 
Vero, HBMEC e SH-Sy5y foram infectadas com ZIKV-BRPE243 (MOI 0,05; 0,5 e 1, respectivamente) e incubadas com 
os ProTides UMN-1001, UMN-1002 e com o análogo de nucleosídeo 2´C-β-Me-G por 72 horas. Após esse período, 
os sobrenadantes foram coletados para extração de RNA viral e determinação do percentual de replicação viral 
calculado por qPCR através do método do ΔCt. (D). Vero, HBMEC e SH-Sy5y foram infectadas com ZIKV-BRPE243 

(MOI 0.05, 0.5, e 1,0, respectivamente) e tratadas com UMN-1001, UMN-1002 e 1 nas suas concentrações máximas 
não toxicas. Células foram mantidas em cultura por 72 horas, então os sobrenadantes foram coletados para detecção do 
RNA de ZIKV por qPCR. As barras representam a Média ± D.P.M. A análise estatística dos resultados foi feita através 
de One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. (***p<0,001; ****p<0,0001). Todas as comparações foram feitas em 
relação à condição sem tratamento. N=3. 

 

Para a determinação dos valores de EC50 dos pró-fármacos testados, nós infectamos as 

células Vero, HBMEC e SH-Sy5y e tratamos com diferentes concentrações das drogas variando de 

100 a 5 μM. Após 3 dias em cultura, nós avaliamos a redução da replicação de ZIKV em cada 

concentração de cada droga por qPCR utilizando o método do ΔCt e construímos uma curva dose-

resposta. Para as células SH-Sy5y, o valor de EC50 também foi determinado através da capacidade 

do tratamento em reduzir a quantidade de partícula viral infecciosa liberada frente ao tratamento 

em cada uma das concentrações. Os valores de EC50 e os demais parâmetros farmacológicos 
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determinados para os compostos UMN-1001, UMN-1002 e 1 contra ZIKV estão resumidos na 

tabela 7, onde pode-se observar que o composto UMN-1002 apresentou maior capacidade de 

inibição da replicação viral, menores valores de EC50 e maiores valores de índice de seletividade, 

independente da linhagem celular, comparado ao análogo de nucleosídeo parental (1), confirmando 

o sucesso da estratégia de síntese desse composto. 
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Tabela 7 Parâmetros farmacológicos dos ProTides inibidores da polimerase viral contra ZIKV in vitro 

Célula HBMEC SH-SY5Y Vero 
Composto 1 UMN-

1001 
UMN-
1002 

1 UMN-
1001 

UMN-
1002 

1 UMN-
1001 

UMN-
1002 

CMNT 
(μM)  

100 100 25 100 100 50 100 100 100 

CC50 (μM) >200 >200 83.96 >200 >200 >200 >200 >200 >200 
ZIKV 

replicação 
(%)t 

 
11.16 
±2.90 

 
9.78 

±2.56 

 
0.64 

±0.07 

 
2.39 

±0.63 

 
0.83 

±0.34 

 
0.67 

±0.29 

 
6.42 

±1.84 

 
7.16 

±3.70 

 
2.17 

±1.70 
EC50 

(μM)t 
 

0.88 
±0.05 

0.43 
±0.04 

  

0.17 
±0.06 

2.09 
±0.10 

1.01      
±0.09  

0.43 
±0.12 

1.25 
±0.19 

1.07 
±0.26  

0.28 
±0.07 

I.S >200 >465 >490 >95 >198 >465 >160 >186 >714 
Para o ensaio de replicação de ZIKV, células foram infectadas com ZIKV-BRPE243 e tratadas com os compostos 1, 
UMN-1002 e UMN-1002 nas suas concentrações máximas não toxicas (CMNT) por 72 hrs. Os sobrenadantes das 
culturas foram coletados para extração do RNA viral e detecção do RNA genômico do ZIKV por qPCR. A porcentagem 
de replicação viral foi calculada pelo método do ΔCt comparando as condições com e sem tratamento. A viabilidade 
celular foi avaliada através da incubação das células com cada um dos compostos com concentrações variando de 5 a 
100 µM por 72 hrs para determinar a concentração máxima não toxica e os valores da concentração citotóxica 50% 
(CC50). O percentual de viabilidade celular foi determinado pelo ensaio de incorporação do vermelho neutro. Os valores 
de CC50 e EC50 foram determinados por uma curva sigmoidal dose-resposta onde foi plotado o percentual de viabilidade 
celular ou de replicação viral, respectivamente, pela concentração das drogas. (1) -2´-C-β-metilguanosina; (UMN-
1001) – 2´-C-β-metilguanosina triptaminafosforamidato monoester; (UMN-1002) - 2-(metiltil)-etil-2´-C-β-
metilguanosinatriptaminafosforamidatodiéster. IS – Índice de seletividade (CC50/EC50). t Dados referentes à média ± 
D.P.M com intervalo de confiança de 95%. N.D – Não determinado. 
 

Para verificar se o tratamento impacta a replicação do genoma viral, nós infectamos 

HBMEC e SH-Sy5y com ZIKV (MOI 0,5 e 1,0, respectivamente) e tratamos com UMN-1001, 

UMN-1002 e 1, na sua concentração máxima não toxica, por 18 horas e visualizamos o RNA de 

dupla fita (RNAdf), formado como um intermediário durante a etapa de replicação do genoma viral, 

por microscopia confocal. Para ambas as células, observamos que todos os compostos foram 

capazes de reduzir a formação do RNAdf com a mesma eficiência quando comparado com a 

condição sem tratamento. Entretanto, o tratamento com UMN-1002 pareceu ser mais eficiente 

quando comparado com 1 e UMN-1001, com menos RNAdf observável (Figura 14). 
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Figura 14Atividade antiviral dos ProTides inibidores da polimerase e 2´-C-β-metilguanosina na replicação de 
genoma viral. Células HBMEC e SH-Sy5y foram infectadas com ZIKV-BRPE243 (MOI 0,5 e 1,0, respectivamente) e 
tratadas com UMN-1001, UMN-1002 e 1 nas suas concentrações máximas não toxicas por 18 horas. O intermediário 
de replicação, RNAdf, foi detectado por microscopia confocal. Barra de tamanho 20 µM. Verde: RNAdf; Azul: DAPI.  
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5.1.4 Inibição da replicação de ZIKV pelos ProTides inibidores da polimerase viral in vivo 

Após a caracterização da atividade antiviral dos compostos testados contra ZIKV in vitro, 

nós investigamos se os compostos testados poderiam inibir a infecção por ZIKV in vivo. Para isso, 

camundongos selvagens Swiss neonatos (n=5 por grupo) foram pré-tratados no dia pós-natal 2 (P2) 

(dia experimental 1) com os compostos 1, UMN-1001 e UMN-1002 a 25 mg/Kg/dia via 

intraperitoneal (i.p.). Os animais foram infectados com 105 PFU do ZIKV-BRPE243 no dia P3 (dia 

experimental) e a infecção foi seguida por tratamentos diários com os compostos até o sétimo dia 

pós-infecção. O experimento foi finalizado no dia P11, vinte e quatro horas após o último 

tratamento, com coleta dos tecidos cerebrais e oculares (Figura 15A). Os animais dos grupos Mock 

(não tratado e não infectado) e ZIKV (infectado e não tratado) foram inoculados com DMSO 1% 

em solução salina diariamente após a infecção viral. 

Os animais foram pesados diariamente e uma curva de peso foi construída (Figura 15B). 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos Mock, UMN-1002 e ZIKV. A partir 

dos dados dos pesos, nós analisamos a área sob a curva de cada grupo e normalizamos pelo Mock, 

e podemos observar que embora não tenhamos visto diferença significativa na variação bruta do 

peso entre os grupos, os animais tratados com UMN-1002 apresentaram maior tendência ao ganho 

de peso quando comparado com os outros grupos tratados (Figura 15C). Os tratamentos com os 

compostos 1 e UMN-1001 apresentaram toxicidade na dose testada e todos os animais desses 

grupos morreram nos dias experimentais 5 e 6, respectivamente. Um dos animais do grupo ZIKV 

morreu com 5 dias pós-infecção, entretanto todos os animais tratados com UMN-1002 

sobreviveram (Figura 15D). 

Para avaliar o efeito do UMN-1002 na carga viral no tecido cerebral e ocular, a quantidade 

de RNA genômico do ZIKV equivalente ao PFU, assim como as partículas virais infecciosas nesses 

tecidos, foram quantificados por qPCR e ensaio de formação de placa, respectivamente. O 

tratamento com UMN-1002 demonstrou ser capaz de reduzir aproximadamente meio log o número 

de RNA equivalente ao PFU no cérebro e cerca de 2 logs nos olhos (Figura 15E). Além disso, o 
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tratamento com UMN-1002 reduziu aproximadamente 1,5 log e 1,0 log a quantidade de partículas 

infecciosas do ZIKV nos tecidos cerebral e ocular, respectivamente (Figura 15F). 

Com base nesses resultados, vemos que o tratamento com UMN-1001, UMN-1002 e 1 é 

capaz de reduzir a replicação de ZIKV e DENV em diferentes linhagens celulares. E que UMN-

1002 possui atividade superior ao UMN-1001 e ao análogo de nucleosídeo parental 1. 

Interessantemente, UMN-1002 apresentou maior toxicidade in vitro quando comparado aos demais 

compostos, porém não apresentou toxicidade in vivo na dose estudada ao contrário de 1 e UMN-

1001 em que todos os animais tratados com esses compostos na dose estudada morreram.  
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Figura 15 Avaliação da atividade in vivo dos ProTides inibidores da polimerase e 2´-C-β-metilguanosina. (A). O 
desenho experimental consistiu em injeção intraperitoneal (i.p.) dos compostos 1, UMN-1001 e UMN-1002 (25 
mg/Kg/dia), e 1% DMSO diluído em solução salina i.p. para os grupos Mock e ZIKV no dia P2 (n=5 por grupo), 
seguido de infecção com ZIKV-BRPE243 (105 PFU) i.p. ou DMEM para o grupo Mock no dia P3. O tratamento com os 
compostos testados foi seguido diariamente até o dia P9. Os tecidos foram coletados no dia. P10. (B). Cinética do ganho 
ou perda de peso durante os dias do tratamento. (C). Gráfico de barras mostrando os valores da área sob a curva gerado 
a partir das curvas de peso e normalizados pelos valores da variação de peso do grupo Mock. p=0,0008 por one-way 
ANOVA seguido de teste de Tukey. (D). Curvas de sobrevivência. (E, F). Cérebro e olhos dos animais tratados com 
UMN-1002 foram homogeneizados seguido de extração de RNA para detecção do RNA genômico viral por qPCR e 
titulação viral por ensaio de formação de placa. (E). Gráfico de barras mostrando os valores de RNA viral equivalente 
ao PFU no cérebro e nos olhos. (F). Gráfico de barras mostrando os valores de partícula viral infecciosa no cérebro e 
olhos. Dados foram normalizados por miligrama de tecido. As barras indicam a média± D.P.M. *p<0,05; **p<0,01 por 
two-way ANOVA seguido de teste de Tukey. 

 
 

5.2. Atividade antiviral dos ProTides inibidores da iniciação da tradução via cap-

dependente contra ZIKV e SARS-CoV-2 

5.2.1. Determinação da citotoxicidade de 4Ei-10 e 4Ei-11 

Os compostos 4Ei-10 e 4Ei-11 são pró-nucleotídeos desenvolvidos para fazer a entrega 

intracelular de um antagonista seletivo do fator de iniciação de tradução de eucariotos eIF4E. O 

tratamento com esses compostos tem como alvo a inibição da via de síntese proteica dependente de 

cap. Como o SARS-CoV-2 e o ZIKV possuem genoma de RNA positivo e capeado, entende-se que 

eles utilizem dessa via para síntese das suas proteínas, sendo por tanto um alvo interessante com 

potencial antiviral a ser estudado. 

Inicialmente nós avaliamos o perfil de toxicidade celular dos compostos 4Ei-10 e 4Ei-11 

nos modelos celulares escolhidos para os testes de atividade contra o ZIKV e SARS-CoV-2 (Figura 

16). Os testes com ZIKV foram realizados em células HEK 293 e SH-Sy5y e somente com o 

composto 4Ei-11. Para isso, as células foram tratadas com 4Ei-11 em concentrações que variaram 

de 100 a 1,56 µM por 72 horas e a viabilidade celular foi avaliada utilizando um ensaio de 

metabolização de MTS. O tratamento com 4Ei-11 não alterou a viabilidade celular em nenhuma 

das concentrações testadas (Figura 16A), enquanto para as células SH-Sy5y, o mesmo composto 

na concentração de 100 e 50 µM, reduziu mais de 20% a viabilidade (Figura 16B) e por isso, os 
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experimentos feitos em SH-Sy5y foram realizados com 4Ei-11 em concentrações menores ou iguais 

a 25 µM. 

A linha de células Calu-3 foi utilizada como modelo celular para avaliar o efeito do 

tratamento com 4Ei-10 e 4Ei-11 na infecção por SARS-CoV-2. Inicialmente, avaliamos o perfil de 

toxicidade desses compostos nessa linha celular. As células foram tratadas com cada um dos 

ProTides em concentrações que variaram de 3 a 0,093 µM, e avaliadas 24 ou 48 horas após o 

tratamento.  Para essas células, o limite mínimo de viabilidade celular estabelecido para seleção da 

dose foi de 75% e o tratamento com ambos os compostos manteve a viabilidade acima desse valor 

independente da concentração testada e do tempo avaliado (Figura 16C e D). 

 

 
Figura 16 Perfil de toxicidade celular dos ProTides 4Ei-10 e 4Ei-11. (A) Células HEK 293 foram tratadas com 4Ei-
11 em concentrações variando de 6,25 a 100 µM por 72 horas. Após esse período, a viabilidade celular foi avaliada por 
ensaio de MTS. (B). Células SH-Sy5y foram tratadas com 4Ei-11 em concentrações variando de 1,56 a 100 µM por 72 
horas. Após esse período, a viabilidade celular foi avaliada por ensaio de MTS. (C, D) Células Calu-3 foram tratadas 
com 4Ei-10 e 4Ei-11, por 24 e 48 horas, em concentrações variando entre 3 µM e 0,093 µM Após esse período, a 
viabilidade celular foi avaliada por ensaio de MTS. Barras representam médias±D.P.M. de três experimentos 
independentes. 
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5.2.2. Atividade antiviral do ProTide 4Ei-11 contra ZIKV 

Como mencionado anteriormente, a atividade antiviral do ProTide 4Ei-11 contra ZIKV foi 

avaliada em células HEK 293 e SH-Sy5y. Primeiramente, nós investigamos se o tratamento com o 

composto testado seria capaz de reverter ou reduzir a mortalidade celular causada pela infecção por 

ZIKV. As células HEK 293 e SH-Sy5y foram pré-tratadas com a droga, nas concentrações 

mostradas na figura 17, 4 horas antes da infecção. Em seguida, as células foram infectadas com 

ZIKV-BRPE243 (MOI 0,1 e 1,0, respectivamente), na presença da droga. Após o tempo de adsorção 

(1 hora), o inóculo viral foi removido e foi adicionado meio de cultura com o composto diluído nas 

concentrações determinadas. As células foram mantidas em cultura por 72 horas e em seguida a 

viabilidade celular foi determinada. Na infecção de células SH-Sy5y, além da avaliação da 

viabilidade celular, nós quantificamos as partículas virais liberadas por ensaio de formação de 

placa. 

O tratamento com 4Ei-11 foi capaz de prevenir significativamente a redução da viabilidade 

celular causado pela infecção nas células HEK 293 em diferentes concentrações. Esse efeito foi 

mais significativamente observado nas concentrações 6,25 e 1,56 µM (Figura 17A). Em células 

SH-Sy5y, o tratamento com 4Ei-11 preveniu significativamente a redução da viabilidade celular 

promovida pela infecção pelo ZIKV (Figura 17B). O tratamento com 4Ei-11 em SH-Sy5y, além 

de proteger as células da redução da viabilidade promovida pelo ZIKV, também reduziu 

significativamente a liberação de partículas virais infecciosas em todas as concentrações testadas 

de 25 a 0,19 µM (Figura 17C). 
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Figure 17 Atividade antiviral do ProTide 4Ei-11 contra ZIKV em células HEK 293 e SH-Sy5y. (A). Células HEK 
293 foram pré-tratadas com 4Ei-11 em concentrações variando de 6,25 a 100 µM. Em seguida, foram infectadas com 
ZIKV-BRPE243 (MOI 0,1) com reposição da droga e mantidas em cultura por 72 horas. Após esse período, a viabilidade 
celular foi avaliada por ensaio de MTS. (B). Células SH-Sy5y pré-tratadas com 4Ei-11 em concentrações variando de 
0,19 a 25 µM. Em seguida, foram infectadas com ZIKV-BRPE243 (MOI 1,0) com reposição da droga e mantidas em 
cultura por 72 horas. Após esse período, a viabilidade celular foi avaliada por ensaio de MTS e as partículas virais 
infecciosas foram quantificadas por ensaio de formação de placa. As barras indicam a média± D.P.M. *p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 por One-way ANOVA seguido de teste de Tukey. N=3. Todas as comparações 
foram feitas em relação à condição sem tratamento. 

 

5.2.3. Atividade antiviral dos ProTides 4E-10 e 4Ei-11 contra SARS-CoV-2 

A atividade antiviral contra SARS-CoV-2 dos compostos ProTides 4Ei-10 e 4Ei-11 foi 

avaliada em células Calu-3, células endoteliais de pulmão humanos, por tanto um modelo mais 

próximo da patogênese da COVID-19. Da mesma forma que na infecção pelo ZIKV, as células 

foram pré-tratadas por 4 hrs antes da infecção com cada um dos compostos em concentrações que 
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variaram de 3 a 0,093 µM. A infecção foi feita com um isolado do SARS-CoV-2 da linhagem 

B.1.1.33, referido aqui como 545, em MOI 0,1. As drogas foram mantidas durante o período de 

adsorção do vírus (1hr). Em seguida, o inóculo viral foi removido e as drogas foram adicionadas 

novamente. Nos devidos tempos pós-infecção os sobrenadantes foram coletados para quantificação 

das partículas virais liberadas por ensaio de formação de placa e as células foram fixadas para 

análise do RNAdf intermediário da replicação e da proteína viral Spike por imunofluorescência. 

Após a marcação, a as células foram visualizadas e analisadas por microscopia confocal com 

automatização para triagem de alto conteúdo (HCS, do inglês High content screening). 

O tratamento com ambos os ProTides foi capaz de reduzir significativamente a quantidade 

da proteína Spike, do RNAdf intermediário da replicação viral e a progênie viral infecciosa nos 

tempos de 24 e 48 hpi (Figuras 18 e 19). O tratamento com 4Ei-10 reduziu significativamente a 

quantidade de células marcadas para a presença do RNAdf em 24 hpi nas concentrações 0,38 e 0,19 

µM (p<0,001 e p<0,05, respectivamente) (Figura 18A). Já em 48 hpi, a redução do RNAdf 

observada foi significativa para todas as concentrações testadas (p<0,0001) (Figura 18D). Com 

relação à redução da marcação da proteína viral Spike, o tratamento com 4Ei-10 foi eficaz em todas 

as concentrações testadas tanto em 24 quanto em 48 hpi (p<0,0001) (Figuras 18B e E). A redução 

significativa da quantidade de partículas virais infecciosas liberadas em 24 hpi foi observada com 

o tratamento com 4Ei-10 3, 1,5, 0,75 e 0,09 µM (p<0,001; p<0,01; p<0,01; p<0,05, 

respectivamente) (Figura 18C). Em 48 hpi, o tratamento com 4Ei-10 em todas as concentrações 

testadas inibiu totalmente a quantidade de partículas virais infecciosas liberadas (Figura 18F). 

O tratamento com 4Ei-11 reduziu significativamente a quantidade do RNAdf em 24 hpi 

nas concentrações 3 e 0,19 µM (p<0,001) e com eficácia similar de 1,5 a 0,38 µM (p<0,0001) 

(Figura 19A). Em 48 hpi, o ProTide 4Ei-11 reduziu significativamente a presença do RNAdf em 

todas as concentrações testadas (p<0,0001) (Figura 19D). Quanto à redução da quantidade de 

células positivas para a presença da proteína viral Spike, o tratamento com 4Ei-11 foi igualmente 

eficaz em todas as concentrações testadas (p<0,0001), independente do tempo avaliado (Figuras 
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19B e E). Além da redução da proteína Spike e do RNAdf, o tratamento com 4Ei-11 também 

reduziu significativamente a quantidade de partículas virais infecciosas liberadas em 24 hpi nas 

concentrações de 1,5 e 0,75 µM (p<0,05), e 0,19 e 0,09 µM (p<0,01 e p<0,0001, respectivamente) 

(Figura 19C). O tratamento com 4Ei-11 inibiu totalmente a quantidade de partículas virais 

infecciosas liberadas em 48 hpi nas concentrações de 3 a 0,38 µM e, ainda que tenhamos observado 

partículas virais infecciosas liberadas com o tratamento com 4Ei-11 nas concentrações de 0,19 e 

0,09 µM, a redução em relação ao controle não tratado foi significativa (p<0,0001) (Figura 19F). 

 

 
Figure 18 Atividade do Protide 4Ei-10 contra SARS-CoV-2 em células Calu-3. As células foram pré-tratadas com 
4Ei-10 em concentrações variando de 3 a 0,09 µM por 4 horas antes da infecção. Em seguida, as células foram 
infectadas com o isolado SARS-CoV-2 545 (linhagem B.1.1.33) MOI 0,1, na presença da droga. Após 1hr de adsorção 
viral, o inóculo viral foi removido e a droga foi readicionada. As células foram incubadas por até 48 hrs. Em seguida, 
os sobrenadantes foram coletados para ensaio de formação de placa para quantificação da quantidade de partículas 
virais infecciosas liberadas (C e F). Após a coleta dos sobrenadantes, as células foram fixadas com PFA 4% e marcadas 
com anticorpos específicos para a proteína viral Spike e para o RNAdf. Anticorpos secundários marcados com Alexa 
Fluor 488 (FITC) e Alexa Fluor 594 (Texas Red) foram utilizados para a visualização da presença da spike e do RNAdf, 
respectivamente. As células foram observadas por microscopia confocal, utilizando um microscópio ImageXpress Ultra 
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com automatização para triagem de alto conteúdo através do software MetaXpress versão 4.0.0.42. *p<0,05;**p<0,01; 
***p<0,001; ****p<0,0001 por two-way ANOVA seguido de teste de Tukey para comparações múltiplas. Barras 
representam média±D.P.M. Todas as comparações foram feitas em relação à condição sem tratamento.N=3. 

 
Figura 19 Atividade do Protide 4Ei-11 contra SARS-CoV-2 em células Calu-3. As células foram pré-tratadas com 
4Ei-11 em concentrações variando de 3 a 0,09 µM por 4 horas antes da infecção. Em seguida, as células foram 
infectadas com o isolado SARS-CoV-2 545 (linhagem B.1.1.33) MOI 0,1, na presença da droga. Após 1hr de adsorção 
viral, o inóculo viral foi removido e a droga foi readicionada. As células foram incubadas por até 48 hrs. Em seguida, 
os sobrenadantes foram coletados para ensaio de formação de placa para quantificação da quantidade de partículas 
virais infecciosas liberadas (C e F). Após a coleta dos sobrenadantes, as células foram fixadas com PFA 4% e marcadas 
com anticorpos específicos para a proteína viral Spike e para o RNAdf. Anticorpos secundários marcados com Alexa 
Fluor 488 (FITC) e Alexa Fluor 594 (Texas Red) foram utilizados para a visualização da presença da spike e do RNAdf, 
respectivamente. As células foram observadas por microscopia confocal, utilizando um microscópio ImageXpress Ultra 
com automatização para triagem de alto conteúdo através do software MetaXpress versão 4.0.0.42. *p<0,05;**p<0,01; 
***p<0,001; ****p<0,0001 por two-way ANOVA seguido de teste de Tukey para comparações múltiplas. Barras 
representam média±D.P.M. Todas as comparações foram feitas em relação à condição sem tratamento.N=3. 

 

Imagens representativas da microscopia confocal para o as condições sem tratamento e 

com tratamento na concentração de 0,38 µM nos tempos de 24 e 48 horas pós-infecção foram 

selecionadas e estão representadas nas figuras 20 e 21, para 4Ei-10 e 4Ei-11, respectivamente. 
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Figura 20 Microscopia confocal para visualização da proteína spike do SARS-CoV-2 e do RNAdf em células 
Calu-3 tratadas com 4Ei-10. As células foram pré-tratadas com 4Ei-10 0,38 µM por 4 horas antes da infecção. Em 
seguida, as células foram infectadas com o isolado SARS-CoV-2 545 (linhagem B.1.1.33) MOI 0,1, na presença da 
droga. Após 1hr de adsorção viral, o inóculo viral foi removido e a droga foi readicionada. As células foram incubadas 
por até 48 hrs. Em seguida, os sobrenadantes foram coletados e as células foram fixadas com PFA 4% e marcadas com 
anticorpos específicos para a proteína viral Spike e para o RNAdf. Anticorpos secundários marcados com Alexa Fluor 
488 (filtro FITC) e Alexa Fluor 594 (filtro Texas Red) foram utilizados para a visualização da presença da spike e do 
RNAdf, respectivamente. As células foram observadas por microscopia confocal, utilizando um microscópio 
ImageXpress Ultra com automatização para triagem de alto conteúdo através do softwareMetaXpress versão 4.0.0.42. 
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Figura 21 Microscopia confocal para visualização da proteína spike do SARS-CoV-2 e do RNAdf em células 
Calu-3 tratadas com 4Ei-11. As células foram pré-tratadas com 4Ei-11 0,38 µM por 4 horas antes da infecção. Em 
seguida, as células foram infectadas com o isolado SARS-CoV-2 545 (linhagem B.1.1.33) MOI 0,1, na presença da 
droga. Após 1hr de adsorção viral, o inóculo viral foi removido e a droga foi readicionada. As células foram incubadas 
por até 48 hrs. Em seguida, os sobrenadantes foram coletados e as células foram fixadas com PFA 4% e marcadas com 
anticorpos específicos para a proteína viral Spike e para o RNAdf. Anticorpos secundários marcados com Alexa Fluor 
488 (filtro FITC) e Alexa Fluor 594 (filtro Texas Red) foram utilizados para a visualização da presença da spike e do 
RNAdf, respectivamente. As células foram observadas por microscopia confocal, utilizando um microscópio 
ImageXpress Ultra com automatização para triagem de alto conteúdo através do software MetaXpress versão 4.0.0.42. 

 
 
5.3 Atividade anti-SARS-CoV-2 do Efavirenz 

Dados não publicados do nosso grupo apontam para o papel antiviral do EFV na infecção 

pelo vírus Chikungunya in vitro e in vivo através da modulação de estresse oxidativo e autofagia. 

Diferentes trabalhos apontam para o papel do EFV no tratamento de diferentes tipos de câncer 

devido sua capacidade de modular a resposta ao estresse oxidativo. Como a infecção pelo SARS-
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CoV-2 está associada à indução de estresse oxidativo e modulação da autofagia, investigamos a 

possível atividade antiviral do EFV na infecção por SARS-CoV-2. 

A atividade anti-SARS-CoV-2 do Efavirenz (EFV) foi avaliada nos seguintes modelos 

celulares: Vero E6, Huh-7, Calu-3, THP-1 e monócitos humanos primários. Os experimentos em 

Calu-3 e Vero E6 foram realizados com três diferentes isolados virais: SARS-CoV-2 545 

(linhagem: B.1.1.33), SARS-CoV-2 814 (linhagem P2) e SARS-CoV-2 RJ1 (linhagem A2). Nas 

demais células, as infecções foram feitas com SARS-CoV-2 RJ1. 

Para a determinação do perfil citotóxico do EFV, as células foram incubadas com o 

fármaco em diferentes concentrações por até 48, para Vero-E6 e Calu-3, ou 72 hrs, para THP-1 e 

Huh-7. O limite mínimo aceitável de viabilidade celular para os experimentos com EFV foi de 80%. 

Após o período de incubação, a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTS. A 

concentração máxima não toxica foi determinada previamente à realização dos experimentos com 

os vírus. A concentração máxima não toxica do EFV em células Huh-7 foi de 15 µM (Figura 22A). 

O tratamento com EFV 10 µM reduziu significativamente o número de copias do RNA viral no 

sobrenadante de Huh-7 em 24 hpi (p<0,01), enquanto o tratamento com o fármaco, tanto a 5 quanto 

a 10 µM, reduziu significativamente a quantidade de RNA do SARS-CoV-2 em 48 hpi (p<0,0001) 

(Figura 22B). 
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Figura 22 Avaliação da citotoxicidade e atividade antiviral do Efavirenz em células Huh-7. (A) Células Huh-7 
foram tratadas com EFV em diferentes concentrações por 72 hrs. Em seguida, o perfil de viabilidade celular foi 
determinado através do ensaio de MTS. (B) Células Huh-7 foram infectadas com SARS-CoV-2 isolado RJ1 (MOI 0,1) 
e tratadas com EFV em diferentes concentrações. Os sobrenadantes da cultura foram coletados em 24 e 72 hpi para 
extração do RNA viral e determinação no número de cópias de RNA por qPCR. Os dados mostram média±D.P.M. 
**p<0,01; ****p<0,0001 por two-way ANOVA seguido de teste de Tukey para comparações múltiplas. N=3. 

 

A concentração máxima não toxica do EFV em Vero E6 foi 15 µM (Figura 23A). A partir 

do perfil de viabilidade, foi calculado o valor de CC50 que foi 25,25 µM.  Os valores de EC50 anti-

SARS-CoV-2 em células Vero E6, nos pontos de 24 e 48 hpi (2,81 e 6,43 µM, respectivamente), 

foi determinado através da redução do número de partículas virais infecciosas pelo ensaio de 

formação de placa visto em diferentes concentrações de EFV (Figura 23B). Os valores do índice 

de seletividade obtidos a partir dos valores de CC50 e EC50, em Vero E6, foram 8,98 e 3,92 para 24 

e 48 hrs, respectivamente. 

Para avaliar a atividade do EFV contra isolados de diferentes linhagens do SARS-CoV-2, 

nós infectamos as células Vero E6 com SARS-CoV-2 545, SARS-CoV-2 814 e SARS-CoV-2 RJ1, 

MOI 0,1. As células foram tratadas com EFV 5 µM por 24 horas após a infecção e, em seguida, 

determinados o perfil da expressão da proteína Spike intracelular através de Western blot (Figura 

23C) e os valores arbitrários do nível de expressão da proteína viral foi normalizado pela expressão 

basal de β-actina (Figura 23D). O tratamento com EFV 5 µM reduziu a expressão da proteína Spike 

de todos os isolados testados (Figura 23C). A quantidade de partícula viral infecciosa liberada foi 

determinada a partir dos sobrenadantes desse mesmo experimento através do ensaio de formação 
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de placa (Figura 23E). Podemos observar que além do impacto na produção intracelular da proteína 

viral, o tratamento com EFV 5 µM reduziu significativamente a quantidade de partículas virais 

infecciosas liberadas por essas células (p<0,01 para SARS-RJ1 e 545; p<0,0001 para SARS-814) 

(Figura 23E). 
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Figura 23 Avaliação da citotoxicidade e atividade antiviral do Efavirenz em células Vero E6. (A) Células Vero 
E6 foram incubadas com diferentes concentrações do EFV por 48 hrs. Após esse período, a viabilidade celular foi 
avaliada pelo ensaio de MTS. (B) Células foram infectadas com SARS-CoV-2 isolado RJ1 (linhagem A2) em MOI 0,1 
e incubadas com diferentes concentrações do EFV. Após 24 e 48 hpi, os sobrenadantes foram coletados para 
quantificação das partículas virais infecciosas liberadas pelo ensaio de formação de placa. Para calcular os valores de 
EC50, foi utilizada uma curva dose-resposta sigmoidal onde foi plotado o título viral em PFU/ml pela concentração de 
EFV. (C). As células foram infectadas com SARS-CoV-2 RJ1, SARS-CoV-2 545 e SARS-CoV-2 814 (MOI 0,1) e 
incubadas com EFV 5 µM por 24. Em seguida os lisados celulares foram submetidos a separação das proteínas por 
eletroforese em gel SDS-PAGE e transferidas para uma membrana ligante de proteínas e marcadas com anticorpos 
específicos para a proteína viral spike e a proteína endógena β-actina como controle. (D). Os níveis de expressão das 
proteínas foram analisados pelo softwareImageJ e normalizados pelo nível de expressão basal de β-actina. O gráfico 
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de barra mostra os valores arbitrários da normalização. (E). Os sobrenadantes da cultura foram coletados após 24 horas 
de infecção para extração de RNA, seguido quantificação das partículas virais infecciosas por ensaio de formação de 
placa. **p<0,01; ****p<0,0001 por two-way ANOVA seguido de teste de Tukey para comparações múltiplas. Barras 
representam média±D.P.M. N=3. 

 

A concentração máxima não tóxica determinada paro o EFV em células Calu-3 foi 15 µM 

(Figura 24A). As células foram infectas com três isolados de SARS-CoV-2, pertencentes a 

diferentes linhagens como dito anteriormente, todas as infecções foram feitas com MOI 0,1. As 

células foram tratadas, após adsorção viral, com EFV 10 µM por 24 ou 48 hrs. Nos tempos 

indicados os, sobrenadantes das culturas foram coletados para quantificação das partículas virais 

infecciosas liberadas e para quantificação das partículas virais totais liberadas pelo número de 

cópias do RNA viral por qPCR. A partir dos lisados celulares, nós extraímos o RNA para a detecção 

do RNA subgemômico (RNAsg) do gene E do SARS-CoV-2 por qPCR. As figuras 24B e C 

mostram o número de cópias do RNA viral e a progênie viral liberada das células infectadas, 

respectivamente, com o isolado SARS-CoV-2 RJ1 em 24 e 48 horas pós-infecção, para as condições 

sem tratamento e com EFV 10 µM. Nós observamos que o tratamento com EFV 10 µM reduz 

significativamente a quantidade de RNA viral em 24 (p<0,05) e 48 hpi (p<0,001). 

Além disso, nós condensamos os resultados de quantificação das partículas virais 

infecciosas e do número de cópias do RNA viral para os 3 isolados testados em dois gráficos que 

mostram o percentual de redução da replicação de SARS-CoV-2 a partir da relação do número de 

cópias de RNA (Figura 24D), obtido por qPCR ou da quantidade de partículas virais infecciosas, 

por ensaio de redução de placa (ERP) (Figura 24E), entre as condições tratadas e não-tratadas, ou. 

Para os três isolados, o tratamento com EFV reduziu mais de 90% do número de copias de RNA 

viral em 24 horas e aproximadamente 80% em 48 horas, sem diferenças entre os isolados (Figura 

24D). Com relação à liberação de partículas virais infecciosas, o tratamento com EFV reduziu 

significativamente mais a liberação de partículas infecciosas dos isolados SARS-CoV-2 545 e 814 

(p<0,01 e p<0,001, respectivamente) em 24 horas, entretanto o tratamento reduziu em torno de 40% 

a quantidade de partículas infecciosas do SARS-CoV-2 RJ1 nesse mesmo tempo. Porém, essa 
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diferença não é mantida em 48 hrs, onde o tratamento com EFV 10 µM foi capaz de reduzir mais 

de 80% a liberação de partículas infecciosas dos três isolados sem diferença significativa entre eles 

(Figura 24E). 

Além da redução do número de cópias do RNA e da progênie viral, o tratamento com EFV 

10 µM também foi capaz de reduzir a quantidade de RNAsg do SARS-CoV-2. Essa análise foi feita 

calculando o percentual de inibição do RNAsg, no lisado celular, frente ao tratamento com EFV 

através de qPCR pelo método do ΔCt e normalizado pelo GAPDH, como controle endógeno 

(Figura 24F). O tratamento com EFV 10 µM reduziu o RNAsg em aproximadamente 80%, para o 

isolado RJ1 e 40%, para os isolados 545 e 814, em 24 hpi. Em 48 hpi, o tratamento reduziu em 

torno de 80% para os três isolados testados, com maior variação observada para o RJ1, porém sem 

diferença significativa. 

Para investigar se o tratamento interfere na produção de proteína viral intracelular, nós 

analisamos a expressão da proteína Spike por Western blot nos lisados celulares no tempo de 24 

horas pós-infecção (Figura 24G e H). Para esse experimento, as células foram infectadas com os 

3 diferentes isolados do SARS-CoV-2 (MOI 0,1) e tratadas com EFV 5 e 10 µM, com exceção do 

isolado SARS-CoV-2 814 que foi tratado com EFV 10 µM apenas. O tratamento com EFV foi 

capaz de reduzir a expressão intracelular da proteína Spike de todos os isolados testados. Nós 

observamos que o EFV a 10 µM apresentou maior redução da proteína quando comparado com a 

concentração de 5 µM para os isolados SARS-CoV-2 RJ1 e 545 (Figura 24G). Os níveis de 

expressão da proteína Spike foram quantificados e os valores estão apresentados no gráfico de 

barras normalizados pela expressão da proteína β-actina utilizada como controle endógeno (Figura 

24H). 

 



 
104 

 



 
105 

Figura 24 Avaliação da citotoxicidade e atividade antiviral do Efavirenz em células Calu-3. (A) Células Calu-3 
foram incubadas com diferentes concentrações do EFV por 48 hrs. Após esse período, a viabilidade celular foi avaliada 
pelo ensaio de MTS. (B, C) Células foram infectadas com SARS-CoV-2 isolado RJ1 (linhagem A2) em MOI 0,1 e 
tratadas com EFV 10 µM. Após 24 e 48 hpi, os sobrenadantes foram coletados para extração de RNA e detecção do 
RNA viral por qPCR (B) e quantificação das partículas virais infecciosas liberadas pelo ensaio de formação de placa 
(C). (D, E). As células foram infectadas com SARS-CoV-2 RJ1, SARS-CoV-2 545 e SARS-CoV-2 814 (MOI 0,1) e 
incubadas com EFV 10 µM por 24 e 48 hrs. Os sobrenadantes foram coletados nos tempos indicados para extração de 
RNA e detecção do RNA viral por qPCR e quantificação das partículas virais infecciosas liberadas pelo ensaio de 
formação de placa. Em (D) o gráfico de barras mostra o percentual de inibição da replicação viral pela relação entre o 
número de cópias de RNA viral da condição tratada com EFV e não tratada. Em (E) o gráfico de barras mostra o 
percentual de inibição da replicação viral pela relação entre o número de partículas virais infecciosas da condição 
tratada com EFV e não tratada. (F). As células foram infectadas com SARS-CoV-2 RJ1, SARS-CoV-2 545 e SARS-
CoV-2 814 (MOI 0,1) e incubadas com EFV 10 µM por 24 e 48 hrs. Em seguida os lisados celulares foram submetidos 
à extração de RNA para detecção do RNA subgenômico (RNAsg) do gene E do SARS-CoV-2. O percentual de inibição 
da produção do RNAsg foi obtido pelo método do ΔCt e normalizado por GAPDH. (G). As células foram infectadas 
com SARS-CoV-2 RJ1, SARS-CoV-2 545 e SARS-CoV-2 814 (MOI 0,1) e incubadas com EFV 5 e/ou 10 µM por 24 
hrs. Em seguida os lisados celulares foram submetidos à separação das proteínas por eletroforese em gel SDS-PAGE e 
transferidas para uma membrana ligante de proteínas e marcadas com anticorpos específicos para a proteína viral spike 
e a proteína endógena β-actina como controle. (H). Os níveis de expressão das proteínas foram analisados pelo 
softwareImageJ e normalizados pelo nível de expressão basal de β-actina. O gráfico de barra mostra os valores 
arbitrários da normalização. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 por two-way ANOVA seguido de teste de Tukey para 
comparações múltiplas. Barras representam média±D.P.M. N=3. 

 

A atividade antiviral do EFV contra SARS-CoV-2 RJ1 também foi avaliada em células 

THP-1, uma linhagem monocítica, e em monócitos primários humanos (Figura 25). A infecção 

nessas células foi feita com MOI 0,1. A concentração máxima não toxica do EFV em THP-1 foi de 

15 µM (Figura 25A). O tratamento com EFV 10 e 15 µM foi capaz de reduzir significativamente 

a liberação de partículas virais em 48 hpi (p<0,01 para 10 µM; p<0,001 para 15 µM) e 72 hpi 

(p<0,0001 para as duas concentrações) (Figura 24B). Os monócitos primários foram isolados a 

partir do PBMC de dois doadores sabidamente negativos par COVID-19. Nessas células, o 

tratamento com EFV 5 e 10 µM reduziu significativamente o número de cópias de RNA viral no 

sobrenadante no ponto de 72 hpi (p<0,05 para 5 µM; p<0,01 para 10 µM) (Figura 24C). Além da 

redução no número de cópias de RNA viral, o tratamento com EFV reduziu aproximadamente 40% 

do RNAsg (em 5 µM) e 70% (em 10 µM) em 72 hpi, quando comparado com a condição sem 

tratamento (Figura 25D). Apesar de termos avaliado a liberação de partículas virais infecciosas 

apenas em um doador, nós observamos que o tratamento com EFV tanto a 5, quanto a 10 µM, foi 

capaz de reduzir a progênie viral vista no sobrenadante da cultura em 72 hpi (Figura 25E). 
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Figura 25 Avaliação da citotoxicidade e atividade antiviral do Efavirenz em células THP-1 e monócitos 
primários humanos. (A). Células foram incubadas com diferentes concentrações do EFV por 72 hrs. Após esse 
período, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTS. (B) Células THP-1 foram infectadas com SARS-CoV-
2 isolado RJ1 (linhagem A2) em MOI 0,1 e tratadas com EFV 10 e 15 µM. Após 48 e 72 hpi, os sobrenadantes foram 
coletados para quantificação das partículas virais infecciosas liberadas pelo ensaio de formação de placa. (C). Os 
monócitos primários (isolados de PMBC de três doadores) foram infectados com SARS-CoV-2 isolado RJ1 em MOI 
0,1 e tratados com EFV 5 e 10 µM por 72 hrs. Em seguida os sobrenadantes foram coletados para extração de RNA e 
detecção do RNA viral quantificação do número de cópias de RNA por qPCR. (D). Os monócitos primários foram 
infectados com SARS-CoV-2 isolado RJ1 em MOI 0,1 e tratados com EFV 5 e 10 µM por 72 hrs. Em seguida os 
lisados celulares foram submetidos à extração de RNA e detecção do RNAsg por qPCR. O percentual de inibição da 
produção do RNAsg foi obtido pelo método do ΔCt e normalizado por GAPDH. (E). Os monócitos primários foram 
infectados com SARS-CoV-2 isolado RJ1 em MOI 0,1 e tratados com EFV 5 e 10 µM por 72 hrs. Em seguida os 
sobrenadantes foram coletados para quantificação das partículas virais infecciosas pelo ensaio de redução de placa. 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 por two-way ANOVA seguido de teste de Tukey para comparações 
múltiplas. Barras representam média±D.P.M. N=3. 

 

O Tratamento com EFV conseguiu reduzir significativamente a replicação do SARS-CoV-

2 em células relevantes para a patogênese da COVID-19 com reduzida toxicidade associada. 

Demonstrando a importância de investigar o potencial desse fármaco tanto para o tratamento da 

COVID-19. 
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6 DISCUSSÃO 
Durante a realização desse trabalho, nós avaliamos a atividade antiviral dos ProTides 

UMN-1001, UMN-1002 e do análogo de nucleosídeo 2´C-β-metilguanosina, referido aqui como 

composto 1, contra DENV e ZIKV. O análogo de nucleosídeo 2´C-β-Me-G foi sintetizado 

originalmente como um inibidor da RNA polimerase dependente de RNA (RpRd) do HCV. Esse 

composto também possui atividade in vitro contra DENV-2 devido às similaridades genéticas entre 

as polimerases desses vírus (MIGLIACCIO et al., 2003; NG; ARNOLD; CAMERON, 2008b; 

SIZUN et al., 2015). Apesar da elevada potência farmacológica mostrada in vitro para o 2´C-β-Me-

G contra DENV2 em células Huh7 (EC50= 13,6 µM), a conversão desse pró-fármaco à sua forma 

metabolicamente ativa, 5′-trifosfato, é limitada pela primeira reação de fosforilação uma vez que 

ele é alvo da ação de cinases intracelulares (STEIN; MOORE, 2001) 

Para contornar essa limitação, UMN-1001 e UMN-1002 foram sintetizados a partir de 

alterações químicas na molécula do 2´C-β-Me-G, gerando pró-drogas já monofosfatadas (pró-

nucleotídeos). Nosso grupo demonstrou que os compostos UMN-1001 e UMN-1002 apresentam 

atividade antiviral contra DENV2 superior ao composto 1 em células Vero, confirmando o sucesso 

da abordagem dos ProTides (OKON et al., 2017a). Dando seguimento a este trabalho, nós 

investigamos a atividade antiviral desses ProTides contra DENV2 em células endoteliais humanas 

(HBMEC) devido ao importante papel das células endoteliais na patogênese da dengue em 

humanos.  

Nosso grupo também realizou a caracterização da atividade desses ProTides contra ZIKV 

utilizando linhagens de células relevantes para a patogênese do ZIKV além de um modelo de 

infecção em camundongos neonatos selvagens previamente descrito como ferramenta importante 

para investigar a infecção viral, particularmente, no sistema nervoso central (NEM DE OLIVEIRA 

SOUZA et al., 2018) 

Considerando os valores de EC50, foi possível observar que o tratamento com UMN-1002 

apresentou 5 vezes mais capacidade de reduzir a replicação de DENV2 em células Vero quando 

comparado com o composto parental 1. Não observamos diferenças entre o tratamento com UMN-
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1001 e 1 em reduzir a replicação viral. De maneira similar, em células HBMEC o tratamento com 

UMN-1002 foi capaz de reduzir a replicação viral aproximadamente 5 vezes mais que o composto 

parental 1 e UMN-1001, sem diferença significativa entre esses dois últimos (Tabela 6). Na 

infecção pelo ZIKV, similar ao que vimos para DENV, a atividade dos compostos ProTides também 

apresentou um valor de EC50 menor que o EC50 do composto parental (1) em todas as células 

avaliadas (Tabela 7), demonstrando o potencial de uso desses compostos contra flavivirus 

relacionados. 

Esses resultados sugerem, que do ponto de vista biológico, a conversão do 2´C-β-Me-G 

(1) à sua forma monofosfatada pelas cinases celulares ocorre com eficiência similar à conversão do 

composto UMN-1001 pela Hint1 celular ao 2´C-β-Me-G monofosfatado. Além disso, nossos 

resultados também apontam que UMN-1002 é capaz de penetrar as células e entregar 2´C-β-Me-G 

monofosfatado de maneira mais eficiente que a entrega feita pelo UMN-1001, apesar da etapa 

anquimérica adicional na ativação do UMN-1002, antes que ele seja clivado por Hint1. 

A necessidade de Hint1 na ativação dos ProTides foi confirmada através da demonstração 

de que a atividade antiviral de cada um dos ProTides é expressivamente reduzida quando esses 

compostos são incubados em associação ao inibidor farmacológico de Hint1, TrpGc (Figura 12A e 

B). Em conjunto, esses dados apontam que o mascaramento do grupo fosfato feito pelo grupamento 

2-(metiltio)etil pode ser incorporado a um pronucleotideo fosforamidato e que a utilização desse 

grupamento fornece um método não-enzimático alternativo para a liberação intracelular de 

fosforamidatos monoésteres que, sequencialmente, passarão pela clivagem da ligação P-N mediada 

por Hint1 para que seja feita a entrega do nucleosídeo monofosfato. 

De maneira relevante, o EC50 dos ProTides testados na infecção pelo ZIKV aqui variaram 

entre 0,2 e 1,0 µM com índices de seletividade, em média, maiores que 200, por tanto, sugerindo 

que esses compostos apresentam significante atividade antiviral e baixa toxicidade celular 

associada (Tabela 7). Os estudos de viabilidade celular sugerem que UMN-1002 pode apresentar 

maior toxicidade que 1 e UMN-1002 (Figura 11), contudo os nossos estudos em animais 
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demonstraram que o tratamento com 1 e UMN-1001, na dose de 25 mg/kg/dia foi letal, enquanto 

UMN-1002 não apresentou toxicidade nesta dose, além de ter reduzido significativamente a carga 

do ZIKV nos tecidos cerebrais e oculares (Figura 15E, F). 

A observação de toxicidade, principalmente hepática, é um dos principais motivos para a 

terminação de estudos clínicos com análogos de nucleosídeo/nucleotídeo (FENG et al., 2018). A 

ação dos análogos de nucleosídeo/nucleotídeo sobre as polimerases do hospedeiro tem sido 

apontada como a principal causa de toxicidade (JOHNSON et al., 2001). Semelhante ao que 

observamos para UMN-1001 e 1, o análogo de guanosina PSI 938, um 2′F 2′C-Metilguanosina, não 

apresentou toxicidade nos estudos in vitro, porém foi retirado de estudo clínico por apresentar 

toxicidade in vivo (FENG et al., 20016). As alterações químicas feitas na molécula do 2´C-β-Me-

G para a síntese do UMN-1002 podem ter sido responsáveis por deixá-lo menos toxico in vivo 

provavelmente por maior seletividade pelo seu alvo viral, tendo em vista os valores do índice de 

seletividade desse composto nas. linhagens celulares utilizadas, mas estudos específicos precisam 

ser realizados para testar a hipótese, uma vez que a toxicidade de análogos de 

nucleosídeo/nucleotídeo tem-se mostrado difícil de ser previsto (JOHNSON et al., 2001; FELD et 

al., 2014). 

Independente da linhagem celular testada, o ProTide UMN-1002 apresentou a atividade 

antiviral mais potente para os flavivirus estudados aqui. Tem sido demonstrado que os inibidores 

da RdRp de flavirírus são capazes de inibir a infecção por ZIKV tanto in vitro quanto in vivo 

(BERNATCHEZ et al., 2020b). Por exemplo, o composto 7-deaza-2′-C-metiladenosina (7DMA) 

foi capaz de reduzir a viremia e a progressão da doença em camundongos deficientes na resposta a 

interferons (AG129) com EC50 variando de 1,2 e 9,6 µM em células Vero (ZMURKO et al., 2016). 

Outros compostos com a modificação 2′-C-metil (2′-C-metiladenosina, citidina e uridina), também 

exibiram atividade contra ZIKV, embora com valores de EC50 mais elevados, na faixa micromolar 

(EYER et al., 2016; ZMURKO et al., 2016). 
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Um estudo prévio demonstrou que o Sofosbuvir, um ProTide anti-HCV, também apresenta 

atividade contra ZIKV in vitro de forma dependente do tipo celular (MUMTAZ et al., 2017). Em 

células SH-Sy5y, o Sofosbuvir apresentou EC50 de 1,1 µM e índice de seletividade de 384 

(SACRAMENTO et al., 2017). Em comparação, o ProTide UMN-1002 apresentou EC50 duas vezes 

menor, e um índice de seletividade maior que 465. Foi demonstrado que o tratamento com 

Sofosbuvir protege camundongos Swiss neonatos da letalidade pelo ZIKV além de reduzir a. carga 

viral, vista pela presença de RNA viral, no cérebro, baço, plasma e rim (FERREIRA et al., 2017).  

Em nosso estudo, a letalidade não pode ser utilizada como parâmetro uma vez que os 

animais foram infectados com 105 PFU, e nesses modelos, letalidade e perda de peso significativa 

apenas foram vistos a partir de duas semanas após a infecção (NEM DE OLIVEIRA SOUZA et al., 

2018), enquanto no trabalho de Ferreira e colaboradores, os animais foram infectados com uma 

quantidade de vírus 100 vezes maior. Entretanto, nós observamos redução significativa não apenas 

da quantidade de RNA nos tecidos analisados, mas também da quantidade de partícula viral 

infecciosa com o tratamento com UMN-1002. Além disso, embora perda de peso não seja um 

parâmetro que apresente significativa alteração na primeira semana de infecção, os animais tratados 

com UMN-1002 apresentaram um perfil de variação de peso similar aos animais do grupo mock 

(Figura 15C). Esses resultados, em conjunto com os dados in vitro sugerem a possibilidade de 

testar o tratamento com UMN-1002 na infecção por DENV in vivo. 

Os nossos dados mostram que UMN-1002 apresenta atividade antiviral relevante em 

células do sistema nervoso central, além disso, apresenta grande capacidade de reduzir tanto o RNA 

quanto as partículas infecciosas do ZIKV nos tecidos cerebrais e oculares, sugerindo que esse 

composto pode ser uma alternativa para o controle da infecção sistêmica pelo ZIKV. Entretanto, a 

atividade antiviral in vivo. foi testada apenas no cérebro e olho, para contornar essa limitação nós 

pretendemos verificar outros tecidos periféricos, além da viremia, e em tempos diferentes onde 

talvez possa ficar mais clara a eficiência no controle da carga viral. Outro ponto importante a ser 

investigado é se o tratamento com UMN-1002 é capaz de proteger os camundongos das 
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consequências tardias da infecção com ZIKV como lesão tecidual e convulsões. Esses estudos farão 

parte de um projeto maior onde iremos avaliar tanto o UMN-1002 quanto outros ProTides análogos 

de guanosina estruturalmente diferentes em seus grupos de mascaramento do grupamento fosfato 

contra ZIKV e DENV in vivo. 

A outra abordagem terapêutica antiviral proposta para o uso de compostos ProTides nesse 

trabalho baseia-se na inibição da via canônica (dependente de cap) da iniciação da tradução. Através 

dessa abordagem, nós testamos os ProTides antagonistas de eIF4E, 4Ei-10 e 4Ei-11, contra ZIKV 

e SARS-CoV-2. Esses compostos são metabolizados intracelularmente gerando o 7-Cl-Fenol-Etil-

GMP, um análogo de cap (Me7-GTP), que inibe a tradução proteica através da ligação e sequestro 

de eIF4E, por tanto, impedindo que este fator se ligue ao RNAm capeado (AHMAD et al., 2020). 

Ambos ProTides foram sintetizados para uso contra diferentes tipos de câncer, uma vez que a célula 

tumoral apresenta elevada síntese de proto-oncogenes e, virtualmente, todo RNAm eucariótico 

apresenta a presença da estrutura cap no seu terminal 5′ (AHMAD et al., 2020; JACOBSON et al., 

2021). 

Entretanto, não existe relato na literatura da atividade antiviral desses compostos. Uma vez 

que  todos os vírus descritos até agora, utilizam a maquinaria de síntese proteica da célula 

hospedeira, e sabendo que ZIKV e SARS-CoV-2 apresentam como genoma uma fita simples de 

RNA de polaridade positiva que possui em sua extremidade 5′ uma estrutura Me7-GTP, assume-se 

que a síntese das proteínas desses vírus, durante a infecção, ocorra predominantemente pela via 

canônica dependente de cap  (BANERJEE et al., 2020; DAVID J. BARTON; B. JOAN 

MORASCO; JAMES B. FLANEGAN*, 1999; NAKAGAWA; LOKUGAMAGE; MAKINO, 

2016; SANFORD et al., 2019). Por tanto, o antagonismo de eIF4E, utilizando esses ProTides, surge 

como uma abordagem terapêutica interessante a ser avaliada. 

O perfil de toxicidade celular do 4Ei-11 foi utilizado para determinar as concentrações 

testadas contra o ZIKV nas células HEK 293 e SH-Sy5y, enquanto 4Ei-10 e. 4Ei-11 foram avaliados 
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quanto sua toxicidade nas células Calu-3 previamente à infecção com SARS-CoV-2 Os dados da 

atividade antiviral foram obtidos utilizando concentrações não toxicas dos compostos. 

A atividade anti-ZIKV foi avaliada apenas com o ProTide 4E-11 até o momento, porém 

estudos com 4Ei-10 estão em andamento. Devido à relevância da infecção por ZIKV no sistema 

nervoso central (SNC), além de avaliarmos a atividade do 4Ei-11 em células HEK 293, linhagem 

de células de rim embrionados humanos, nós confirmamos os resultados em neuroblastoma SH-

Sy5y, pois são células relevantes para a patogênese do ZIKV no SNC. As células HEK 293, embora 

não sejam um modelo para estudar a patogênese do ZIKV, são originadas de uma estrutura 

precursora adrenal, que durante o desenvolvimento é adjacente ao rim. A medula adrenal tem 

origem na crista neural, o que explica o perfil de expressão de diferentes genes neuronais em HEK 

293 (LIN et al., 2014; SHAW et al., 2002). 

Nossos dados mostram a dependência do ZIKV da via cap-dependente para a síntese de 

suas proteínas, uma vez que o antagonismo de eIF4E impacta diretamente nos efeitos deletérios da 

infecção prevenindo a citotoxicidade e reduzindo a produção de progênie viral infecciosa em até 1 

log em células SH-Sy5y (Figura 17B). Esses dados confirmam o que foi previamente demonstrado 

experimentalmente in vitro sobre a utilização da via dependente de cap pelo RNA genômico do 

ZIKV (SANFORD et al., 2019)  

Entretanto não exclui a possibilidade de que esse vírus utilize uma via independente de 

cap uma vez que o tratamento não interrompeu completamente a infecção e, além disso, já tem sido 

demonstrado que a região 5′ não traduzida de ZIKV pode possuir um sítio interno de entrada 

ribossomal (IRES) não canônico, uma vez que o genoma viral artificialmente não capeado consegue 

iniciar a infecção em células de mamíferos (SONG et al., 2019b). No entanto, pelos dados 

apresentados aqui, a infecção pelo ZIKV depende majoritariamente de eIF4E disponível para a 

síntese das proteínas virais. Independente da possibilidade do uso de outra via além da dependente 

de cap, nossos dados apontam o potencial de uso do 4Ei-11 não apenas para o controle da infecção 

por ZIKV, mas também como importante ferramenta de estudo de etapas importantes para a 
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biossíntese viral, podendo inclusive ser utilizado para vírus não relacionados, mas que utilizam 

dessa via para a síntese de suas proteínas, como evidenciado pelos resultados obtidos na infecção 

com SARS-CoV-2.  

A atividade antiviral de 4Ei-10 e 4Ei-11 contra SARS-CoV-2 analisada por microscopia 

confocal com automatização para triagem de alto conteúdo, nos permitiu quantificar a presença da 

proteína Spike do SARS-CoV-2 e do RNAdf intermediário de replicação nas células Calu-3 

infectadas. O tratamento com 4Ei-10 e 4Ei-11 foi eficaz em reduzir significativamente a presença 

da proteína Spike, do RNAdf e da progênie viral infecciosa liberada das células Calu-3 em 24 e 48 

hpi (Figuras 18 e 19). A redução da presença da proteína Spike nas células infectadas nos mostra 

que o tratamento com ambos ProTides está de fato inibindo a síntese proteica e, consequentemente, 

é esperado que também ocorra a redução do RNAdf uma vez que, no ciclo replicativo viral, a etapa 

de transcrição do material genético depende de proteínas não estruturais sintetizadas na etapa de 

tradução do RNAm genômico que irão constituir o complexo replicativo (V’KOVSKI et al., 

2021b). 

Interessantemente, o tratamento com 4Ei-10, em todas as concentrações testadas, inibiu 

completamente a presença de partículas virais infecciosas liberadas das células infectadas em 48 

hpi, enquanto o 4Ei-11 apresentou um perfil semelhante para quase todas as concentrações testadas, 

onde observamos a presença de partículas virais infecciosas em apenas uma replicata das condições 

tratadas com 4Ei-11 em 0,19 e 0,09 µM. Esses dados indicam a grande dependência do SARS-

CoV-2 sobre a via canônica dependente de cap para a síntese das suas proteínas, além de demonstrar 

o potencial terapêutico de utilizar essa via como alvo para o controle da infecção  

A diferença estrutural 4Ei-10 e 4Ei-11 consiste na presença de um grupamento 2-

(metiltio)butil ligado ao farmacóforo na molécula do 4Ei-11, enquanto o 4Ei-10 possui um 

grupamento  2-(metiltio)etil. A presença do grupamento com maior cadeia carbônica no 4Ei-11 foi 

idealizada para tornar essa molécula mais lipofílica, facilitando sua passagem pela membrana 

plasmática. Como consequência farmacocinética dessa diferença estrutural, observou-se que o 
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tempo de meia-vida, em pH=7,2, para o 4Ei-11 é de 10,5 horas, enquanto o 4Ei-10 tem um tempo 

de meia-vida de 8 horas (dados não publicados). O fato de termos visto inibição total das partículas 

virais infecciosas em todas as concentrações do 4Ei-10, e até em 0,38 µM de 4Ei-11, mesmo depois 

de transcorridos 6 e 4,5 tempos de meia-vida para o 4Ei-10 e 4Ei-11, respectivamente, nos mostra 

o grande potencial terapêutico desses ProTides e da iniciação da tradução dependente de cap como 

alvo para o tratamento da infecção pelo SARS-CoV-2. 

Para melhor interpretação dos nossos resultados com esses ProTides contra o SARS-CoV-

2, nós iremos avaliar a atividade antiviral em tempo mais recentes da infecção, uma vez que em 24 

horas de infecção já ocorreu mais de um ciclo completo de replicação viral. Além disso, nós iremos 

demonstrar o mecanismo molecular da inibição da iniciação através da análise dos níveis de 

expressão de eIF4E nas células infectadas e tratadas com ambos ProTides. Interessantemente, não 

observamos uma relação direta entre o aumento da concentração e a eficácia do tratamento sobre a 

infecção. Por exemplo, o tratamento com 4Ei-11 a 0,09 µM, em 24 hrs, reduz mais efetivamente a 

quantidade das partículas virais infecciosas enquanto a concentração 3 µM parece não ter efeito, 

porém todas as concentrações, exceto 0,19 e 0,09 µM inibem totalmente o título viral em 48 horas 

pós-infecção. Esse perfil de resposta nos impossibilitou de calcular os valores de EC50 para esses 

compostos, por tanto nós iremos avaliar a atividade antiviral em concentrações ainda menores para 

obtermos esses valores em 48 horas pós-infecção. 

Além da investigação da atividade antiviral dos compostos ProTides, durante a realização 

desse trabalho nós também investigamos a atividade do Efavirenz (EFV) contra SARS-CoV-2 em 

uma abordagem proposta de redirecionamento de fármacos. Os estudos de redirecionamento de 

fármacos antirretrovirais para uso em infecções virais não relacionadas têm crescido nos últimos 

anos (MERCORELLI; PALÙ; LOREGIAN, 2018). Entre as vantagens do redirecionamento de 

medicamentos clinicamente aprovados temos que o perfil de toxicidade e segurança para uso em 

humanos já é conhecido, assim como as características farmacocinéticas e farmacodinâmicas, por 

tanto, impactando diretamente no custo e no tempo do processo do desenvolvimento da terapia. 
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O Efavirenz é um inibidor não nucleosídico da transcriptase reversa do HIV com uso na 

clínica há mais de duas décadas na terapia combinada antirretroviral, e sua atividade antiviral é 

devido à formação de uma bolsa hidrofóbica próximo ao sítio ativo da transcriptase reversa, 

alterando a conformação do sítio de ligação do substrato natural, com consequente redução da 

atividade de polimerase dessa enzima (BASTOS et al., 2016; DESTEFANO, 2019). Evidências 

pré-clínicas têm demonstrado a atividade biológica do EFV contra leishmaniose, Doença de 

Alzheimer e câncer pancreático (COSTA et al., 2016; HECHT et al., 2017; PETROV et al., 2019). 

Utilizando análise computacional para o estudo de interação entre droga e alvo, foi 

demonstrado que a molécula do EFV provavelmente consegue interagir com sequências especificas 

de aminoácidos presentes nas proteínas não estruturais nsp5 (codifcante da MPRO), nsp12 

(codificante da RpRd), nsp13 (codificante da Helicase), nsp14 (codificante da 3′ 5′ 

exorribonuclease), nsp15 (codificante da Endoribonuclease), e nsp16 (codificante da 2′-O-

metiltransferase) do SARS-CoV-2, porém não há relatos na literatura demonstrando a atividade 

biológica do EFV contra o SARS-CoV-2, ou se de fato, ele interage com alguma dessas proteínas  

(BECK et al., 2020). 

Nesse trabalho, nós investigamos a atividade biológica do EFV contra isolados clínicos 

virais pertencentes a diferentes linhagens do SARS-CoV-2 em células Vero E6, Huh-7, Calu-3, 

THP-1 e monócitos humanos primários. Os experimentos em Calu-3 e Vero E6 foram realizados 

com três diferentes isolados virais: SARS-CoV-2 545 (linhagem: B.1.1.33), SARS-CoV-2 814 

(linhagem P.2) e SARS-CoV-2 RJ1 (linhagem A2). Nas demais células, as infecções foram feitas 

com o isolado SARS-CoV-2 RJ1. No estado do Rio de Janeiro, a linhagem B.33 predominou as 

infecções entre março e setembro de 2020, seguido por um pico de frequência dos casos de 

infecções pela linhagem P.2 entre setembro de 2020 e fevereiro de 2021. O vírus da linhagem A2 

é o mais próximo da cepa original que surgiu na cidade de Wuhan, China, e atualmente aparece 

com baixa de frequência dos casos registrados. 
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O fígado é um dos alvos do SARS-CoV-2 após sua disseminação sistêmica. A infecção 

hepática promove alterações nos níveis das transaminases, o que pode contribuir para o 

comprometimento funcional desse órgão (WANG et al., 2020c). As células hepáticas constituem 

um modelo relevante para o estudo da resposta imunológica contra vírus, além de serem utilizadas 

na pesquisa pré-clínica como modelos para desenvolvimento e triagem de drogas contra diferentes 

vírus não necessariamente hepáticos (BARROWS et al., 2016; CHEN et al., 2016). O tratamento 

com o EFV a 5 e 10 µM reduziu significativamente a quantidade de RNA do SARS-CoV-2, isolado 

da linhagem A2, em células Huh-7 em 24 e 72 horas após a infecção (Figura 22). 

Embora as células Vero E6 não sejam de linhagem humana, seu uso em pesquisas de 

desenvolvimento de novos antivirais ou reposicionamento de fármacos para o tratamento da 

COVID-19 tem sido bastante difundido (CAGNO, 2020; GARCIA et al., 2021; RIVA et al., 2020; 

YAN et al., 2021). O tratamento com EFV a 5 µM reduziu significativamente a quantidade de 

partículas virais infecciosas dos três isolados diferentes do SARS-CoV-2 testados em 24 hrs, além 

de ter apresentado importante capacidade de reduzir a expressão da proteína Spike nos lisados 

celulares, independente o isolado testado, a níveis comparáveis com os observados na condição de 

célula não infectada (Figura 23). Os valores de EC50 calculados pela redução das partículas virais 

infecciosas em células Vero E6 foram 2,81 e 6,43 µM em 24 e 48 hpi, respectivamente. Nessas 

células o EFV apresentou valor de CC50= 25,25 µM. A partir desses valores, o índice de seletividade 

calculado foi de 8,98 e 3,92 para 24 e 48 hpi, respectivamente. 

Outros antirretrovirais foram investigados em células Vero E6 para uso na infecção por 

SARS-CoV-2. O Tenofovir, inibidor da transcriptase reversa análogo de nucleosídeo, a 100 µM foi 

capaz de reduzir o efeito citopático causado pelo SARS-CoV-2, mas seus valores de EC50 e CC50 

não foram calculados. O Lopinavir, inibidor da protease, apresentou CC50 de 49,75 µM e EC50 de 

26,63 µM em 48 hpi, com índice de seletividade de 1,86 (CHOY et al., 2020). Apesar do EFV ter 

apresentado CC50 aproximado à metade do valor do Lopinavir, o EC50 e o índice de seletividade do 

EFV são, pelo menos 4 e 2 vezes maiores que os do Lopinavir, respectivamente, o que sugere 
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grande potencial do EFV em controlar a infecção pelo SARS-CoV-2. Para confirmar os resultados 

encontrados até aqui, nós utilizamos outras células relevantes à infecção pelo SARS-CoV-2. 

Os monócitos circulantes estão envolvidos na patogênese da COVID-19 uma vez que essas 

células em conjunto com outras células do grupo dos fagócitos mononucleares, quando ativados, 

induzem respostas imunes por citocinas e outros mediadores inflamatórios agravando a doença ao 

longo do seu curso e podendo levar aos casos letais de síndrome hiper inflamatória (MARTINEZ 

et al., 2020). Foi demonstrado que a infecção por SARS-CoV-2 induz inflamassoma e piroptose em 

monócitos de pacientes com formas graves de COVID-19  (FERREIRA et al., 2021).  

Nós observamos que o EFV possui atividade contra SARS-CoV-2 em células THP-1 de 

linhagem monocítica e em monócitos primários humanos isolados de PBMC de doadores negativos 

para a COVID-19. O tratamento com EFV 10 e 15 µM reduziu significativamente a quantidade de 

partículas virais infecciosas liberadas em 48 e 72 hpi das células THP-1 (Figura 25B). Nos 

monócitos humanos primários, o tratamento com EFV 5 e 10 µM reduziu a quantidade total de 

RNA de SARS-CoV-2, isolado da linhagem A2, dos sobrenadantes em aproximadamente 0,5 e 1 

log, respectivamente em 72 hpi (Figura 25C). Além disso, EFV 10 µM inibiu cerca de 60% a 

formação do RNAsg também em 72 hpi (Figura 25D). Apesar de ser sido feito com amostra de 

apenas um doador, podemos observar uma tendência à redução das partículas virais infecciosas 

com o tratamento com EFV 5 e 10 µM (Figura 25E). A atividade antiviral do EFV nessas células 

sugere que o EFV pode controlar a resposta inflamatória induzida pelo SARS-CoV-2, porém para 

confirmar essa hipótese estudos avaliando marcadores pró-inflamatórios precisaam ser feitos. 

As células epiteliais de pulmão humano, Calu-3, são modelos adequados para estudos de 

patogênese e triagem de drogas para a COVID-19 por sua semelhança com os sítios naturais de 

infecção pelo SARS-CoV-2 em humanos. Nessas células, semelhante ao que foi visto nas células 

Vero E6, independente da linhagem de SARS-CoV-2, o tratamento se mostrou eficaz em inibir a 

replicação viral. Outro parâmetro utilizado para demonstrar a replicação viral é a presença do 

RNAsg, e o tratamento com EFV 10 µM mostrou-se eficaz em inibir da formação do RNAsg dos 
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três isolados. Além da redução da replicação viral, nessas células, o tratamento com EFV exerceu 

grande impacto na redução dos níveis de expressão da proteína viral Spike intracelular. 

O uso clínico de antirretrovirais para o tratamento da COVID-19 foi considerado a partir 

dos ensaios in vitro e de análise computacional. Estudos clínicos foram feitos com o Lopinavir, 

associado ao Ritonavir (inibidor da protease do HIV), ou com Darunavir (inibidor da protease do 

HIV) também em associação ao Ritonavir. Contudo, os estudos que avaliaram o potencial benefício 

do uso desses antirretrovirais não encontraram evidências suficientes de que esses fármacos 

reduzam a mortalidade, a gravidade da doença ou o celarance viral (HORBY et al., 2020; 

“Repurposed Antiviral Drugs for Covid-19 — Interim WHO Solidarity Trial Results,” 2021; 

SIEMIENIUK et al., 2020). 

Até o momento, o único fármaco aprovado pela agência reguladora americana FDA para 

o tratamento da COVID-19, é o Remdesivir, um análogo de adenosina, originalmente desenvolvido 

para o tratamento da infecção pelo vírus ebola. Na infecção pelo SARS-CoV-2, ele atua como 

inibidor da RpRd, adicionando 3 nucleotídeos na fita de RNA viral antes de interromper a atividade 

da polimerase e apresenta valor de EC50= 23,15 µM sendo, pelo menos 3 vezes maior que o 

encontrado para o EFV nesse trabalho (CHOY et al., 2020; KOKIC et al., 2021). A desvantagem 

do Remdesivir é que sua molécula não é biodisponível quando administrado por via oral, sendo seu 

uso restrito à administração intravenosa, limitando seu uso aos pacientes internados. 

É importante notar que um fármaco redirecionado não deve, necessariamente, atuar através 

do mesmo mecanismo que ele exerce no tratamento da condição para a qual ele foi originalmente 

desenvolvido. As evidências científicas que suportam o redirecionamento do EFV para o tratamento 

do Mal de Alzheimer, apontam que esse fármaco atua através da ativação da enzima hidrolase de 

colesterol CYP46A1 (PETROV et al., 2019). O uso do EFV para o tratamento de câncer de pâncreas 

é baseado na sua capacidade de indução de estresse oxidativo e despolarização de membrana 

mitocondrial (HECHT et al., 2017). 
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O valor calculado de EC50 para o EFV contra o HIV-1 selvagem é de 0,5 nM (KODAMA 

et al., 2008), enquanto contra SARS-CoV-2 demonstramos ser 2,81 e 6,43 µM em 24 e 48 hrs, 

respectivamente, suportando a hipótese de que ele, provavelmente, atue como antiviral de ação 

indireta, modulando uma via alternativa relevante para infecção produtiva do SARS-CoV-2. Dados 

não publicados do nosso grupo apontam que a atividade do EFV contra o vírus Chikungunya ocorra 

via modulação de estresse oxidativo e autofagia. A infecção por SARS-CoV-2 está relacionada à 

indução de estresse oxidativo e modulação do fluxo autofágico (CHERNYAK et al., 2020; 

SHOJAEI et al., 2020). O Efavirenz é um indutor de extresse oxidativo e autofagia em diferentes 

tecidos (DONG et al., 2013; HECHT et al., 2017; PURNELL; FOX, 2014). O mecanismo molecular 

de ação do EFV na infecção por SARS-CoV-2 está sendo investigado pelo nosso grupo a partir das 

hipóteses de provável modulação dessas vias geradas neste estudo. 
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7 CONCLUSÃO 
O objetivo do nosso trabalho foi avaliar a atividade antiviral de compostos pró-

nucleotídeos contra DENV, ZIKV e SARS-CoV-2 e investigar o potencial uso do antirretroviral 

Efavirenz na infecção por SARS-CoV-2, utilizando modelos celulares e, quando aplicável, modelo 

animal relevantes à patogênese viral. 

A partir dos experimentos com os ProTides inibidores da polimerase UMN-1001, UMN-

1002 e com o análogo de nucleosídeo parental 1, podemos concluir que a abordagem utilizada para 

as modificações química-estruturais sobre a molécula do 2′-C-β-Metilguanosina resultaram em 

ProTides com atividade antiviral superior à pró-droga parental. Vimos em células Vero que UMN-

1002 e UMN-1002 possuem maior atividade contra o DENV-2 quando comparado ao 2′-C-β-

Metilguanosina. Em células endoteliais humanas, HBMEC, UMN-1002 conseguiu reduzir 5 vezes 

mais a replicação de DENV-2 quando comparado ao composto parental e ao UMN-1001. 

A atividade superior do UMN-1002, in vitro, tanto contra DENV-2 quanto contra ZIKV, 

nos mostra que, mesmo esse composto precisando passar por uma etapa de ativação química antes 

que ele seja clivado por Hint1 e di e tri-fosforilado para gerar o metabólito farmacologicamente 

ativo, ele é capaz de penetrar as células e entregar 2´C-β-Me-Gmonofosfatado de maneira mais 

eficiente que a entrega feita pelo UMN-1001. 

Os baixos valores de EC50 e a reduzida toxicidade celular associada ao UMN-1001 e ao 

UMN-1002 refletem em altos valores de índices de seletividade, provando que esses compostos são 

direcionados aos vírus com baixa possibilidade de atuação em outros alvos gerando efeitos tóxicos. 

Ainda que o nosso estudo in vivo tenha demonstrado que UMN-1001 e 1 foram tóxicos na dose 

utilizada, o composto UMN-1002 não apresentou toxicidade e reduziu significativamente a carga 

do ZIKV nos tecidos cerebrais e oculares dos animais. Esses resultados indicam que essa molécula 

consegue alcançar o sistema nervoso central, ser ativado nesses sítios devido à expressão ubíqua de 

Hint1 em virtualmente todos os tecidos, e atinge concentrações efetivas nesses tecidos. Estudos 

para investigar a toxicidade de UMN-1001 e 1 in vivo serão realizados pelo nosso grupo, onde 

iremos determinar os valores de DL50 e realizar estudos de farmacocinética. 
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 Coletivamente, os resultados obtidos para UMN-1001 e UMN-1002 nos confirmam o 

sucesso da aplicação da abordagem de pró-nucleotídeos gerando compostos com importante 

atividade antiviral e baixa toxicidade celular associada. O sucesso da abordagem dos ProTides 

também foi confirmado pelos resultados do UMN-1002 no modelo animal utilizado. Além disso, o 

grupamento 2-(metiltio)etil incorporado na molécula do UMN-1002 pode ser utilizando para 

modificar moléculas de diferentes análogos de nucleosídeo dando a esses compostos um método 

eficiente não enzimático alternativo para a liberação intracelular de compostos monofosforilados. 

Os dados obtidos com o 4Ei-11 para ZIKV, nos mostram que esse vírus depende, em algum 

nível, da via dependente de cap para a síntese das suas proteínas, uma vez que o antagonismo de 

eIF4E reduziu significativamente a quantidade de partículas virais infecciosas liberadas pelas 

células SH-Sy5y infectadas, além de ter revertido o dano à viabilidade dessas células e das células 

HEK 293 causado pela infecção. Experimentos adicionais para demonstrar os níveis de eIF4E 

durante a infecção e tratamento, investigar se o vírus utiliza uma via alternativa para síntese de suas 

proteínas e determinar o valor de EC50 desse composto contra ZIKV serão realizados futuramente. 

A inibição da iniciação da tradução via cap-dependente impactou, de maneira mais 

relevante, a infecção pelo SARS-CoV-2, uma vez que o tratamento das células Calu-3 com 4Ei-10 

e 4Ei-11 inibiu completamente a quantidade de partículas virais infecciosas liberadas em 48 horas 

pós-infecção, indicando a importância dessa via para o sucesso da infecção. Experimentos 

adicionais para demonstrar o mecanismo de ação e os parâmetros farmacológicos estão sendo 

realizados pelo nosso grupo. 

Assim como os compostos UMN-1001 e UMN-1002, 4Ei-10 e 4Ei-11 são pró-

nucleotídeos análogos de guanosina e necessitam da atividade hidrolase de Hint1 para 

metabolização intracelular e liberação do metabólito que será di e tri-fosforilado gerando a forma 

farmacologicamente ativa. O sucesso no controle das infecções por ZIKV e SARS-CoV-2 por esses 

compostos, confirma o sucesso da estratégia de incorporação de um sítio na molécula, grupamento 

fosforamidato, que a torna alvo para a ativação enzimática mediada por uma enzima que está 
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presente em virtualmente todos os tecidos, visto o sucesso de UMN-1002 nos tecidos do sistema 

nervoso central e a atividade antiviral observada em células de diferentes tecidos. 

Os resultados obtidos com Efavirenz nos mostram o potencial desse fármaco para o 

controle da infecção por SARS-CoV-2. O tratamento com EFV conseguiu reduzir 

significativamente a replicação de isolados pertencentes a diferentes linhagens virais de 

importância epidemiológica em células relevantes à patogênese da infecção por SARS-CoV-2 

como células epiteliais de pulmão, hepáticas e monócitos humanos. Os parâmetros farmacológicos 

obtidos para o EFV, EC50 e índice de seletividade, foram superiores aos observados para outros 

fármacos que também demonstraram atividade contra o SARS-CoV-2. Quando comparado ao 

Redemsivir, único medicamento aprovado pelo FDA para o tratamento da COVID-10, o EFV 

apresenta EC50 3 vezes menor e a vantagem de ser biodisponível quando. Administrado por via 

oral. Experimentos adicionais para a determinação do mecanismo de ação do EFV na infecção por 

SARS-CoV-2 estão sendo realizados pelo nosso grupo. 

Após a realização desse trabalho, concluímos que obtivemos sucesso em demonstrar a 

atividade antiviral dos compostos testados. Estudos posteriores serão realizados para demonstrar a 

atividade in vivo do UMN-1002 contra DENV-2, para caracterização do mecanismo de ação dos 

ProTides antagonistas de eIF4E na infecção por ZIKV e SARS-CoV-2 e do EFV na infecção por 

SARS-CoV-2. Ainda que os dados clínicos de outros antirretrovirais sejam inconclusivos quanto 

ao benefício do seu uso na COVID-19, os resultados obtidos para o EFV nesse trabalho apontam 

que ele é válido para ser testado em modelos in vivo de infecção pelo SARS-CoV-2. 
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