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Resumo 

Introdução: Os arbovírus, vírus transmitidos por artrópodes, são freqüentemente 

associadas a surtos em seres humanos e representam um problema sério de saúde 

pública. Os vírus pertencentes ao gênero Flavivirus, tais como vírus da Febre Amarela 

(YFV) e vírus da Encefalite de Saint Louis (SLEV), são importantes patógenos que 

podem causar alta taxa de morbidade e mortalidade no mundo. No Brasil, YFV é 

mantido em ciclo silvestre notificados anualmente, a despeito da segurança e eficiência 

da vacina. A encefalite de Saint Louis é uma doença infecciosa febril aguda causada 

pelo SLEV amplamente distribuída nas Américas. A emergência do SLEV passou a ser 

um fato preocupante no Brasil a partir da constatação do primeiro surto no país em 

2006, na cidade de São Jose do Rio Preto. Não existe tratamento específico para estas 

viroses, somente tratamento de suporte para ajudar a aliviar os sintomas e prevenir 

complicações. Desta forma, há uma grande necessidade de que sejam desenvolvidos 

antivirais efetivos e seguros para o tratamento destas infecções. Objetivos: O objetivo 

deste trabalho foi identificar potenciais compostos antivirais contra os arbovírus 

causadores de doença febril aguda e encefalites (YFV e SLEV) in vitro e avaliar a 

capacidade de inibição da replicação viral dos compostos in vivo em camundongos 

ABR. Materiais e Métodos: Para tanto, foram realizados ensaios de redução de placas, 

citometria de fluxo, imunofluorescencia, bem como testes de viabilidade celular para as 

analises in vitro. Além disto, camundongos ABR foram inoculados com YFV e seus 

materiais biológicos testados para a presença de partículas virais por ensaio de redução 

de placas e qPCR. Adicionalmente, foi realizado ensaio de neutralização do soro dos 

animais. Resultados: Celulas tratadas com os compostos mostraram eficiente inibição 

da replicação viral em concentrações que apresentam baixa citotoxicidade. Os ensaios 



 

 

xi 

mostraram que derivados de ftalyl-tiazole e fenoxytiosemicarbazone foram os mais 

eficazes na ação antiviral, apresentando redução de 60% e 75% para YFV e SLEV, 

respectivamente. Camundongos ABR inoculados com YFV apresentaram alterações 

histológicas no fígado, entretanto, não foi constatado título viral nas amostras testadas. 

O ensaio de neutralização mostra altas concentrações de anticorpos no soro dos animais. 

Conclusões: A inibição da replicação foi comprovada por vários ensaios in vitro 

evidenciando as moléculas como potentes alternativas para o tratamento dos vírus. Mais 

estudos são necessários para a determinação do mecanismo de ação destas moléculas. 

Os camundongos apresentaram alterações histopatológicas sendo um indicativo de 

infecção, entretanto, apresentam altas taxas de anticorpos. Mais estudos sobre modelo 

animal são necessários para a realização de ensaios in vivo.  

 

Palavras-chave: 1. Flavivirus; 2. Encefalite Saint Louis; 3. Febre amarela; 4. Antiviral; 
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ABSTRACT 

Introduction.  Arboviruses, arthropod-borne viruses, are frequently associated with 

human outbreaks and represent a serious health problem. The genus Flavivirus, which 

includes both the Yellow Fever Virus (YFV) and Saint Louis Encephalitis Virus 

(SLEV), are important pathogens that result in high morbidity and mortality rates 

worldwide. In Brazil, YFV has a sylvatic cycle and occurs annually, despite the 

efficiency of the vaccine. Saint Louis Encephalitis is an infectious illness that can cause 

acute fever caused by SLEV, which is widely distributed in the Americas. The 

emergence of SLEV became a serious concern after the first related outbreak in Brazil 

in 2006, in the city of Sao Jose do Rio Preto. There is no specific antiviral drug for these 

viruses, only supporting treatment that can alleviate the symptoms and prevent 

complications. The need to develop effective and safe antiviral drugs is indispensable 

for the treatment of these infections. Objective. The aim of this work was to identify 

new possible antiviral drugs against the arboviruses that can cause acute fever and 

encephalitis (YFV and SLEV) and to evaluate the capacity of inhibition of these 

compounds in ABR mice. Material and Methods. Plaque reduction assay, flow 

citometry, immunofluorescence and cellular viability were used to test the compounds 

in vitro. ABR mice were inoculated with YFV, and the biological samples were tested 

for the presence of the virus through the use of plaque reduction assay and qPCR. 

Neutralization assay was also performed. Results. Treated cells showed efficient 

inhibition of viral replication at concentrations that presented minimal toxicity to the 

cells. The assays showed that ftalyl-tiazole and fenoxytiosemicarbazone were more 

effective, and that they reduced viral replication by 60% and 75% for YFV and SLEV, 

respectively. The analysis also revealed that the ABR mice inoculated with YFV had 
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histopathological alterations in the liver; however, the samples did not present viral title. 

Neutralization assay showed a high concentration of antibodies in the serum.  

Conclusion.  The inhibitions of viral replication were confirmed through the use of 

some assays in vitro, and the effectiveness of the selected compounds show that they are 

an option in the treatment of these viruses. More detailed studies are needed to 

determine the mechanism of action of these molecules. The mice were found to have 

histopathological alterations, which indicates viral infection; however, they also 

presented with high concentrations of antibodies. More studies about animal models are 

necessary to make in vivo experiments.  

 

Keywords: 1. Flavivirus; 2. Saint Louis Encephalitis Virus; 3. Yellow Fever; 4. 

Antiviral;  
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1. Introdução 

1.1.  Arbovírus 

Classificados eminentemente de forma epidemiológica, arbovírus (arthropod 

borne viruses) são vírus transmitidos por artrópodes hematófagos a hospedeiros 

vertebrados suscetíveis. As arboviroses são freqüentemente associadas a surtos em seres 

humanos e representam um problema sério de saúde pública. Apresentam ampla 

distribuição geográfica, abrangendo todos os continentes, mas estão presentes 

predominantemente nos trópicos, devido às condições climáticas favoráveis à 

manutenção do ciclo viral
(1, 2)

. 

A manutenção dos arbovírus na natureza ocorre através de ciclos silvestres 

complexos com participação de espécies de vertebrados silvestres (aves, roedores, 

marsupiais, primatas, morcegos, répteis e outros) e artrópodes hematófagos (mosquitos, 

carrapatos, ácaros, simulídeos e tabanídeos), porém, podem passar despercebidos. O 

homem é hospedeiro acidental para a maioria das arboviroses e se infecta ao penetrar 

em áreas enzoóticas, com exceção apenas para o vírus do Dengue, em que é o 

hospedeiro principal. Por outro lado, mudanças ecológicas no habitat natural destes 

vírus levam a alterações em seus ciclos, podendo haver adaptação a novos reservatórios 

e, com isto, aumentar sua multiplicação e o risco da emergência
(1, 3)

. Outro mecanismo 

para manutenção dos arbovírus nesses vetores é a transmissão transovariana, como 

ocorre com os vírus da Encefalite Japonesa, Febre Amarela e Dengue
(4)

, entretanto este 

modo de transmissão não é tão expressivo na disseminação dos arbovírus
(5)

.  

No homem, após a picada de um vetor infectado, o vírus é transmitido para a 

corrente sangüínea. Após a infecção, há um período de incubação durante o qual ocorre 

multiplicação viral, e sua intensidade e a sua localização determinarão o aparecimento 
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de manifestações clínicas, como febre acompanhada de mal-estar, cefaléia, náuseas, 

vômitos e mialgia. Neste estágio, a doença pode terminar ou exibir manifestações 

hemorrágicas secundárias. De uma forma geral, infecções por arbovírus podem levar a 

quatro formas clínicas distintas, dentre as quais se destaca a doença febril (causada por 

praticamente todos os arbovírus patogênicos ao homem), doença febril com exantema, 

febre hemorrágica (no Brasil, causada apenas pelos vírus do Dengue e Febre Amarela) e 

encefalite (causada por diversos membros das famílias Togaviridae, Flaviviridae, e 

Bunyaviridae). No entanto, sintomatologia inespecífica pode ser observada nas 

infecções por diferentes arbovírus, especialmente na fase aguda, dificultando o 

estabelecimento de um provável agente etiológico pelo médico assistente
(2, 4, 6, 7)

. 

Devido à grande extensão territorial (8.514.876 km
2
), com áreas tropicais, o 

Brasil possui regiões florestais situadas no Norte, Nordeste, Sudoeste e Sudeste, com 

grande diversidade de plantas e animais, apresentando condições ecológicas adequadas 

para a ocorrência de zoonoses causadas por arbovírus. O país apresenta 

aproximadamente 200 milhões de habitantes, onde a maioria vive em áreas urbanas 

infestadas por mosquitos vetores, dos gêneros Aedes e Culex, aumentando os riscos de 

ocorrência de surtos de infecções nas áreas urbanas densamente habitadas, devido ao 

grande número de pacientes virêmicos infectados em áreas silvestres de transmissão 

(www.ibge.com.br)
(1, 8)

.  

 

 

 

 

 

http://www.ibge.com.br/
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1.2.  Família Flaviviridae – Gênero Flavivirus 

Em termos de saúde pública, os vírus pertencentes às famílias Flaviviridae 

(gênero Flavivirus), Togaviridae (gênero Alphavirus), Bunyaviridae (gênero 

Orthobunyavirus) são responsáveis por aproximadamente 95% dos casos humanos 

causados por arbovírus no Brasil
(9)

. O gênero Flavivirus é composto por 53 vírus 

distribuídos mundialmente, sendo que 22 destes estão associados a doenças humanas, 

entre elas, o Dengue, Febre Amarela, West Nile e Encefalite Japonesa são as mais 

importantes no mundo por causar alta taxa de morbidade e mortalidade
(10)

. 

No Brasil já foram isolados os Flavivirus da Febre Amarela (Yellow Fever Virus 

– YFV), do Dengue (DENV) 1, 2, 3 e 4, Encefalite de Saint Louis (Saint Louis 

Encephalitis - SLEV), Rocio (ROCV), Ilhéus (ILHV), Bussuquara (BSQV), Iguape 

(IGUV) e Cacipacoré (CPCV). Muitos destes vírus são zoonóticos no meio silvestre e 

podem, eventualmente, infectar o homem, como os vírus YFV, SLEV, ROCV, ILHV e 

BSQV
(11)

.  

Podemos destacar DENV, Febre Amarela (YFV), Encefalite de Saint Louis 

(SLEV), Rocio (ROCV), Mayaro (MAYV) e Oropouche (OROV), como os 

responsáveis pela maioria dos casos humanos causados por arbovírus no Brasil
(12)

. Estes 

vírus podem produzir surtos epidêmicos esporádicos ou epidemias de grandes 

proporções
(1, 4, 13, 14)

. 

A maioria dos arbovirus são zoonoses transmitidas por mosquitos causando 

doenças em humanos e animais onde o principal vetor é o mosquito Culex e hospedeiros 

vertebrados naturais são pássaros silvestres
(15)

.  

 

 



5 

 

1.3.  Estrutura, Genoma e Replicação do gênero Flavivirus 

A estrutura viral apresenta virion com diâmetro aproximado de 40-60nm, com 

capsídeo de simetria icosaédrica, circundado por envoltório de natureza lipoprotéica, 

originário da célula hospedeira, contendo projeções superficiais
(16)

 (Figura 1). 

 

Figura 1: Estrutura esquemática dos vírus pertencentes à família Flaviviridae. 

Representação do nucleocapsídeo icosaédrico circundando o RNA viral. Os vírus 

apresentam um envelope derivado da membrana de células hospedeiras, alem de 

glicoproteínas E, uma proteína membrana M, rearranjada como homodímero e 

associada a E.  Fonte: http://www.expasy.org 

 

O genoma é constituído por RNA de fita simples não segmentado, linear, de 

polaridade positiva, com aproximadamente 11000 nucleotídeos. Possui uma única fase 

aberta de leitura, a qual leva à formação de um único polipeptídio, que é processado por 

proteases virais e célulares em três proteínas estruturais (proteínas do core – C, da 

membrana – M e a glicoproteína de superfície – E) e sete proteínas não-estruturais 

(NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5)
(17-19)

. A ORF é flanqueada por duas 

regiões não-codificadoras (NCR- Noncoding Region) a 3’NCR e a 5’NCR, a qual 

apresenta CAP. As regiões não-codificadoras são importantes para a regulação e 

expressão das proteínas virais
(17, 20, 21)

 (Figura 2). 
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Figura 2: Organização genômica do gênero Flavivirus. Uma única fase de leitura 

(ORF) codifica uma poliproteína precursora que é processada em 3 proteínas estruturais 

(C, prM e E) e sete proteínas não estruturais (NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B e NS5). 

Fonte: Pastorino et al, 2010
(22)

. 

 

As funções de todas as proteínas virais ainda não foram totalmente estabelecidas, 

sabe-se que as proteínas estruturais são incorporadas ao virion durante a maturação e 

liberação viral e as proteínas não-estruturais são responsáveis pela replicação nas 

células infectadas
(23)

. 

A proteína E é responsável pela ligação do vírus na célula, bem como pela fusão 

com a membrana endossomal, sendo o maior determinante antigênico viral
(20, 24)

. A 

proteína C forma o núcleocapsídeo viral e está envolvida no transporte da proteína prM 

(precursora da proteína M) ao retículo endoplasmático para ser glicosilada
(20, 24)

. A 

proteína M é formada a partir do processamento de sua precursora prM, sendo uma 

proteína de membrana de partículas virais maduras
(20, 24)

. 

A proteína NS1, embora com função desconhecida, participa de forma essencial 

na replicação do RNA viral, pois estudos de mutagêneses em NS1 causaram diminuição 
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drástica na replicação do RNA e produção viral
(24, 25)

. A NS2a participa na replicação 

viral e pode estar associada à inibição de Interferon
(26)

. NS2b forma um complexo 

estável com a proteína NS3, agindo como um co-fator para a atividade serino-

protease
(24, 27)

. A proteína NS3 é altamente conservada entre os flavivirus. É uma 

proteína multifuncional, pois tem atividade de serino-protease na sua porção 

aminoterminal, é uma RNA-helicase RNA-dependente, além disso, codifica uma 

atividade de RNA trifosfatase com o propósito de defosforilar a região 5’ terminal do 

genoma do RNA antes da adição da CAP
(24)

. As proteínas NS4a e b são hidrofóbicas, 

associadas à membrana e pouco conservadas entre os flavivirus. Acredita-se que são 

componentes da replicase por formarem complexos com NS2b e NS3
(20, 21, 24)

. A 

proteína NS5 é a maior das proteínas virais e altamente conservada entre os Flavivirus. 

Apresenta atividade de RNA polimerase RNA-dependente na região carboxi-terminal e 

metiltransferase em sua porção aminoterminal
(20, 21, 24, 28)

. 

Em geral, a replicação flaviviral ocorre dentro do citoplasma de células 

susceptíveis ao vírus (Figura 3). O ciclo inicia-se com a ligação da proteína E a 

receptores célulares específicos (possivelmente, glicosaminoglicanos sulfatados e 

heparan sulfato), com a subseqüente entrada do vírus por endocitose. Após a fusão do 

vírion à membrana da célula hospedeira, o nucleocapsídeo é entregue ao citoplasma e os 

endossomos que contém as partículas virais fundem-se com os lisossomos, levando a 

uma diminuição do pH intra-endossômico, potencializando mudanças conformacionais 

na proteína E, a qual resulta na fusão do envelope viral a membrana das vesículas 

endossomais e, conseqüentemente, a desmontagem da partícula viral e liberação do 

genoma no citoplasma, local onde ocorre a tradução do RNA genômico
(20, 24, 29, 30)

. 
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Todas as proteínas virais conhecidas são produzidas a partir de um precursor da 

poliproteína de aproximadamente 3400 aminoácidos, a qual é processada por uma 

combinação de proteases virais e célulares originando proteínas estruturais, localizadas 

na extremidade amino-terminal da poliproteína, e proteínas não-estruturais que ocupam 

a extensão restante. Seqüências características de uma serino-protease, uma RNA 

helicase e de uma RdRp (RNA-dependent RNA polymerase) são encontradas em pontos 

similares nas poliproteínas dos três gêneros virais da família Flaviviridae. Os 

componentes enzimáticos da RNA replicase são provavelmente formados a partir dos 

produtos de segmentação contendo essas regiões
(31, 32)

. 

A replicação do RNA acontece em complexos de replicação citoplasmáticos 

associados a membranas perinucleares, a partir da síntese de um RNA intermediário de 

polaridade negativa (ssRNA-), que serve para a formação de uma fita dupla de RNA 

(dsRNA), o qual é usado como molde para a síntese dos RNAs (ssRNA+) da progênie. 

A montagem do vírus ocorre em associação a membranas do reticulo endoplasmático 

intracélulares com formação do nucleocapsídeo pela proteína C e ssRNA+ que se ligam 

a porção citoplasmática das glicoproteinas virais ancoradas na membrana bilipidica do 

reticulo endoplasmático, os quais contém heterodímeros das proteínas prM e E
(32, 33)

.  

A maturação viral ocorre na via secretora do Complexo de Golgi dentro de 

vesículas citoplasmáticas, as quais se fundem com a membrana plasmática, liberando as 

novas partículas virais para o compartimento extracélular por via exocítica
(29, 34)

.  
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Figura 3: Ciclo de replicação viral de gênero Flavivirus. Vírus do gênero Flavivirus 

são internalizados por endocitose e ocorre a liberação do material genético no 

citoplasma da célula do hospedeiro. A tradução do RNA viral é seguida pelo 

processamento da poliproteína e, logo após, forma-se o complexo de replicação viral. A 

maturação da partícula viral ocorre na via do Complexo de Golgi e os vírus são 

liberados por exocitose. Fonte: Stiasny e Heinz, 2006
(35)

 

 

Dessa forma, a replicação do RNA viral envolve não apenas proteínas virais, 

mas também proteínas célulares oriundas da maquinaria de transcrição e tradução 

célular. Estas proteínas célulares interagem com proteínas virais não-estruturais, entre 

elas NS2B, NS3 e NS5 e com a região 3’NCR do genoma viral para formar o complexo 

de replicação viral (replicase viral). Os componentes deste complexo de replicação, 

especialmente os fatores célulares, ainda são pouco conhecidos, portanto trabalhos 

envolvendo a identificação destes fatores seriam de grande valia para o melhor 

entendimento da replicação dos flavivirus
(15, 33)

.  



10 

 

1.4.  Febre Amarela 

A Febre Amarela é uma doença infecciosa não contagiosa que se mantém 

endêmica ou enzoótica nas florestas tropicais da América e África causando 

periodicamente surtos isolados ou epidemias de maior ou menor impacto em saúde 

pública
(21)

. 

Essa doença é causada pelo vírus da Febre Amarela (YFV-Yellow Fever Virus), 

o protótipo do gênero Flavivirus (família Flaviviridae). O YFV está incluído nos 

arbovírus, os quais são transmitidos a vertebrados através da picada de artrópodes
(23)

. 

No Brasil, a Febre Amarela divide-se em duas formas epidemiológicas, silvestre 

e urbana, que diferem entre si quanto à natureza dos transmissores e dos hospedeiros 

vertebrados. O YFV é mantido em ciclo silvestre caracterizado por epizootias entre as 

espécies de primatas não-humanos, sendo considerados os principais hospedeiros 

vertebrados, e o mosquito do gênero Haemagogus, em particular Haemagogus 

janthinomys, o principal transmissor. No ciclo urbano, como ocorre com o Dengue, o 

vírus é transmitido diretamente ao homem pelo mosquito Aedes aegypti
(17, 21, 23, 36)

. 

Clinicamente, a infecção pelo YFV pode ser assintomática ou causar sintomas 

caracterizados por febre alta, mal estar, dor de cabeça, dor muscular, cansaço e 

calafrios. Após três ou quatro dias, a maioria dos doentes (85%) recupera-se 

completamente e fica permanentemente imunizado contra a doença. Cerca de 15% dos 

doentes infectados com Febre Amarela apresentam sintomas graves como febre 

hemorrágica cursando com falência hepática, insuficiência renal e morte em 

aproximadamente 50% dos casos
(17, 21)

. 

No Brasil, os primeiros relatos de epidemia de Febre Amarela ocorreram em 

Recife e Salvador nos anos de 1685 e 1686. No século XVIII não há relato de epidemias 
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da doença no país. No entanto, em 1849 foi registrada na Bahia uma nova epidemia, a 

qual se disseminou por 16 províncias brasileiras, incluindo Goiás, Mato Grosso e a 

cidade do Rio de Janeiro cuja incidência de infecção foi de 35%
(37)

. No fim do século 

XIX foi identificado o mosquito transmissor da doença, o que permitiu adotar em vários 

países medidas de erradicação
(38)

. Com o melhoramento da infra-estrutura urbana, nas 

primeiras décadas do século XX, aliado às medidas de combate ao vetor e ao advento da 

vacina antiamarílica, em 1937, o número de casos de Febre Amarela foi rapidamente 

reduzido. Desta forma, os últimos casos registrados da doença urbana no Brasil 

ocorreram em 1942 (Ministério da Saúde, 1969) e em 1991, nas Américas
(23, 39)

. 

Os casos silvestres da doença são notificados anualmente, principalmente nas 

regiões Amazônica, do Planalto Central e do Pantanal brasileiro, onde foram 

registrados, nos anos de 2003 a 2006, 71 casos, com letalidade de 60% entre 2003 e 

2004 e 100% nos anos seguintes. Entre dezembro de 2007 a Janeiro de 2008, foram 

registrados 20 casos de Febre Amarela silvestre nas regiões dos Estados de Goiás, 

Distrito Federal e Mato Grosso, com letalidade de 50% (Ministério da Saúde, Janeiro de 

2008)
(40)

. 

A re-emergência da Febre Amarela silvestre no Brasil tem ocorrido 

simultaneamente com o aumento da distribuição e densidade populacional do vetor 

urbano Ae. aegypti pelas regiões do país. A migração de indivíduos infectados, em fase 

de viremia, do meio silvestre para cidades com alta densidade do vetor, pode iniciar 

epidemias urbanas explosivas e acometer milhares de pessoas entre a população não 

vacinada
(8, 41)

.  

A vacinação é a mais importante medida de controle. A vacina é produzida a 

partir do vírus atenuado, cepa 17DD, em ovos embrionados de galinha apresentando 
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sacarose, glutamato, sorbitol, gelatina bovina, eritromicina e hanamicina na sua 

composição final (Fundação Oswaldo Cruz – Bio-Manguinhos), A despeito da 

segurança e eficiência da vacina, o vírus continua a ser um problema de saúde publica 

nas áreas tropicais da América do Sul 

(http://bvsms.saude.gov.br/bvs/febreamarela/index.php).  

Indivíduos imunocomprometidos apresentam risco de desenvolver complicações 

após a aplicação da vacina, indivíduos sensíveis a proteína do ovo, eritromicina e 

gelatina também não podem ser imunizados
(38)

. O tratamento desta doença é voltado 

para o combate dos sintomas clínicos, não havendo um medicamento especifico contra 

o vírus. Sendo assim, estudos de fármacos antivirais tornam-se de extrema importância 

para o combate desta patologia. 

 

1.5.  Encefalite de Saint Louis 

A Encefalite de Saint Louis é uma doença infecciosa febril aguda causada pelo 

vírus SLE e encontra-se amplamente distribuído nas Américas, desde o Canadá até a 

Argentina
(10, 42, 43)

. Ao contrário do que acontece nos Estados Unidos, que apresenta 

caráter endêmico, sendo responsável por surtos que acometem 5000 pessoas, desde 

1955
(44, 45)

, em países da América Central e do Sul, a detecção do SLEV é rara
(42)

, 

embora 5% da população do norte e sudeste do Brasil apresentam anticorpos contra o 

vírus. Entretanto, esses dados devem ser criteriosamente analisados, pois pode haver 

reação cruzada entre anticorpos de diferentes flavivirus, os quais são induzidos 

principalmente por vacinação contra Febre Amarela ou exposições aos vírus DENV. No 

entanto, o SLEV pode estar circulando nestas áreas e causando infecções humanas, 

embora a maioria delas não seja diagnosticada
(46-48)

. 

http://bvsms.saude.gov.br/bvs/febreamarela/index.php


13 

 

No Brasil, os primeiros casos registrados da doença em humanos ocorreram nos 

anos de 1971 e 1978, nos quais os pacientes apresentavam sinais de icterícia e doença 

febril sem sintomas neurológicos
(46, 47, 49)

. Em 2004, o vírus foi isolado de uma 

moradora de São Pedro (SP), a qual apresentava doença febril semelhante à causada 

pelo Dengue
(50)

. 

No início de 2005, a Argentina registrou uma epidemia causada por SLEV, na 

cidade de Córdoba, com 65,3% de pacientes positivos
(51)

. Concomitante a esta 

epidemia, foi realizado um estudo com aves domésticas (gansos e galinhas) das áreas 

urbanas próximas às residências de pacientes positivos para SLEV. Destas aves, 62% 

foram positivas
(52)

. 

 Em maio de 2005, a presença de anticorpos contra SLEV foi investigada em 

aves silvestres (residentes e migratórias) capturadas em Iguape, SP, porém a prevalência 

não foi significante epidemiologicamente. No entanto, em aves capturadas em maio de 

2006, houve uma alta prevalência de anticorpos anti-SLEV. Os autores concluem que 

pode ter ocorrido uma importante transmissão de SLEV na região devido, 

provavelmente, à re-introdução do vírus ou à ativação do ciclo silencioso de transmissão 

por algum fator do meio
(53)

. 

A emergência do SLEV passou a ser um fato preocupante no Brasil a partir da 

constatação do primeiro surto no país. Em 2006, no município de São José do Rio 

Preto/SP, concomitante a uma epidemia de DENV-3 que atingiu cerca de 15000 

pessoas, foram registrados 12 casos e um de co-infecção com DENV-3, nos quais os 

pacientes apresentavam sintomas de Dengue Hemorrágico e encefalite. Como o dengue 

é uma doença disseminada no Brasil, a alta prevalência de anticorpos anti-SLEV sugere 
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que a infecção pelo vírus não é diagnosticada corretamente e sua importância é 

subestimada
(54, 55)

. 

Dados sorológicos indicam a presença de anticorpos específicos circulantes na 

população localizada próximo às áreas florestais da Amazônia e Mata Atlântica, e 

apesar do raro isolamento do SLEV de humanos, este vírus tem sido isolado de 

artrópodes, aves e animais silvestres, indicando que é enzoótico nestas regiões
(43, 56, 57)

.  

Infecções por SLEV podem ser assintomáticas ou subclínicas, mas também 

podem levar a sintomas semelhantes a um resfriado comum e muitas vezes são 

diagnosticadas como Dengue. Possivelmente uma pequena quantidade das infecções por 

SLEV é clinicamente aparente. Os principais sinais e sintomas observados incluem 

febre, cefaléia, mialgia, náuseas/vômitos e sonolência. Normalmente, quadro grave com 

sinais neurológicos focais e encefalite ocorre em pacientes com mais de 60 anos ou 

imunodeprimidos, para os quais a letalidade varia de 7 a 24%
(58, 59)

. Entretanto, pela 

reatividade cruzada de anticorpo entre diferentes flaviviroses, imunização pelo vírus 

Dengue também confere imunização contra o SLEV
(10)

. 

O vírus é mantido na natureza em ciclos enzoóticos envolvendo pássaros 

migratórios, primatas, preguiças, tatus, marsupiais e, os principais vetores, Culex spp. O 

homem é infectado por mosquitos que se alimentaram em pássaros virêmicos e são os 

hospedeiros acidentais
(60)

. 

A sorologia é o método mais comumente utilizado para o diagnostico de SLEV, 

mas a reatividade cruzada pode levar a erros de interpretação dos resultados
(61, 62)

. 

Sendo assim, métodos moleculares têm sido utilizados para diminuir a chance de erros 

de diagnóstico, uma vez que tais testes são específicos para SLEV
(62, 63)

. 
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Não existe tratamento específico para SLEV, somente tratamento de suporte 

para ajudar a aliviar os sintomas e prevenir complicações
(15)

. O Brasil não possui 

programa de vigilância epidemiológica para este vírus e os profissionais da saúde não 

estão familiarizados com seu diagnóstico. Sendo assim, estudos de antivirais específicos 

para SLEV são necessários para a tentativa de uma nova abordagem para a prevenção 

da replicação viral deste vírus
(31)

.  

 

1.6. Relevância e Justificativa  

Um tema comum entre todos os flavivirus é que praticamente não existe 

nenhuma terapia antiviral específica para o tratamento de doenças em humanos. Apesar 

de vacinas licenciadas para a prevenção de alguns destes vírus (YFV, Vírus da 

Encefalite Japonesa – JEV), ainda existe uma elevada prevalência de infecções causadas 

por eles, provavelmente devido à subutilização de vacinas em áreas endêmicas. Isto é 

altamente preocupante uma vez que a maior parte dos vírus de RNA são emergentes e 

altamente patogênicos
(64)

. 

Entretanto, estudos para desenvolver terapias antivirais eficazes têm sido 

realizados somente para alguns vírus pertencentes a esta família, tal como o Vírus da 

Hepatite C
(65)

 e não há interesse da indústria farmacêutica para o desenvolvimento de 

fármacos contra outros flavivirus, tais como o protótipo do gênero, YFV e SLEV
(66)

.  

Atualmente, existem cerca de 50 fármacos antivirais licenciados, onde metade é 

recomendada para o tratamento de infecções do vírus da imunodeficiência humana 

(HIV). Algumas estruturas sintéticas aprovadas para o tratamento de vírus de RNA, 

como a Ribavarina (1-β-D-ribofuranosil-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamida), têm sido 

testadas contra Febre Amarela. Esta estrutura é um nucleosídeo de purina com largo 
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espectro de atividade contra vírus de DNA e RNA
(67)

. Este composto exerce um efeito 

protetor in vitro da maioria dos vírus de RNA testados embora sua potência possa variar 

consideravelmente dependendo da natureza do vírus
(68)

. Um screening computacional 

realizado na biblioteca do Instituto Nacional de Câncer identificou recentemente um 

pequeno conjunto de compostos que foram detectados para se ligarem na proteína E de 

flavivirus. Todos os compostos foram avaliados em ensaios de inibição do vírus da 

Febre Amarela e, embora os compostos ativos tenham estruturas variáveis, a maior 

parte das moléculas apresenta um anel de tiazole central como característica comum
(69)

. 

Entretanto, mesmo após este estudo, ate o presente momento não existem agentes 

antivirais clinicamente úteis. 

O sistema de interferência de RNA é uma ferramenta que foi descrita em 

inúmeros trabalhos avaliando os efeitos da iRNA no ciclo replicativo de vários vírus 

patogênicos, dentre eles, vírus da Influenza
(70)

, HIV
(71, 72)

, Vírus da Hepatite B e C
(73-75)

, 

Poliovírus
(76)

, Paramixovírus
(77)

, Coronavírus associado à Síndrome Respiratória 

Aguda
(78)

, Papilomavírus Humano
(79)

, Vírus Sincicial Respiratório
(77, 80)

, Febre 

Aftosa
(81)

 e Herpes Simples Tipo 1
(82)

. Nestes trabalhos foi demonstrada a capacidade da 

iRNA em inibir in vitro e/ou in vivo a replicação viral
(7)

.  

Anteriormente, foi desenvolvido no Laboratório de Pesquisas em Virologia - 

FAMERP, um sistema de interferência de RNA (iRNA) contra o YFV  para estabelecer 

a possibilidade de desenvolver potentes drogas antivirais. Neste projeto, a inibição da 

replicação do vírus da Febre Amarela pela iRNA foi demonstrada através de ensaios in 

vitro utilizando células expressando siRNA constitutivamente e pela inoculação em 

camundongos adultos e nonatos. Porém, existe a necessidade de maiores elucidações 
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referente ao mecanismo de interferência de RNA no biossistema célular e no sistema de 

inoculação dos siRNAs in vivo
(40)

.  

Algumas classes de compostos demonstram grande atividade biológica
(83)

, sabe-

se que tiossemicarbazonas, ftalimidas e tiazoles têm posição de destaque em um grande 

numero de subunidades estruturais utilizados para amplo espectro de atividades, sendo 

que o modo de ação destes fármacos é geralmente atribuído a inibição de múltiplos 

alvos. Como por exemplo, derivados de thiosemicarbazones que apresentaram 

atividades antimicrobianas, anticonvulsivas, antiinflamatórias, entre outros
(84-89)

, alem 

de inibidores do vírus da Leucemia de Moloney, HIV, Vírus Herpes Simplex (HSV) e 

Varíola
(90)

. Sendo assim, a descoberta de novas drogas antivirais potentes e seguras para 

o tratamento ou profilaxia de infecções causadas por flavivirus é de suma importância. 

A utilização de moléculas sintéticas com estruturas que apresentem como grupo comum 

núcleos de thiossemicarbazone ou phtalyl-tiazol podem ser potentes inibidores da 

replicação de flavivirus, uma vez que a atividade antiviral já foi apresentada para outras 

famílias virais. 

O desenvolvimento de drogas contra infecções pelo YFV e SLEV seria de 

grande valia para a saúde pública por trazer grandes avanços na prevenção e tratamento 

das enfermidades. Sendo assim, a busca de novas moléculas que inibam a replicação 

viral é extremamente importante, devido ao fato de ate o presente momento não existir 

moléculas eficazes contra tais vírus.  
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2. Objetivos 

2.1.  Objetivo Geral 

Identificar possíveis antivirais contra os arbovírus causadores de doença febril 

aguda e encefalites – Yellow Fever Virus e Saint Louis Encephalitis Virus  

2.2.  Objetivos Específicos 

a) Avaliar a capacidade de inibição da replicação viral dos compostos in vitro 

através das técnicas de Ensaio de Redução de Placas, Imunofluorescência, 

Viabilidade Célular e Citometria de Fluxo. 

b) Avaliar a capacidade de inibição da replicação viral dos compostos in vivo 

em camundongos ABR (nocautes para receptores de Interferon α e β) 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1.  Culturas Célulares  

No presente estudo foram utilizadas células C6/36, clones célulares de larvas de 

A. albopictus, para a preparação do estoque viral, mantidos em Meio Leibovitz (L15 - 

acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino – SFB - 100U/mL de Penicilina e 100 g/mL de 

Estreptomicina) e células Vero E6 (Células diplóide de rim de Macaco Verde Africano, 

clone E6), gentilmente cedidas pelo Dr. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo (USP – Ribeirão 

Preto), mantidas em Meio Eagle’s Minimum Essential (MEM - acrescido de 10% de 

Soro Fetal Bovino – SFB - 100U/mL de Penicilina e 100 g/mL de Estreptomicina), à 

temperatura de 37ºC com 5% de CO2, para a realização dos experimentos.  

 

3.2.  Produção Viral 

Estoques virais preparados a partir da cepa vacinal YF17DD (Biomanguinhos, 

FIOCRUZ) e SLEV (cepa BeAr417704, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Luis Tadeu 

Figueiredo, USP), foram propagados em linhagem célular C6/36, segundo metodologia 

descrita por Figueiredo (1990)
(91)

. 

Para tanto, monocamadas célulares, com aproximadamente 90% de confluência, 

foram infectadas com YFV ou SLEV por 1 hora a 28°C e incubadas por 7 dias com 

meio de manutenção (L15 - acrescido de 1% de Soro Fetal Bovino – SFB - 100U/mL de 

Penicilina e 100 g/mL de Estreptomicina). Após período de incubação, os 

sobrenadantes foram aliquotados e congelados a -80°C. Logo após, foi realizada a 

confirmação da presença do genoma viral por RT-PCR, segundo metodologia 

empregada por Bronzoni e colaboradores
(63)

. 
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3.3.  Titulação Viral 

A titulação viral foi realizada através do Ensaio de Placas de lise, o qual utiliza 

meio semi-sólido e evita formação de placas secundárias, infectando somente as células 

adjacentes e assegurando que cada placa formada no teste seja proveniente de uma 

partícula viral infecciosa do inoculo inicial
(92, 93)

. 

Para tanto, diluições seriadas de razão 10 (10
-2

 a 10
-6

) da suspensão de YFV e 

SLEV proveniente de cultura célular foram inoculadas em células e aderidas em 

microplacas de 24 cavidades. Cada diluição, incluindo o controle negativo (sem vírus), 

foi inoculada em quadruplicata. Uma hora após a incubação, o inoculo viral foi 

removido para adição de 1mL/cavidade da mistura (v/v) de Carboximetilcelulose 

(CMC) 2% e meio de manutenção concentrado 2X. As células foram incubadas a 37°C, 

5%CO2 e observadas diariamente. Após seis dias, a mistura foi removida para fixação 

das células vivas com solução de Paraformaldeído a 4%. Solução de Cristal Violeta a 

1% foi adicionada para visualização e contagem das placas. Por fim, foi calculado o 

título de infectividade expresso pelo número de unidades formadoras de placas e, 

portanto, de partículas virais, já que cada placa formada é iniciada pela infecção de uma 

partícula viral infectante. 

 

3.4.  Síntese dos Compostos 

2-(3-chlorophenoxy)acetaldehyde thiosemicarbazone (WP36), 2-(2,3-

dichlorophenoxy)acetaldehyde thiosemicarbazone (WP33), 2-(3,4-

dichlorophenoxy)acetaldehyde thiosemicarbazone (WP 24),  2-(4-(4-fluorophenyl)thiazol-

2-yl)hydrazono)ethyl)isoindoline-1,3-dione (SC-43) e 2-(4-(4-chlorophenyl)thiazol-2-

yl)hydrazono)ethyl)isoindoline-1,3-dione (3g) (SC-47) foram obtidos a partir de síntese 
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realizada no Laboratório de Planejamento e Medicina Química, Universidade Federal do 

Pernambuco, gentilmente cedido pela Profa. Dra. Ana Cristina Lima Leite, os quais foram 

devidamente identificados por Ressonância Magnética Nuclear de hidrogênio, 

infravermelhos e por Espectrometria de Massa. 

Em seguida, os compostos foram reconstituídos com DMSO (Sigma) em 

concentração final de 100µg/µL para posteriores análises. 

 

3.5. Avaliação da Citotoxicidade  

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada em células Vero E6. Para tanto, foi 

utilizado o ensaio colorimétrico do MTT (Thiazolyl blue tetrazolium bromide, Sigma–

Aldrich, Germany), proposto por Mosmann (1983)
(94)

 com algumas modificações. 

Monocamadas de células Vero E6 aderidas em microplaca de 96 cavidades 

foram expostas a diferentes concentrações dos compostos por sete dias à temperatura de 

37ºC com 5% de CO2. Após incubação, o sobrenadante foi cuidadosamente removido 

para a adição de 100µL de meio Mem acrescido de MTT (1 mg/mL). As placas foram 

novamente incubadas a 37ºC com 5% de CO2 durante 30 minutos. Após este período, o 

sobrenadante foi retirado e adicionado 100µL de DMSO (Merck) para a solubilização 

dos cristais formazan. A placa foi agitada por 10 minutos e realizada a leitura no 

espectrofotômetro a LT-4000 Microplatereader (LabTech) a 540nm. A absorbância 

obtida é diretamente proporcional a viabilidade célular. A concentração necessária de 

cada composto para reduzir a 50% da viabilidade célular (CC50) foi calculada a partir da 

comparação de células não tratadas
(95)

. 
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3.6.  Ensaio de Redução de Placas 

Este ensaio foi realizado de acordo com metodologia proposta por Lennette
(96)

 

com algumas modificações. Monocamada de células Vero E6, aderidas em microplacas 

de seis cavidades, foram inoculadas com 50 PFUs/cavidade de suspensão de YFV ou 

SLEV (o experimento foi realizado em triplicata). Após uma hora de infecção, o inoculo 

foi substituído por 4mL de mistura contendo, MEM com 1% CMC contendo 5µg/mL 

dos compostos, separadamente. As células foram incubadas a 37ºC, com 5% CO2, 

durante seis dias e, em seguida, fixadas e coradas de acordo com a metodologia descrita 

anteriormente no item 3.3. Por fim, foi calculada a média e o desvio padrão do número 

de placas obtidas para cada grupo de células tratadas ou não-tratadas, bem como foi 

determinada a porcentagem de inibição da replicação viral. 

 

3.7.  Eficiência da inibição da replicação viral em células tratadas segundo 

imunofluorescência 

Monocamadas célulares (70-80% confluencia) aderidas em lamínulas em placa 

de 24 cavidades foram inoculadas com 10 MOI de YFV ou SLEV por uma hora. Após 

período de infecção, o inóculo foi substituído por meio de manutencao com 5µg/mL dos 

compostos e incubados por 24 horas a 37ºC, com 5% CO2. Após esta incubação, as 

células foram fixadas com solução de Paraformaldeído 4% em tampão fosfato-salino 

(Phosphate Buffered Saline, PBS: 37 mM NaCl, 10 mM Fosfato, 2.7 mM KCl, pH 7.4), 

por 20 minutos, permeabilizadas com Triton X-100 0,05% em PBS, por 30 minutos e 

bloqueadas com solução de bloqueio (soro de cabra a 10% em PBS), por 30 minutos, à 

temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se anticorpo de coelho anti-NS4 de YFV, 

gentilmente cedido pelo Dr. Charles Rice (Rockfeller University) ou MIAF-SLEV 
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(gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Luis Tadeu de MoraisFigueiredo, USP) na diluição 

de 1:1000 em solução de bloqueio. Após incubação a 4°C, em câmara úmida, por 16 

horas, foram realizadas três lavagens de cinco minutos com PBS, para eliminar o 

excesso de reagentes. Após lavagens, as células foram submetidas à incubação com 

anticorpos secundários (AlexaFluor 488 Goat Anti-rabbit IgG para YFV ou AlexaFluor 

488 Goat Anti-mouse IgG para SLEV, Molecular Probes, USA) na diluição de 1:2000 a 

37°C, em câmara úmida, por uma hora, seguido de três lavagens de cinco minutos com 

PBS. Por fim, as lamínulas foram retiradas das cavidades e colocadas sobre lâminas 

contendo 10µL de solução de Mowiol 5% em Glicerol 12% para serem analisadas em 

Microscópio de Fluorescência (BX 41 equipado com câmera Q-Color5, Olympus). 

 

3.8.  Análise do efeito antiviral pela viabilidade celular 

Três tipos de tratamentos foram realizados neste ensaio, tratamento das células 

com os compostos e posterior infecção com YFV ou SLEV (Pré-tratamento), 

Tratamento das células com os compostos após infecção com YFV ou SLEV (Pós-

tratamento) e avaliação do efeito dos compostos na Adsorção Viral
(95)

. 

 

3.8.1. Pré-tratamento 

Monocamadas de células Vero E6 aderidas em microplaca de 96 cavidades 

foram cultivadas durante 24 horas utilizando meio MEM suplementado com 10% de 

SFB e 5µg/mL dos compostos. Após período de incubação, o sobrenadante foi 

removido e as células foram desafiadas com 1 MOI de YFV ou SLEV. Após período de 

infecção, o inoculo foi removido e adicionado meio MEM acrescido de 1% SFB e 

5µg/mL dos compostos. As células foram então incubadas por 48h para infecção com 
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YFV e 72h para infecção com SLEV, a 37ºC, com 5% CO2. Passado este período, foi 

realizado o ensaio de MTT citado no item 3.5 para a analise da viabilidade célular, uma 

vez que o MTT é incorporado pelas mitocôndrias de células viáveis, é possível 

comparar a viabilidade célular comparando-se com o grupo controle – sem infecção
(95)

. 

 

3.8.2. Pós-Tratamento 

Monocamadas célulares foram cultivadas em placas de 96 cavidades e incubadas 

por 24 horas em meio umidificado a 37°C e 5% CO2. Logo após, as células foram 

desafiadas com 1 MOI de YFV ou SLEV por uma hora. Em seguida, o inoculo foi 

cuidadosamente removido e foi substituído por meio MEM acrescido de 1% de SFB e 

5µg/mL dos compostos. As células foram novamente incubadas em meio umidificado a 

37°C e 5% CO2 durante 48h para infecção com YFV e 72h para infecção com SLEV e 

segui-se o ensaio de MTT descrito no item 3.5. 

 

3.8.3. Avaliação do efeito simultâneo dos compostos na infecção viral 

Células Vero E6 foram cultivadas em placas de 96 cavidades conforme descrito 

acima. Após 24 horas, o meio foi retirado por aspiração e foram adicionados 1 MOI de 

YFV ou SLEV concomitantemente com 5µg/mL dos compostos para a analise do efeito 

dos compostos na adsorção viral. Após período de infecção, o inoculo foi removido e 

substituído por meio MEM acrescido de 1% de SFB e 5µg/mL dos mesmos compostos. 

As células foram novamente incubadas em meio umidificado a 37°C e 5% CO2 durante 

48h para infecção com YFV e 72h para infecção com SLEV e segui-se o ensaio de 

MTT descrito no item 3.5. 
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3.9.  Análise da Inibição da Replicação Viral de células tratadas através da 

Citometria de Fluxo 

Monocamadas de células (70-80%) aderidas em microplacas de 6 cavidades 

foram desafiadas com 1 MOI de YFV ou SLEV. Após período de infecção, o inoculo 

foi substituído por meio MEM acrescido de 5µg/mL de cada composto e incubado por 

24 ou 48 horas a 37ºC, com 5% CO2. 

Após período de incubação, as células foram tripsinizadas, transferidas para 

microplacas de 96 cavidades e lavadas com tampão de lavagem (PBS1X, 0,5% BSA). 

Após lavagem, as células foram centrifugadas a 420G, 4°C, por 10 minutos e 

permeabilizadas com Tampão de Permeabilização (PBS1X, 0,5%BSA, 0,1% Saponina) 

por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se o anticorpo primário específico para YFV ou 

SLEV (Anti-NS4BYFV e MIAF-SLEV, respectivamente), na diluição 1:200 e 

incubadas por 30 minutos ao abrigo da luz a temperatura ambiente. Após período de 

incubação, as células foram novamente lavadas para a retirada de excesso de reagentes e 

foram adicionados os anticorpos secundários (AlexaFluor 488 Goat Anti-rabbit IgG 

para YFV ou AlexaFluor 488 Goat Anti-mouse IgG para SLEV, Molecular Probes, 

USA) na diluição de 1:200 por 30 minutos ao abrigo da luz a temperatura ambiente, 

seguida três lavagens com tampão lavagem. Logo após, as células foram fixadas com 

tampão de Formaldeido a 4% (PBS1X, 4% Formaldeido). e submetidas à citometria de 

fluxo no aparelho BD FACS Calibur (BD Biosciences). Posteriormente, foram 

analisadas pelo software FlowJo (TreeStar, Inc., Ashland, OR) para a geração de 

gráficos de comparação. 
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3.10. Teste de infecção em camundongos nocautes para receptores de Interferon α 

e β (ABR) 

A falta de modelos animais para o estudo de uma infecção que mimetize o que 

acontece em humanos é uma das grandes dificuldades encontradas para estudar a 

patogenia de Flavivirus. Sendo assim, a busca por um modelo foi necessária em nosso 

estudo para a realização dos testes in vivo. 

 

3.10.1. Camundongos 

No estudo, foram utilizados camundongos SV129 (selvagens), provenientes do 

Bioterio da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e deficientes para 

receptores de Interferon α e β – ABR, com idade media de 3 semanas, gentilmente 

cedidos pelo Prof. Dr. Mauro Teixeira (UFMG). Protocolo Comitê de ética Animal – 

CETEA UFMG 133/2009. 

 

3.10.2.  Infecção dos camundongos e processamento das amostras 

Grupos de animais foram inoculados via subcutânea com 10
3
 ou 10

5
 PFU de 

YFV17D. Os camundongos controles foram inoculados com meio de cultura. Seis dias 

após a inoculação, os camundongos foram sacrificados para a obtenção de amostras de 

sangue, cérebro, fígado e baço para posteriores ensaios. 

 

3.10.3. Ensaios laboratoriais 

Para análise laboratorial, os ensaios realizados foram Hematócrito, Fosfatase 

Alcalina, Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT). Tais 
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ensaios foram realizados no Laboratório Central do Hospital de Base de São José do 

Rio Preto. 

 

3.10.4. Análise histopatológica do fígado dos camundongos inoculados com YFV 

Os animais infectados ou não com YFV foram observados durante 6 dias e logo 

após, sacrificados. O fígado de cada animal foi retirado e armazenado em solução de 

Formol a 10% e em seguida embebidos em parafina para o corte histológico. As 

amostras teciduais foram coradas com Hematoxilina e Eosina e analisadas, por 

microscopia óptica, para a presença de lesões características de infecção viral.  

 

3.10.5. Titulação Viral 

As amostras biológicas recolhidas foram maceradas com meio MEM na 

proporção de 10% (p/v), centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos, recolhido o 

sobrenadante para seguir a titulação conforme item 3.3. 

 

3.10.6. PCR em Tempo Real (qPCR) para a avaliação da replicação de YFV. 

Os fígados dos animais foram macerados com meio MEM para a extração do 

RNA viral. Para a extração do material genético foi utilizado 140 µl do macerado e o 

reagente TRizol (Invitrogen), seguindo recomendações do fabricante. Em seguida, 5 µl 

do RNA extraído foi adicionado à reação de SuperScript®III Platinum® SYBR® Green 

One-Step qRT-PCR kit (Invitrogen, Carlsbad, CA). Um total de 25 µL da reação 

contendo 0,5 µL de SuperScript III RT Platinum Taq Mix, 1 µL de cada primer 

NS5YFSEQ1663F (5'-TTGAACTACATGAGCCCACATC-3') e NS5YFSEQ1828R (5'-

CATAAGTCACTACCTGCCCG-3') a 10µM cada, 12,5 µL da mistura 2X SYBR 
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Green, 0,5 µL de ROX para uma concentração final de 500 nM e água suficiente para 

completar 25 µl, foi submetida a 50
o
C por 20 min e  95

o
C por 5 min, seguida de 40 

ciclos: 95ºC por 3 seg, 60ºC por 30 seg, 95ºC por 15 seg e 60ºC por 1 min. Finalmente, 

a curva de melting foi construída incubando os amplicons a 95ºC por 15 seg. Os dados 

gerados foram plotados e analisados pelo programa GraphPad Prism 5.0. 

As reações foram realizadas em StepOnePlus Real Time PCR System (Applied 

Biosystem) utilizando MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction Plate (Applied 

Biosystem). A curva padrão foi realizada com a amostra vacinal de YFV 17DD 

contendo 10
6
, 10

4
 e 10

2 
PFU/mL. 

 

3.10.7. Ensaio de Neutralização 

Monocamadas de células Vero E6 aderidas em microplacas de 96 cavidades 

foram preparadas 24 horas antes da realização do ensaio de neutralização. O ensaio de 

neutralização foi realizado com os soros colhidos dos animais infectados ou não com 

YFV. Primeiramente, os soros foram inativados a 56°C durante 30 minutos, logo após, 

foi realizada diluição seriada na base 2 das amostras biológicas em meio MEM, 

iniciando a partir da diluição 1:2 ate a diluição 1:2048,  e desafiadas com 100 TCID50 de 

YFV por diluição, titulado anteriormente pelo método de Reed & Muench, 1938 (97). A 

mistura foi incubada por 1 hora a 37°C e depois transferida para a microplaca preparada 

com a monocamada célular, neste ponto, as partículas virais que não foram 

neutralizadas irão infectar a monocamada célular. A placa foi então incubada a 37ºC, 

com 5% CO2 durante 7 dias. Após período de incubação, foi realizada a fixação e 

coloração das células conforme item 3.3 para a verificação do efeito citopático (morte 

célular) nas cavidades e posterior analise. 
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4. Resultados 

4.1. Síntese dos Compostos 

2-(3-chlorophenoxy)acetaldehyde thiosemicarbazone (WP36), 2-(2,3-

dichlorophenoxy)acetaldehyde thiosemicarbazone (WP33), 2-(3,4-

dichlorophenoxy)acetaldehyde thiosemicarbazone (WP 24),  2-(4-(4-fluorophenyl)thiazol-

2-yl)hydrazono)ethyl)isoindoline-1,3-dione (SC-43) e 2-(4-(4-chlorophenyl)thiazol-2-

yl)hydrazono)ethyl)isoindoline-1,3-dione (3g) (SC-47) foram obtidos a partir de síntese 

realizada no Laboratório de Planejamento e Medicina Química, Universidade Federal do 

Pernambuco. As estruturas das moléculas estão ilustradas na Figura 4.  

 

Figura 4: Estrutura química das tiossemicarbazonas e phtalyl-tiazol avaliadas. 
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4.2. Avaliação da Citotoxicidade  

A avaliação da Citotoxicidade frente às células Vero E6 foi determinada pela 

técnica de MTT utilizando concentrações dos compostos variando de 0,049µg/mL a 

100µg/mL. A porcentagem de viabilidade célular foi calculada por comparação da 

absorbância das células tratadas com as células não tratadas (Figura 5). E após analise, 

foi determinada a concentração de 5µg/mL dos compostos para a realização dos ensaios 

subseqüentes. 
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1. Figura 5: Avaliação da Citotoxicidade. Concentração citotóxica a 50% da 

monocamada célular (CC50) dos compostos frente à célula Vero E6.
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4.3. Eficiência da inibição da replicação viral em células tratadas segundo inibição 

do número de placas 

As porcentagens de placas formadas devido à replicação viral de YFV em 

células tratadas com SC-43 (39,2%), SC-47 (65,3%), WP-24 (74%), WP-33(78,3%) e 

WP-36 (74%) foram inferiores a obtida em células não tratadas, indicando que houve 

inibição da replicação viral, principalmente no tratamento com os compostos WP-33 e 

WP-36, conforme mostra a Figura 6. 

 

Figura 6: Ensaio de Redução de Placa - YFV. Inibição da replicação de YFV em 

células tratadas segundo % de número de placas formadas. Eixo Y: % da replicação 

viral. Eixo X: células tratadas. 

 

Nos ensaios realizados com SLEV, as porcentagens de placas formadas devido à 

replicação viral de YFV em células tratadas com SC-43 (60,5%), SC-47 (75,9%), WP-

24 (48,5%), WP-33(51,3%) e WP-36 (40,5%) também foram inferiores a obtida em 

células não tratadas, indicando que houve inibição da replicação viral, principalmente 

no tratamento com os compostos WP-33 e WP-36, conforme mostra a Figura 7. 
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Figura 7: Ensaio de Redução de Placa - SLEV. Inibição da replicação de SLEV em 

células tratadas segundo % de número de placas formadas. Eixo Y: % da replicação 

viral. Eixo X: células tratadas. 

 

4.4. Eficiência da inibição da replicação viral em células tratadas segundo 

imunofluorescência 

Células desafiadas com YFV ou SLEV e posteriormente tratadas com os 

compostos WP-33 e WP-36 foram analisadas quanto a intensidade de 

imnofluorescencia. Conforme Figuras 8 e 9, células tratadas mostraram fluorescência 

tão baixa quanto a observada em células não-infectadas
(59)

, indicando que houve 

inibição da replicação viral conferida pelo tratamento das células.  
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Figura 8: Imunofluorescência das células infectadas com YFV e tratadas com compostos. Células desafiadas com 10 MOI de YFV e 

tratadas com compostos WP-33 e WP-36, comprovando a inibição da replicação viral. Mock: células não-infectadas. Aumento de 100X 
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Figura 9: Imunofluorescência das células infectadas com SLEV e tratadas com compostos. Células desafiadas com 10 MOI de SLEV 

e tratadas com compostos WP-33 e WP-36, comprovando a inibição da replicação viral. Mock: células não-infectadas. Aumento de 100X 
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4.5.  Análise do efeito antiviral pela viablidade celular 

Com o intuito de avaliar a viabilidade celular das células tratadas com os 

compostos, antes (pré-tratamento), durante a infecção (adsorção) ou após infecção (pós-

tratamento), foi realizado ensaio de MTT e a intensidade de absorbância adquirida 

permitiu a geração de gráficos de comparação. A Figura 10, mostra a viabilidade celular 

das células infectadas com YFV e tratadas.  

 

Figura 10: Viabilidade Célular - YFV. Gráficos gerados a partir do valor da 

absorbância adquirido pelo ensaio de viabilidade célular em células infectadas com 

YFV e tratadas com os compostos. 
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Células infectadas com SLEV e tratadas com os compostos apresentaram 

resultados diferentes quando comparados com a infecção por YFV. Os compostos WP-

36 e WP-24 possivelmente mantenham a viabilidade célular no tratamento da infecção 

viral. (Figura 11)  

 

Figura 11: Viabilidade Célular - SLEV. Gráficos gerados a partir do valor da 

absorbância adquirido pelo ensaio de viabilidade célular em células infectadas com 

SLEV e tratadas com os compostos. 
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4.6.  Análise da Inibição da Replicação Viral de células tratadas através da 

Citometria de Fluxo 

Células desafiadas com YFV ou SLEV e posteriormente tratadas com os 

compostos foram analisadas quanto à intensidade de fluorescência pelo ensaio de 

Citometria de Fluxo. Conforme Figuras 12 e 13, células infectadas com YFV e tratadas 

durante 48 horas mostraram intensidade de fluorescência menor quando comparadas 

com células não-infectadas (Mock), indicando que houve inibição da replicação viral 

conferida pelo tratamento das células. Quando realizado tratamento de 24h, o resultado 

não apresentou o mesmo padrão, sugerindo que possivelmente os compostos não agem 

na fase inicial da replicação. 

 

Figura 12. Citometria de Fluxo de células desafiadas com YFV e tratadas durante 

48h. Intensidade de fluorescência das células tratadas e controles no tratamento de 48h 

após infecção com YFV. 
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Figura 13. Citometria de Fluxo de células desafiadas com YFV e tratadas durante 

24h. Intensidade de fluorescência das células tratadas e controles no tratamento de 24h 

após infecção com YFV. 

 

As Figuras 14 e 15 mostram células infectadas com SLEV e tratadas durante 48 

horas. A intensidade de fluorescência após tratamento é menor quando comparadas com 

células não-tratadas
(59)

 após infecção viral, confirmando a inibição da replicação viral 

conferida pelo tratamento das células. Da mesma forma, o resultado do tratamento 

durante 24h, apresentou o mesmo padrão da infecção por YFV, corroborando com a 

sugestão da ação dos compostos na replicação viral. 
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Figura 14. Citometria de Fluxo de células desafiadas com SLEV e tratadas durante 

48h. Intensidade de fluorescência das células tratadas e controles no tratamento de 48h 

após infecção com SLEV. 

 

Figura 15. Citometria de Fluxo de células desafiadas com SLEV e tratadas durante 

24h. Intensidade de fluorescência das células tratadas e controles no tratamento de 24h 

após infecção com SLEV. 



44 

 

4.7.  Inoculação dos camundongos com YFV 

Para analisar se os camundongos eram suscetíveis à infecção, 12 animais foram 

inoculados via subcutânea com 10
3
 ou 10

5
 PFU de YFV (Tabela 1). No sexto dia após a 

infecção, os camundongos foram sacrificados para exame histopatológico do fígado e 

determinação da carga viral dos soros, cérebros e fígados dos animais. Não foi 

observada nenhuma placa de lise na titulação, devido a isto, foi realizado PCR em 

Tempo Real. 

 

Tabela 1. Identificação dos camundongos utilizados e quantidade de vírus 

inoculado. 

Número 

Amostra 

Tipo 

Camundongo 

Quantidade 

de Vírus 

Inoculado 

1 ABR NI 

2 ABR NI 

3 ABR NI 

4 SV129 NI 

5 SV129 NI 

6 ABR 10
3
 PFU 

7 ABR 10
3
 PFU 

8 ABR 10
3
 PFU 

9 ABR 10
5
 PFU 

10 ABR 10
5
 PFU 

11 ABR 10
5
 PFU 

12 SV129 10
5
 PFU 

13 SV129 10
3
 PFU 

14 SV129 10
3
 PFU 

15 SV129 10
5
 PFU 

16 SV129 10
5
 PFU 

17 SV129 10
5
 PFU 

ABR: camundongos nocaute para receptores de Interferon α e β, SV129: camundongos 

selvagens; NI: não infectado 
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4.7.1. Ensaios Laboratoriais 

Os ensaios laboratoriais foram realizados no Laboratório Central do Hospital de 

Base de São Jose do Rio Preto. Foram analisadas as transaminases (AST, ALT), 

hematócrito, bem como a fosfatase alcalina (ALP) para verificar possível alteração das 

enzimas hepática, uma vez que tais enzimas tendem a aumentar quando o fígado sofre 

alguma lesão. Os valores de referencia foram obtidos por Carpenter, 2010
(98)

 (Tabela 2 e 

3). 

 

Tabela 2. Determinação dos testes bioquímicos e hematológicos  

Nº da 

amostra  
Camundongo 

Quantidade Vírus 

Inoculado 
Ht AST ALT ALP 

1 ABR NI 49 275 47 105 

2 ABR NI 46 102 39 161 

3 ABR NI 48 565 160 116 

4 SV129 NI 50 325 52 149 

5 SV129 NI 52 603 69 143 

6 ABR 10
3
 50 306 60 90 

7 ABR 10
3
 45 224 66 104 

8 ABR 10
3
 48 145 66 102 

9 ABR 10
5
 0* 216 65 163 

10 ABR 10
5
 42 138 50 67 

11 ABR 10
5
 48 484 64 113 

12 ABR 10
5
 0* 103 34 148 

13 SV129 10
3
 50 1500 153 109 

14 SV129 10
3
 48 227 69 82 

15 SV129 10
5
 45 475 74 125 

16 SV129 10
5
 45 231 56 126 

17 SV129 10
5
 48 176 69 130 

ABR: camundongos nocaute para receptores de Interferon α e β; SV129: camundongos 

selvagens; NI: não infectado; Ht: hematócrito; AST: Aspartato Aminotransferase; ALT: alanina 

aminotransferase; ALP: Fosfatase Alcalina; * Falta de material biológico 
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Tabela 3. Valores de Referência de animais segundo Carpenter, 2010. 

Valores de 

Referência 

Ht: 35-40% 

ALT: 26-77 U/L 

AST: 54-269 U/L 

ALP: 45-222 UI/L 

Ht: hematócrito; AST: Aspartato Aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; ALP: 

Fosfatase Alcalina 

 

4.7.2. Análise histopatológica do fígado dos camundongos inoculados com YFV 

Para analise histopatológica dos fígados, os camundongos foram infectados e 

sacrificados como mencionado anteriormente e realizado ensaio histopatológico. 

Analise das laminas mostrou que os camundongos nocautes infectados apresentavam 

infiltrados célulares no fígado, necroses centrais circundadas por células inflamatórias 

mononucleares, necrose individual dos hepatócitos e granulomas perivasculares 

(Figuras 16 e 17). 
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Firua 16: Análise Hitopatológica dos fígados dos animais. Histopatologia do fígado dos camundongos nocautes infectados. Os cortes 

histológicos foram corados com hematoxilina e eosina. Aumento de 400X. 
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Firua 17: Análise Hitopatológica dos fígados dos animais. Histopatologia do fígado dos camundongos nocautes infectados. Os cortes 

histológicos foram corados com hematoxilina e eosina. Aumento de 400X. 
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4.7.3. PCR em Tempo Real (qPCR) para a avaliação da replicação de YFV. 

Para analisar se os camundongos eram suscetíveis a infecção, foi realizado 

qPCR para confirmar o ensaio de placas realizado anteriormente. Após geração do 

gráfico, os dados não permitem confirmar a infecção nestes órgãos, conforme Figura 18.  

 

 

Figura 18: Avaliação da replicação viral por qPCR. PCR em Real Time (qPCR) para 

a quantificação da replicação de YFV em fígados de camundongos nocautes infectados. 

 

4.7.4. Ensaio de Neutralização 

O ensaio de neutralização foi realizado com o soro de todos os camundongos, 

nocautes e silvestres, infectados ou não. Com o intuito de verificar o efeito de 

neutralização causado pelos anticorpos secretados pelo sistema imunológico dos 

animais contra o vírus YFV. Tal ensaio é considerado o teste mais sensível e mais 

especifico para a detecção e quantificação dos anticorpos neutralizantes, sendo o 

método de referencia para a avaliação da resposta imune protetora após vacinação. A 

Tabela 4 mostra a diluição dos anticorpos neutralizantes dos camundongos infectados. 



50 

 

Tabela 4. Ensaio de Neutralização dos camundongos. 

        

Número 

Amostra 

Tipo 

Camundongo 

Quantidade 

de Vírus 

Inoculado 

Neutralização 

1 ABR NI Negativo 

2 ABR NI Negativo 

3 ABR NI Negativo 

4 SV129 NI Negativo 

5 SV129 NI Negativo 

6 ABR 10
3
 PFU Negativo 

7 ABR 10
3
 PFU 1/16 

8 ABR 10
3
 PFU 1/64 

9 ABR 10
5
 PFU 1/8 

10 ABR 10
5
 PFU Negativo 

11 ABR 10
5
 PFU 1/2048 

12 SV129 10
5
 PFU 1/8 

13 SV129 10
3
 PFU 1/8 

14 SV129 10
3
 PFU Negativo 

15 SV129 10
5
 PFU 1/8 

16 SV129 10
5
 PFU Negativo 

17 SV129 10
5
 PFU Negativo 

ABR: camundongos nocaute para receptores de Interferon α e β, SV129: camundongos 

selvagens; NI: não infectado 
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5. Discussão 

Vários estudos anteriores descrevem a utilização de substancias sintéticas ou 

naturais como potenciais agentes antivirais em ensaios in vivo e in vitro
(40, 99, 100)

. 

Entretanto, atualmente não existem fármacos disponíveis no mercado para tratamento 

contra Flavivirus, especialmente YFV e SLEV. Sendo assim, a busca por antivirais 

torna-se de suma importância, uma vez que infecções por YFV em regiões silvestres é 

comum, bem como o aparecimento de SLEV, fato extremamente preocupante para o 

Brasil uma vez que a detecção deste vírus não era comum no país até pouco tempo
(55)

. 

Sabe-se que algumas estruturas sintéticas estão sendo testadas contra YFV
(67)

 e 

que a Ribavarina (1-β-D-ribofuranosil-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamida), a qual é um 

análogo de neclosídeo de purina com atividade da largo espectro, é eficiente contra 

vários tipos de vírus de DNA e RNA
(101)

. Entretanto, a ribavirina associada ao 

Interferon-γ já foi testada sem resultados satisfatórios contra YFV, pois quando 

utilizada em modelos primatas não-humanos a droga não apresentou eficácia em inibir o 

curso da doença
(102)

. Moléculas semelhantes à Ribavarina, tais como Taribavirin 

hydrochloride, 1-αβ-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamidine (Viramidine®, 

Valeant Pharmaceutical International, Singapore) mostram eficiência contra problemas 

hematológicos
(103)

.Gabrielsen e colaboradores (1994) demonstraram a eficiência de um 

composto inibidor da descarboxilase 5β-monofosfato, 6-azauridine contra infecção por 

YFV e JEV. Entretanto, o tratamento não foi eficaz em camundongos infectados com 

JEV
(104)

. Compostos de Iminocyclitol, moléculas com a presença de uma cabeça 

deoxynojirimycin, inibiram a montagem de partículas virais no reticulo endoplasmático 

do hospedeiro contra infecções pelos gêneros Flavivirus e Pestivirus
(105)

. Puig-Basaqoiti 

e colaboradores (2006) demonstraram a inibição de Flavivirus em cultura celular com a 
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utilização da molécula Triarylpyrazoline{[5-(4-chloro-phenyl)-3-thiophen-2-yl-4,5-

dihydro-pyrazol-1-yl]-phenyl-methanone} bem como atividade antiviral contra outros 

vírus de RNA
(106)

. Outro agente inibidor de flavivirus de amplo espectro é o 2-amino-8-

( -D-ribofuranosyl) imidazo [1,2-a]-s-triazine-4-one (ZX-2401), o qual tem ampla ação 

quando utilizado em sinergismo ao Interferon
(107)

. 

No presente estudo, avaliamos a potencial atividade antiviral de moléculas com 

núcleos de thiossemicarbazone ou phtalyl-thiazole contra os vírus da Febre Amarela e 

da Encefalite de Saint Louis. Os resultados obtidos mostraram que especialmente dois 

dos compostos testados possuem potencial antiviral.  

Para que um antiviral seja eficiente, este deve interferir minimamente na 

estrutura e metabolismo da célula do hospedeiro, não apresentar toxicidade, e ao mesmo 

tempo inibir a replicação viral
(108)

. Fatores como a concentração do material teste, 

tempo de exposição, linhagem célular, entre outros, podem ou não apresentar  diferentes 

intensidades de lesão célular
(109)

. Sendo assim, a avaliação da citotoxicidade pelos 

compostos é de extrema importância, pois, alterações na sobrevivência, multiplicação e 

metabolização das células utilizadas nos ensaios, causadas pelos compostos, levariam 

ao descarte dos mesmos, uma vez que não se encaixariam como potentes antivirais
(110)

. 

No presente estudo, a citotoxicidade dos compostos foi baixa quando utilizados na 

concentração de 5µg/mL, o que possibilitou a continuidade do trabalho. 

A avaliação antiviral dos compostos foi realizada primeiramente pelo ensaio de 

redução de placas. O composto WP-33 mostrou reduzir significativamente a taxa de 

replicação de YFV (78,3%), enquanto o composto WP-36 inibiu a replicação de SLEV 

(59,5%). Estes compostos são derivados de thiosemicarbasones. Moléculas de 

thiosemicarbasones já foram demonstradas com atividade antiviral
(111)

 e alguns 
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derivados (isatin-thiosemicarbazones) apresentaram a mesma efetividade contra Varíola 

em um estudo na Índia realizado por Bauer e colaboradores
(111-113)

, onde também foi 

testada no tratamento de HSV
(114)

. Nossos dados corroboram com a atividade antiviral 

previamente testada dos derivados de thiosemicarbazones. A inibição da replicação viral 

mediada pelos compostos SC-43, SC-47 e WP-24, os quais apresentam anel Thiazol em 

sua estrutura, foram significativas para YFV - SC-43(39,2%), SC-47(65,3%) e WP-24 

(74%) – bem como contra o SLEV – SC-43(39,5%), SC-47(24,1%) e WP-24 (51,5%). 

Moléculas contendo anel de thiazol já foram descritos como potentes 

antimicrobianos
(85)

, antiprotozoarios
(89)

, antiinflamatórios
(87)

, antifungicos
(86)

 e 

antituberculose
(88)

, o que levou a hipótese para tratamento antiviral utilizada no presente 

estudo. 

Para confirmar os resultados do ensaio de redução de placas, realizou-se 

citometria de fluxo de células tratadas com os compostos e os dados obtidos foram os 

esperados. A inibição da replicação do YFV com o uso das moléculas WP-33 (49%) e 

WP-24 (20,7%) obtidos pela citometria de fluxo, corroboraram com o ensaio anterior, 

mostrando que os compostos são efetivos contra este vírus, especialmente o composto 

WP-33, o qual apresentou maior efeito inibitório sobre a replicação. Nas células 

infectadas com SLEV, foi possível observar que os compostos WP-36 (67,5%), WP-33 

(57,6%) e SC-43 (36,1%) mostraram efeito inibitório sobre a replicação. Dessa forma, 

podemos confirmar a efetividade destes compostos em inibir a replicação viral. 

Novamente, os resultados obtidos anteriormente, com os compostos WP-33 e 

WP-36, foram confirmados por imunofluorescência utilizando anticorpos policlonais 

contra proteínas virais de YFV e SLEV em células tratadas. Nestes dois grupos houve 

um menor número de células marcadas com o uso do composto WP-33 para YFV e com 
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WP-36 para SLEV, indicando a inibição da expressão das proteínas virais, o que 

corrobora com ensaios anteriores. 

Com o intuito de verificar a viabilidade célular, células Vero E6 foram 

submetidas ao tratamento com os compostos antes da infecção (pré-tratamento), após a 

infecção (pós-tratamento) e durante a infecção (adsorção), tanto para YFV como para 

SLEV. Os resultados mostraram que a viabilidade célular é mantida tanto nas células 

tratadas e infectadas com YFV como nas células somente infectadas com YFV. 

Entretanto, nas células tratadas com os compostos WP-36 e WP-24 e infectadas com 

SLEV, a viabilidade célular se mostrou muito próxima à observada no controle célular.   

Com o sucesso dos ensaios in vitro, a realização de testes in vivo fez-se 

necessária. A dificuldade de encontrar um modelo animal para flavivirus acessível 

impulsionou o presente estudo a investigar a patogenicidade de YFV em camundongos 

ABR, os quais são nocautes para receptores de Interferon β e α. 

Já foi descrito previamente que pacientes infectados com YFV, com 

sintomatologia grave, apresentam alterações em vários órgãos, no entanto, o fígado é o 

órgão mais afetado
(115-117)

, apresentando necrose nos hepatócitos, granulomas, esteatose 

microvesicular, infiltrados inflamatórios, entre outros. Tais características patológicas 

são bastante especificas para YFV
(115, 117, 118)

. Em macacos Rhesus infectados com YFV, 

o principal achado nos três primeiros dias da infecção foi necrose das células de Kupffer 

no fígado, esteatose macro e microvesicular
(119, 120)

. Estudos indicam que a necrose 

correlaciona-se com o acúmulo de antígenos virais nos hepatócitos
(120)

. Embora este 

modelo animal apresente características especificas da infecção viral, o uso do mesmo é 

inviável em laboratórios de pequeno porte, sendo necessário o desenvolvimento de um 

modelo animal de pequeno porte. 
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No presente estudo, embora os animais não tenham apresentado padrão 

histopatológico similar ao descrito em humanos
(117)

 algumas características hepáticas 

mostraram ser suscetíveis a infecção por YFV, sendo observadas esteatose hepática e 

esplenomegalia (dados não mostrados), bem como infiltrados célulares e necrose dos 

hepatócitos, corroborando assim, com os dados da literatura. 

Sbrana e colaboradores (2006)
(121)

 compararam os valores bioquímicos de 

humanos e hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com YFV e observaram que a 

primeira alteração bioquímica detectada em hamsters foi o aumento das transaminases 

(ALT/AST), os quais são potentes marcadores hepáticos. Os dados do presente estudo 

não mostraram alterações nos valores das transaminases, com exceção do camundongo 

13. Entretanto, este animal apresentava o soro com muita hemólise, o que pode ter 

interferido no resultado do teste. Outra hipótese para a ausência de alterações 

bioquímicas pode estar no fato da utilização de um kit bioquímico especifico para 

humano, o qual, talvez, não consiga diferenciar entre enzimas humanas e murinas.  

Embora tenham sido detectadas alterações histopatológicas no fígado, dos 

animais nocautes, infectados com YFV, o ensaio de placa realizado com o soro e órgãos 

(cérebro, baço e fígado) destes animais não apresentou titulo viral. Sendo assim, foi 

realizado qPCR para comparar os dados obtidos, uma vez que esta técnica é 

extremamente sensível e especifica. Após análise dos dados, foi observado que os 

títulos virais apresentados não poderiam confirmar infecção no tecido estudado, 

corroborando com o resultado do ensaio anterior. 

Sendo assim, realizou-se o ensaio de neutralização para titular o nível de 

anticorpos nos animais. Tal experimento é considerado o teste mais sensível e 

especifico para a detecção e quantificação dos anticorpos neutralizantes, sendo um 
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método de referência para a avaliação da resposta imune protetora após a vacinação
(122)

. 

Sabe-se que a imunização por vacinação é a maneira mais eficaz de prevenção da YFV, 

sendo fundamental para prevenir epidemias (OMS, 2009). A vacina 17DD é segura e 

imunogênica, induzindo a formação de uma rápida resposta imune específica
(123)

. No 

presente estudo, os testes de infecção dos camundongos nocautes foram realizados com 

cepa vacinal 17DD, sendo assim, o ensaio de neutralização mostrou que os 

camundongos foram infectados pelo vírus, pois o resultado do experimento revelou 

altas concentrações de anticorpos. 

Baseado no resultado do ensaio de neutralização e na falta de título viral 

apresentado nos ensaios de quantificação viral,é possível que os camundongos não 

tenham apresentado sintomatologia devido ao fato de se tornarem imunes a doença, pela 

utilização de uma cepa vacinal. Uma forma de resolver tal problema e melhorar o 

estudo com camundongos ABR seria a utilização de cepas virais selvagens, pois, 

mesmo utilizando a cepa vacinal, foi possível detectar alterações histopatológicas no 

fígado destes camundongos. Como não foi possível utilizar o modelo animal sugerido, 

os testes in vivo com os compostos não foram realizados.  

Dessa forma, a escolha apropriada de moléculas pode aumentar a eficiência da 

droga em alcançar seu alvo. No estudo, os derivados de thiosemicarbazones foram os 

mais eficientes em inibir a replicação de YFV e SLEV, apresentando baixa 

citotoxicidade, podendo ser considerados potentes agentes antivirais. Até o momento, 

este é, provavelmente, o primeiro estudo demonstrando a eficácia destes derivados 

como drogas antivirais.  
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6. Conclusões 

1. Dentre os compostos analisados, os derivados de thiosemicarbasones (WP-33 e 

WP-36) são os mais eficazes contra a replicação de YFV e SLEV, 

respectivamente.  

2. A inibição da replicação pode ser observada por vários ensaios in vitro, como 

Imunofluorescência, Citometria de Fluxo e Ensaio de Redução de Placas. Tais 

resultados evidenciam as moléculas como potentes alternativas no tratamento de 

YFV e SLEV. Mais estudos são necessários para a determinação do mecanismo 

de ação destas moléculas; 

3. Os camundongos ABR apresentaram alterações histopatológicas, sendo este um 

indicativo de infecção. O Ensaio de placa e qPCR não permitiram confirmar a 

infecção dos animais. O Ensaio de Neutralização mostrou anticorpos em altas 

concentrações. Mais estudos sobre o modelo animal, utilizando cepas virais 

selvagens, são necessários para posteriores ensaios in vivo com os compostos 

que apresentaram atividade antiviral; 

4. Até o momento, este é, provavelmente, o primeiro estudo demonstrando a 

eficácia destes derivados como drogas antivirais. 
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