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RESUMO 
 

Produtos naturais são potenciais fontes alternativas para o desenvolvimento 

de antivirais para o tratamento da dengue, assim como de outras doenças causadas 

por vírus da família Flaviviridae ou mesmo para um amplo espectro de viroses. 

Neste estudo foi feita a triagem da atividade in vitro contra o Dengue virus 2 (DENV-

2) de 3101 extratos, provenientes de plantas e de fungos da Coleção de Amostras 

para Bioensaios da Fiocruz. Para tal, células BHK-21 foram infectadas com DENV-2 

e tratadas simultaneamente com 25 µg/mL de extrato sendo o resultado analisado 

por dois métodos: observação do grau de inibição do efeito citopático (ECP) por 

microscopia óptica e análise da viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico do MTT. 

Dentre os 3101 extratos testados, 115 extratos apresentaram atividade antiviral 

contra DENV-2 e foram selecionados para a determinação da respectiva 

concentração efetiva 50 (CE50). Cinquenta e cinco destes extratos foram obtidos de 

plantas pertencentes a 20 famílias distintas: Amaryllidaceae (3), Annonaceae (1), 

Asteraceae (5), Begoniaceae (1), Clusiaceae (1), Combretaceae (1), 

Erythroxylaceae (1), Fabaceae (4), Lythraceae (2), Malpighiaceae (8), Malvaceae 

(1), Melastomataceae (2), Melochia (1), Myrtaceae (3), Rubiaceae (8), Sapindaceae 

(9), Ochnaceae (1), Primulaceae (1) Vitaceae (1), Vochysiaceae (1). Os demais 

extratos (60) foram obtidos de culturas de fungos endofíticos coletados no Brasil, no 

continente Antártico e no Deserto do Atacama, ainda não identificados. Até o 

momento, os extratos vegetais mais promissores foram obtidos de plantas da família 

Amaryllidaceae (IS = 32,15) e da família Fabaceae (IS = 20,47) e (IS = 24,47). Vinte 

extratos fúngicos apresentaram valores de CE50 que variaram entre 3,1 a 12,5 µg/mL 

e sem citotoxicidade aparente até a concentração de 100 µg/mL. Nossos resultados 

mostram que tais plantas e fungos são fontes promissoras de substâncias com ação 

antiviral contra DENV.  
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ABSTRACT  
 

Natural products are potential alternative sources for the development of 

antiviral drugs for dengue treatment of, as well as for other diseases caused by 

viruses of the Flaviviridae family or even caused by a broad spectrum of viruses. In 

this study, were performed an in vitro screening for activity against Dengue virus 

(DENV-2) of 3101 extracts from plants and fungi belonging to Fiocruz Minas extract 

sample collection. To this end, BHK-21 cells infected with DENV-2 were 

simultaneously treated with 25 µg/mL of extract and the results analyzed by two 

methods: observing the degree of inhibition of DENV cytopathic effect (CPE) by 

optical microscopy and also by analysis of cell viability MTT colorimetric assay. 

Among the 3101 extracts tested, 115 extracts showed antiviral activity against 

DENV-2 and were selected for determination of its half maximal effective 

concentration (EC50). Fifty-five of these extracts are taken from plants belonging to 

20 different families: Amaryllidaceae (3), Annonaceae (1), Asteraceae (5), 

Begoniaceae (1), Clusiaceae (1), Combretaceae (1), Erythroxylaceae (1), Fabaceae 

(4), Lythraceae (2), Malpighiaceae (8), Malvaceae (1), Melastomataceae (2), 

Melochia (1), Myrtaceae (3), Rubiaceae (8), Sapindaceae (9), Ochnaceae (1), 

Primulaceae (1) Vitaceae (1), Vochysiaceae (1). The other extracts (60) were 

obtained from endophytic fungal cultures collected in Brazil, from Antarctic and the 

Atacama Desert soils, not identified yet. To date, the most promising plant extracts 

were obtained from plants of the Amaryllidaceae family (IS = 32.15) and Fabaceae 

(IS = 20.47) and (IS = 24.47). Twenty fungal extracts showed EC50 values ranging 

from 3.1 to 12.5 mg/mL without any apparent cytotoxicity up to the concentration of 

100 µg/mL. Our results show that these plants and fungi are promising sources of 

substances with antiviral action against Dengue virus. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Nos últimos 20 anos, a dengue e a ocorrência das formas graves da doença, 

têm sido um grande problema de saúde pública no Brasil e no mundo, apresentando 

incidência e distribuição geográfica em expansão contínua. Infelizmente, os serviços 

de saúde pública e de atenção médica têm sido incapazes de diminuir efetivamente 

a incidência da doença (Guzman & Harris, 2015).  

A dengue pode afetar a saúde de 3,6 bilhões de pessoas que vivem em mais 

de 100 países endêmicos e áreas onde o vírus pode ser transmitido. A Organização 

Mundial da Saúde (OMS) estima que ocorrem no mundo, anualmente, entre 50-100 

milhões de infecções por dengue, mais de 500 mil casos de dengue grave e cerca 

de 22.000 mortes principalmente em crianças. (Souza et al., 2007). No entanto, 

estudos recentes mostram que há uma subestimação desses dados, estimando com 

modelos de estudo mais precisos, cerca de 390 milhões de infecções assintomáticas 

e 96 milhões de infecções sintomáticas por ano em todo o mundo. Dessas, 14% 

ocorrem nas Américas, sendo mais da metade no Brasil e no México (Bhatt  et al., 

2013). 

Desse modo, a doença tem um alto custo para a sociedade, sendo que, 

apenas no hemisfério ocidental estima-se um custo em cerca de 2,1 bilhões de 

dólares por ano (Beatty et al., 2011). Além dos custos econômicos e para a saúde 

pública, há um grande impacto social em países onde ocorrem epidemias de 

dengue, que muitas vezes precisam interromper a assistência primária para os 

pacientes hospitalizados (Bhatt et al., 2013; OMS, 2015 - disponível em 

http://www.who.int /csr/disease/dengue /impact/en/). 

Até o momento, não há vacina nem tratamento específico disponíveis no 

mercado e não existem medidas de controle efetivas e sustentáveis de combate ao 

mosquito vetor ou que garantam a proteção das comunidades afetadas (Gomez-

Dantes & Willoquet, 2009). Portanto, é de extrema relevância a pesquisa e o 

desenvolvimento de estratégias para a busca de substâncias ativas ou antivirais 

para o tratamento dos pacientes. 

Várias plantas medicinais têm se mostrado promissoras para tratamento de 

diversas infecções virais, sendo que algumas delas mostraram atividade antiviral de 

amplo espectro (Semple et al.,1998; Müller et al., 2007; Lee et al., 2013). Desse 
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modo, na busca de abordagens para a descoberta de antivirais e na tentativa de 

identificar compostos que podem ser usados como antivirais contra o Dengue virus 

(DENV), percebeu-se o grande potencial existente entre os produtos naturais. De 

fato, a natureza representa um fantástico reservatório de substâncias a ser 

explorado na descoberta de novas moléculas, que podem ser usadas diretamente 

como agentes farmacêuticos ou serem modificadas quimicamente para o 

desenvolvimento de agentes antivirais. 

Neste trabalho, pretende-se identificar extratos de plantas e de fungos 

pertencentes à extratoteca Colab da Fiocruz Minas que apresentam atividade 

antiviral contra DENV. E uma forma de buscar novas substâncias antivirais é realizar 

a triagem de extratos de plantas e fungos visando detectar a bioatividade destes 

compostos em modelos in vitro. 

Inibidores da infecção e/ou replicação do DENV encontrados em extratos de 

plantas triados neste trabalho, poderão ser eventualmante utilizados para o 

desenvolvimento de drogas antivirais para o tratamento da dengue e, para tratar 

doenças causadas por outros vírus da família Flaviviridae com grande relevância 

para a saúde pública, tais como o vírus da febre amarela, o vírus da Hepatite C, o 

vírus do Oeste do Nilo, o vírus da encefalite japonesa, o Zica virus e até mesmo de 

outros arbovírus de outras famílias, como, por exemplo, o Chickungunya virus. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 
 

Identificar extratos de plantas ou de fungos da extratoteca Colab da Fiocruz 

Minas, capazes de inibir, in vitro, a multiplicação de Dengue virus.  

 

2.2 Objetivos Específicos  
 

- Avaliar a atividade antiviral de extratos vegetais e fúngicos da extratoteca 

Colab da Fiocruz Minas, contra o vírus dengue tipo 2 (DENV-2) em células BHK-

21 utilizando-se o ensaio do MTT e a avaliação do efeito citopático (ECP) viral 

por microscopia óptica; 

 

- Determinar a concentração efetiva 50 (CE50) de extratos com atividade 

antiviral contra DENV-2, em células BHK-21, pelo ensaio do MTT e pela 

avaliação do ECP viral; 

 

- Determinar a concentração citotóxica 50 (CC50) de extratos com atividade 

antiviral contra DENV-2, em células BHK-21, pelo ensaio de MTT e pela 

avaliação do ECP viral. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Dengue 
 

A dengue é uma doença viral endêmica que atualmente afeta quase a totalidade 

dos países tropicais e subtropicais. Nos últimos 50 anos, sua incidência aumentou 

em cerca de 30 vezes, com ampliação da expansão geográfica para novos países. 

Ressalta-se que na presente década, a dengue também tem se espalhado para 

pequenas cidades e em áreas rurais (Guzman & Harris, 2015). 

Há um amplo espectro de manifestações clínicas da dengue causadas pela 

infecção com o DENV que variam desde formas assintomáticas até a febre da 

dengue (FD), febre hemorrágica da dengue (FHD) e síndrome do choque da dengue 

(SCD). A FD é caracterizada pelo aparecimento súbito de febre alta, dor de cabeça 

intensa, especialmente na área retro-orbital, artralgia, mialgia, náuseas, vômitos e 

erupções cutâneas. Bebês e crianças tendem a apresentar uma doença febril 

indiferenciada, geralmente com erupção cutânea. A doença febril aguda dura cerca 

de 2 a 7 dias. Além dos sintomas apresentados na FD, a FHD é definida 

clinicamente por manifestações hemorrágicas, trombocitopenia grave 

(<100.000/mm3) e evidência de extravasamento de plasma para as cavidades do 

corpo. A perda do plasma é evidenciada pelo aumento do hematócrito acima de 20% 

da média considerada normal, bem como taquicardia, hipotensão, derrame pleural e 

ascite, podendo ocorrer ainda, sangramento do trato gastrointestinal, epistaxe, 

desconforto epigástrico, mialgia, vômitos, diarreia, dor abdominal e hipoproteinemia 

(Gubler et al., 2007; Oishi et al., 2007; Guzman & Harris, 2015).  

A OMS, em 1997, definiu quatro graus de gravidade da dengue, onde no grau I 

verifica-se febre acompanhada de sintomas inespecíficos e prova do laço positiva 

como a única manifestação de dengue hemorrágica; no grau II em que, além das 

manifestações do grau I, são observadas hemorragias espontâneas leves 

(sangramento de pele, epistaxe, gengivorragia); no grau III, no qual se observa 

colapso circulatório com pulso fraco e rápido, hipotensão, inquietação, pele fria e 

colabada ao toque; e o grau IV, caracterizado por choque profundo com ausência de 

pressão arterial e pressão de pulso imperceptível. O grau III e grau IV são 
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considerados como SCD (OMS, 2009 - Disponível em: http://www.who.int/tdr/ 

publications/documents/dengue-diagnosis.pdf?ua=1). 

A SCD está associada a uma elevada mortalidade. O extravasamento grave do 

plasma resulta em choque prolongado acompanhado de acidose metabólica, o que 

leva à coagulação intravascular disseminada (CID). Hemorragia maciça ou 

encefalopatia também podem ocorrer, necessitando de transfusão sanguínea 

intensiva. Outras manifestações como falência hepática e renal, miocardite e 

síndrome hemolítico-urêmica, embora raras, podem acontecer e parecem estar 

associadas aos níveis mais graves da doença. O percentual de pacientes com 

dengue grave que apresentam encefalopatia pode variar de 0,5 a 6,2%, com taxas 

de mortalidade de 22% (Malavige et al., 2007; Souza et al., 2007; Teo et al., 2009; 

Verma et al., 2014). 

Dificuldades na aplicação do sistema de classificação de estadiamento em quatro 

estágios e aumento de casos graves que não preenchiam os critérios para FHD, 

levantaram discussões acirradas fazendo com que uma nova classificação fosse 

proposta pela OMS em 2009. Nesta nova classificação, focada nos níveis de 

gravidade, a doença é classificada como (i) dengue, (ii) dengue com sinais de alerta 

e (iii) dengue grave. No entanto, o Brasil adotou essa nova classificação somente a 

partir de janeiro de 2014. Os critérios para cada nível de classificação estão 

representados na figura 1 (OMS, 2009). 
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Figura 1 - Classificação de casos de dengue com base nos níveis de gravidade. A nova 
classificação proposta pela OMS em 2009 para diagnóstico da dengue, adotada pelo Brasil 
em Janeiro de 2014, classifica a doença em: dengue, dengue com sinais de alerta e dengue 
grave. Fonte: OMS, 2009. (Dengue: Guidelines for Diagnosis, Treatment, Prevention and 
Control - Disponível em: <http://www.who.int/tdr/publications/documents/denguediagnosis 
.pdf?ua=1>. Acesso em: Fevereiro de 2016). 
 

3.2 Dengue virus (DENV) 
 

O Dengue virus, gênero Flavivirus e da família Flaviviridae, possui quatro 

sorotipos antigenicamente distintos, denominados DENV-1, 2, 3 e 4. A classificação 

em sorotipos é baseada nas características antigênicas dos vírus, analisadas por 

testes como neutralização viral, imunofluorescência em cultura de células, fixação de 

complemento e estudos de painéis de anticorpos monoclonais (Lindenbach et al., 

2003). Uma infecção com um sorotipo de DENV resulta em proteção por toda a vida 

contra reinfecções com o mesmo sorotipo, no entanto, garante apenas uma breve 

proteção contra reinfecções heterólogas. Anticorpos específicos para o sorotipo da 

primeira infecção ligam-se ao sorotipo heterólogo da infecção secundária, mas não 

são capazes de neutralizá-lo, aumentando o risco para o desenvolvimento das 

formas graves da dengue (Halstead et al., 1988; Leardkamolkarn et al., 2012). 
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Recentemente, foi anunciada a descoberta de um novo sorotipo, o Dengue virus tipo 

5 (DENV-5), isolado de um surto na Malásia em 2007. Até o momento, esse novo 

sorotipo foi isolado somente nesse surto, mas os pesquisadores envolvidos no 

estudo suspeitam que o DENV-5 esteja circulando entre macacos nas florestas da 

Malásia (Mustafa et al., 2015; Normile, 2013) 

Análises filogenéticas revelam que os sorotipos de DENV são geneticamente 

distintos, em níveis semelhantes a diferentes espécies e, em um mesmo sorotipo, 

pode-se encontrar uma diversidade genética suficiente para caracterizá-los em 

diferentes genótipos (Holmes & Burch, 2000; Holmes & Twiddy, 2003; Mackenzie et 

al., 2004; Vasilakis et al., 2007, Figueiredo et al., 2008; Barcelos Figueiredo et al., 

2014).  

O DENV é esférico, coberto por um envelope lipídico e apresenta 

nucleocapsídeo icosaédrico com 30 nanômetros de diâmetro. O capsídeo é 

composto pela proteína do capsídeo (C) e envolto por uma membrana lipídica na 

qual as proteínas de membrana (M) e de envelope (E) estão ancoradas (figura 2). 

Seu genoma é composto por RNA fita simples (ssRNA) de 10,2 Kb, com polaridade 

positiva e possui apenas uma ORF (open reading frame), flanqueada por duas 

regiões não codificantes nas suas extremidades 5’ e 3’. A poliproteína codificada 

pela ORF possui aproximadamente 3.400 aminoácidos, sendo posteriormente 

clivada em eventos co- e pós-traducionais por enzimas celulares e virais, resultando 

em três proteínas estruturais: envelope (E), capsídeo (C) e membrana (M); e sete 

proteínas não estruturais (NS), a saber: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 

(Ray & Shi, 2006; Lindenbach et al., 2007).  

As proteínas NS são necessárias para a replicação e tradução do genoma viral, 

podendo exercer um papel na montagem e liberação das partículas do DENV 

(Kummerer & Rice, 2002) e evasão da resposta imune inata (Muñoz-Jordan et al., 

2003, 2005; Ray & Shi, 2006; Lindenbach et al., 2007).  
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Figura 2 - Morfologia do DENV. A) Desenho esquemático da estrutura do DENV. O RNA 
genômico encontra-se envolto por um nucleocapsídeo icosaédrico, composto pela proteína 
C. O nucleocapsídeo é, por sua vez, envolto em uma bicamada lipídica que contém as 
proteínas M e E. B) Micrografia eletrônica de partículas do DENV-2 coradas negativamente. 
Barra representa 100 nm. C) Organização do RNA genômico do DENV contendo genes 
codificadores para as três proteínas estruturais: capsídeo (C), membrana (M) e envelope 
(E), e sete proteínas não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Fonte: 
Lindenbach & Rice, 2003; Guzman & Isturiz, 2010. 
 

A glicoproteína E é a principal e maior proteína estrutural do DENV, sendo de 

fundamental importância para a ligação do vírus ao receptor celular e fusão da 

membrana viral com a membrana endossomal, além de participar da montagem da 

partícula viral. Vários receptores celulares capazes de se ligar à proteína E em 

células de mamíferos e invertebrados já foram descritos, entre os quais se incluem 

glicosaminoglicanos em células Vero e BHK-21 (Chen et al., 1997; Hung et al., 2004; 

Hung et al., 1999), ligante de ICAM-3 específico de células dendríticas derivadas de 

monócitos (DC-SIGN) [Tassaneetrithep et al., 2003], receptor de manose em 
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macrófagos (CD206) [Miller et al., 2008] e proibitina em células derivadas de larvas 

do mosquito Aedes albopictus (C6/36) [Kuadkitkan et al., 2010].  

A proteína E apresenta atividade hemoaglutinante e é o principal alvo para 

anticorpos neutralizantes, sendo o maior determinante antigênico da partícula viral 

(Lindenbach et al., 2007). Ela pode ser glicosilada de formas distintas, de acordo 

com o sorotipo ou o tipo de célula na qual o vírus é propagado, tendo sido 

relacionada com a ligação ao receptor e fusão endossomal (Clyde et al., 2006). 

Já a proteína M é uma pequena fração de 8 kDa originada a partir da clivagem 

proteolítica da precursora pré-M (pré-membrana) de 22 kDa durante a maturação 

viral. Esta clivagem precede a liberação do DENV da célula hospedeira e resulta na 

reorganização da estrutura superficial do vírus para então expor o domínio de 

ligação de E. A presença da proteína pré-M parece ser necessária para o correto 

dobramento da proteína E, e acredita-se que proteja a proteína E da reorganização 

por pH e fusão prematura durante a secreção. Além disso, a pré-M contém uma 

sequência sinal que permite a translocação da proteína E para dentro do retículo 

endoplasmático (Lindenbach et al., 2007). 

A proteína C é o primeiro polipeptídeo sintetizado e é capaz de interagir com o 

ssRNA viral. Trata-se de uma proteína de carga positiva devido à proporção dos 

aminoácidos básicos e isso parece neutralizar a carga negativa do ssRNA. Além 

disso, a proteína C contém uma sequência sinal hidrofóbica na região C-terminal 

que transloca a pré-M para o retículo endoplasmático durante a tradução 

(Lindenbach et al., 2007).  

As proteínas não estruturais NS1, NS3 e NS5 são as mais conservadas e 

também de maior peso molecular entre os flavivírus. A NS1 é uma glicoproteína 

conservada com 48 kDa e com seis ligações dissulfeto intramoleculares. Essa 

proteína é sintetizada como um monômero, mas sofre dimerização após 

modificações pós-traducionais, tais como a adição de resíduos de carboidratos no 

lúmen do retículo. Após o processamento, o dímero de NS1 pode localizar-se no 

interior da célula, no sítio de replicação viral, na superfície celular ou ainda no meio 

extracelular (Gutsche et al., 2011). A maioria das moléculas de NS1 associada à 

célula localiza-se junto ao complexo de replicação viral, atuando como cofator da 

síntese de RNA viral. A NS1 atua na fase precoce da infecção viral e também parece 

estar envolvida na morfogênese da partícula viral. Entretanto, a função de NS1 na 

replicação viral ainda precisa ser esclarecida (Lindenbach & Rice, 1999; 
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Satchidanandam et al., 2006). A presença da NS1 nas membranas celulares 

determina a citólise das células infectadas e a torna alvo dominante da imunidade 

humoral, sendo, também, caracterizada como molécula altamente imunogênica 

(Avirutnan et al., 2006). A NS1 circulante tem sido considerada um importante 

marcador de diagnóstico de infecção, principalmente, durante a fase aguda, que 

ocorre do primeiro ao sétimo dia após o aparecimento dos primeiros sintomas da 

doença. Os níveis desta proteína podem variar entre os indivíduos durante o curso 

da doença, e dessa forma, a presença da NS1 circulante no soro permite a detecção 

precoce da infecção viral (Alcon et al., 2002).  

A proteína NS3 é a segunda maior proteína encontrada nos flavivírus com cerca 

de 70 kDa e possui atividade de helicase e de protease. É a melhor caracterizada 

entre as proteínas não estruturais e tem sido implicada na interação entre DENV e a 

proteína de ligação do receptor nuclear humano, que modula o tráfego intracelular 

entre o retículo endoplasmático e o complexo de Golgi. Epítopos de NS3 são 

comumente encontrados no repertório de linfócitos T citotóxicos específicos contra 

DENV. A proteína NS3 apresenta um terço da porção N-terminal com características 

de protease cuja atividade requer a presença da proteína NS2B, que atua como um 

cofator para a clivagem das junções NS2A-NS2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A e NS4B-

NS5 da poliproteína. A porção restante de NS3 forma um domínio helicase que age 

em conjunto com NS5 durante a polimerização do ácido nucleico viral (Johansson et 

al., 2001). 

A maior e mais conservada proteína entre os flavivírus é a proteína NS5 que 

codifica a RNA polimerase viral dependente de RNA. Esta proteína possui 104 kDa e 

tem pelo menos dois domínios distintos: a região N-terminal apresenta similaridade 

com metiltransferases de vários grupos e com uma ampla variedade de espécies 

(Koonin, 1993) e o domínio C-terminal que contém oito motivos de sequências 

altamente conservadas reconhecidas em muitas polimerases denpendentes de 

RNA. A proteína NS5 foi encontrada formando um complexo com NS3 em células de 

macaco infectadas com DENV-2 (Kapoor et al., 1995). Após sua tradução inicial, a 

NS5 inicia a produção do RNA viral de polaridade negativa, que atua como molde 

para síntese de novas cópias de RNA de polaridade positiva. Estas, por sua vez, 

podem ser empacotadas em partículas virais ou servir como RNA mensageiro 

(Fernandez-Garcia et al., 2009). A NS5 também pode induzir a transcrição e 

tradução de interleucina-8 (IL-8) (Chang, 1997; Lindenbach & Rice, 2003).  
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As proteínas NS2A, NS2B, NS4A e NS4B são pouco conservadas entre os 

flavivírus e acredita-se que participam do complexo de replicação viral como 

componentes da membrana (Lindenbach et al., 2007). A proteína NS4A (16 kDa) e 

NS4B (27 kDa) participam na localização apropriada de proteínas virais e montagem 

do vírion (Lindenbach & Rice, 2003). A capacidade de NS4A juntamente com NS2A 

de bloquear a tradução de sinal mediada por interferon já foi relatada. A NS4 é um 

potente inibidor de sinalização de interferon beta (IFN-β) e interferon gama (IFN-γ) 

[Muñoz-Jordán et al., 2003, 2005; Clyde et al., 2006] e já foi sugerido que NS2A, 

NS4A e NS4B servem para ancorar a replicase viral às membranas celulares 

(Bartenschlager & Miller, 2008). A proteína NS2A é necessária para o apropriado 

processamento proteolítico de NS1. A proteína NS2B (14,5 kDa) está envolvida na 

função protease do complexo NS2B-NS3 (Chang, 1997). 

 

3.3 Transmissão do DENV 
 

O mosquito Aedes aegypti é o principal vetor que transmite o DENV. A 

infecção do mosquito inicia-se quando a fêmea se alimenta do sangue de um 

indivíduo infectado com DENV. Dentro do mosquito, o vírus infecta o intestino médio 

e espalha-se para as glândulas salivares no período de 8 a 12 dias. Após esse 

período de incubação, o vírus pode ser transmitido aos seres humanos, principais 

hospedeiros e amplificadores do DENV. Geralmente, o vírus circula no sangue de 

pessoas infectadas até 7 dias após a infecção (período de viremia) e pode ser 

transmitido novamente ao mosquito vetor (Watts et al., 1987; Gubler, 1989). 

O A. aegypti, principal vetor urbano, tem hábitos preferencialmente diurnos e 

alimenta-se de sangue humano, sobretudo ao amanhecer e ao entardecer, sendo 

considerado altamente eficiente para a transmissão do DENV. Entretanto, outros 

mosquitos vetores como o Aedes albopictus e Aedes polynesiensis também são 

capazes de transmitir o vírus (Mackenzie et al., 2004; Gubler et al., 2007). Alguns 

autores alertam para a rápida propagação e a potencial capacidade de transmissão 

pelo vetor A. albopictus mesmo este sendo considerado um vetor secundário para a 

transmissão do DENV (Paupy et al., 2009).  

A maioria das fêmeas adultas do A. aegypti vive dentro ou nos arredores dos 

domicílios onde estão seus criadores larvais. Geralmente, as larvas do mosquito são 
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encontradas em água limpa parada ou em água acumulada, com pouco material 

orgânico, dentro de recipientes como: cisternas, piscinas, caixas d’água, bromélias e 

pneus (OMS, 2015).  

Os mosquitos A. aegypti e A. albopictus também têm sido responsáveis pela 

transmissão do Chikungunya virus (CHIKV), membro da família Alphaviridae, que 

causa a febre chikungunya, uma doença grave, debilitante, que provoca artralgia 

grave que pode durar de meses até cinco anos em alguns pacientes. Desde 2004, o 

CHIKV tem ampliado sua abrangência geográfica, causando surtos epidêmicos de 

magnitude sem precedentes, principalmente em países da Ásia, África e se 

espalhando para vários outros territórios, como Ilhas do Oceano Índico, Itália, França 

e nas Américas (Rezza et al., 2007; Pialoux et al., 2007; Gould et al., 2010; OPAS, 

2011, 2015). No Brasil, em 2014, foram confirmados 2.753 casos autóctones de 

febre chikungunya e em 2015 foram notificados 17.765 casos autóctones suspeitos 

da doença. Destes, 6.784 foram confirmados, sendo 6.355 por critério laboratorial e 

429 por critério clínico-epidemiológico. Mais de 9000 casos continuam em 

investigação. (Ministério da Saúde, 2015. Disponível em: <http://portalsaude.saude. 

gov.br/images/pdf/2016/ja neiro/15/svs2016-be002-dengue -se51.pdf > Acesso em 8 

de fevereiro de 2016). 

A transmissão do DENV, da fêmea infectada para sua progênie, chamada 

transmissão transovariana, pode ocorrer em todas as espécies de mosquito que 

atuem como vetores do DENV, aumentando a probabilidade de sobrevivência do 

vírus e promovendo um importante meio de amplificação viral (Mackenzie et al., 

2004). Vários fatores podem influenciar a dinâmica de transmissão do DENV, como, 

por exemplo, fatores climáticos, ambientais, interações vírus-hospedeiro e também 

características imunológicas da população (OMS, 2015). Apesar da principal rota de 

transmissão ocorrer por meio de mosquitos do gênero Aedes, o DENV pode ser 

transmitido por transfusões sanguíneas, transplantes de órgãos (Teo et al., 2009), 

picadas acidentais com agulhas e por transmissões verticais por meio do parto ou da 

amamentação (Chen & Wilson, 2004; Barthel et al., 2013). 
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3.4 Infecção e multiplicação do DENV  
 

A infecção do DENV ocorre quando o mosquito vetor, ao se alimentar, injeta o 

vírus no hospedeiro. O DENV tem o homem e outros primatas como hospedeiros 

vertebrados, mas somente o homem apresenta manifestação clínica da infecção e 

período de viremia longo. Em primatas, a viremia é baixa e de curta duração, 

durando apenas um ou dois dias e não atingindo títulos altos de carga viral. Em 

hospedeiros humanos, o vírus permanece no sangue por um período que pode durar 

de 2 a 12 dias e com altos títulos virais (Henchal & Putnak, 1990). 

Em humanos, células da linhagem mononuclear fagocítica como monócitos, 

macrófagos e células dendríticas, são os principais alvos para a multiplicação do 

DENV. Estudos in vitro demonstraram que o DENV é capaz de infectar outros tipos 

de células como células B e T, células endoteliais, hepatócitos, células neuronais, 

assim como várias linhagens celulares usadas para sua propagação. Apesar de 

alguns estudos relatarem a possibilidade de hepatócitos, linfócitos, células 

endoteliais e neuronais atuarem também como alvo do vírus na infecção em 

humanos, isto ainda é controverso na literatura (Clyde et al., 2006).  

Dentre as várias moléculas de superfície celular já descritas como prováveis 

receptores para a infecção do DENV em células de mamíferos, as mais conhecidas 

são as moléculas com propriedades de lectinas: CLEC5A (lectina do domínio tipo C, 

família 5, membro A), o CD206 (Miller et al., 2008)  e o DC-SIGN. A interação melhor 

caracterizada foi entre o DENV e o DC-SIGN, já que esta proteína pode mediar a 

infecção de todos os quatro sorotipos de DENV (Tassaneetrithep, 2003; Navarro-

Sanchez, 2003). Fatores relacionados com o enovelamento de proteínas, como 

proteínas heat shock (HSP70/HSP90) e a chaperonas GRP78 também podem estar 

envolvidos. Além disso, moléculas de glicosaminoglicanos sulfatados (GAG), como o 

heparano sulfato e glicoesfingolipídeos (GSL), como o nLc4Cer 

(neolactotetraosilceramida), atuam como co-receptores, aumentando a concentração 

local de vírus na superfície celular e, consequentemente, a eficiência na penetração 

do vírus (Mukhopadhyay et al., 2005; Clyde et al., 2006; Lindebach et al., 2007; 

Perera et al.; 2008; Hidari & Suzuki, 2011; Alen & Schols, 2012). A proibitina, já 

citada anteriormente, presente em células C6/36 derivadas de A. albopictus, foi o 

primeiro receptor proteico caracterizado do DENV (Kuadkitkan et al., 2010).  
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Após a adsorção na superfície celular, o vírus entra na célula alvo por 

endocitose mediada por receptores. Logo após a internalização, as partículas virais 

são direcionadas para endossomos precoces ou intermediários que se tornarão 

endossomos tardios. Com a mudança de pH e acidificação no interior dos 

endossomos, ocorrem mudanças conformacionais na proteína E que resultam em 

sua trimerização e, consequentemente, na exposição do peptídeo de fusão, seguida 

de fusão das membranas viral e celular, que por sua vez, é seguida pela liberação 

do nucleocapsídeo no citoplasma (Lindenbach et al., 2013; Perera et al., 2008). 

Assim que o nucleocapsídeo é liberado no citoplasma, a proteína C se dissocia do 

RNA viral que, então, é traduzido em uma poliproteína em ribossomos associados 

às membranas no retículo endoplasmático. A poliproteína é co- e pós-

traducionalmente processada por proteases celulares e virais, produzindo as 

proteínas estruturais e não estruturais virais. A eficiência da tradução é um dos 

principais determinantes da infectividade dos flavivírus. Assim, diversas estruturas 

secundárias presentes nas regiões UTR 5’ e 3’ do genoma viral, regiões não 

traduzidas, favorecem esse processo (Clyde et al., 2006; Lindenbach et al., 2013). 

Após a tradução, a replicação do genoma se inicia com a síntese de uma fita 

de senso negativo complementar ao RNA genômico viral que servirá como molde 

para a síntese do RNA de fita positiva. Em seguida, acontece a circularização do 

genoma viral que é essencial para a replicação do DENV. Por fim, para a montagem 

da partícula viral, o genoma é encapsidado pela proteína C e os nucleocapsídeos 

formados se acumulam na parte citoplasmática do retículo endoplasmático, onde 

sofrem brotamento para dentro do lúmen desta organela. Neste processo, os 

nucleocapsídeos adquirem envelopes com proteínas estruturais do vírus que foram 

previamente ancoradas à membrana do retículo endoplasmático, originando desta 

forma, as partículas imaturas (Rodenhuis-Zybert et al., 2010).  

A maturação das partículas virais ocorre no complexo de Golgi, onde as 

proteínas pré-M, E e NS1 são glicosiladas. A proteína pré-M é clivada pela furina 

celular, produzindo a proteína M glicosilada. No momento da exocitose a proteína E 

sofre um rearranjo, resultando na partícula que é então liberada para o meio 

extracelular (Lindenbach et al., 2013; Perera et al., 2008). Embora a maioria das 

partículas virais maduras sejam exocitadas, cerca de 30% da progênie viral liberada 

para o meio extracelular é constituída de partículas totalmente imaturas, contendo 
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pré-M e M. Tal observação sugere que a clivagem da proteína pré-M não é um 

processo eficiente (Rodenhuis-Zybert et al., 2010). 

 

3.5 Epidemiologia da Dengue  
 

No século XIX, a dengue era considerada uma doença esporádica que 

causava epidemias em intervalos que variavam de 10 a 40 anos, que geralmente 

aconteciam quando um novo sorotipo do DENV era introduzido. Estes longos 

períodos entre epidemias são um reflexo de vários fatores, pois, apesar do DENV ter 

uma ampla distribuição pelos trópicos, a população urbana naquela época era bem 

menor, o vírus e o mosquito vetor dependiam primariamente de navios oceânicos 

para o transporte entre as regiões e o comércio naval tinha um ritmo muito lento. 

Além disso, apenas um ou dois sorotipos de DENV circulavam na maioria dos 

países tropicais (Gubler, 2002, 2011; OMS, 2015).  

Durante a Segunda Guerra Mundial essa situação mudou drasticamente no 

sudeste asiático. A inserção de milhares de soldados susceptíveis em áreas 

endêmicas, somada à expansão da distribuição geográfica e da densidade dos 

mosquitos A. aegypti, resultaram em grandes epidemias de dengue. Além disso, a 

disseminação do DENV para novas regiões foi acelerada pela movimentação das 

tropas e materiais de guerra que transportavam o vírus e o mosquito vetor. Isso 

resultou, ao final da guerra, na hiperendemicidade da doença na maioria dos países 

do sudeste asiático e na cocirculação de múltiplos sorotipos do DENV. Com o fim da 

guerra, foram documentadas várias epidemias da FHD, inicialmente nas Filipinas 

(1953-1954) e, mais tarde, registradas em vários países: Tailândia (1958), 

Singapura, Malásia, Vietnã, Indonésia e Birmânia nos anos 1970. Como a 

urbanização e comércio continuaram a crescer, a frequência e magnitude das 

epidemias aumentaram (Gubler, 2002, 2011; Mackenzie et al., 2004). 

Na década de 1980, a FHD se tornou a principal causa de hospitalizações e 

morte entre crianças em vários países do sudeste asiático. Até então, as epidemias 

da FHD eram limitadas a esses países, em parte, devido ao isolamento geográfico 

das ilhas do Pacífico. Contudo, a partir da metade dos anos 70, vários dos países 

nas Américas foram reinvadidos pelo mosquito A. aegypti (figura 3). Além disso, a 

eficiência dos transportes modernos e a maior movimentação das pessoas levaram 
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a uma maior dispersão do DENV e dos seus vetores, resultando na disseminação de 

epidemias de FD/FHD no Pacífico e nas Américas (Gubler, 2002; 2011; OMS, 2015). 

Atualmente, estima-se que 3,6 bilhões de pessoas vivem em mais de 100 países 

endêmicos e áreas onde o DENV pode ser transmitido. A dengue é endêmica no 

sudeste da Ásia, no Pacífico Ocidental, na América Central e do Sul, no Caribe e na 

África (figura 4). Além disso, já foram relatados casos nos Estados Unidos desde 

2009 (Adalja et al., 2012; Teets et al., 2014) e casos autóctones isolados em países 

da Europa como na França (Marchand et al., 2013), na Croácia (Gjenero-Margan et 

al., 2011; Kurolt et al., 2013), na Alemanha (Schmidt-Chanasi et al., 2014) e em 

Portugal (Lourenço & Recker, 2014). 

 

 

 
 
Figura 3 - Distribuição do mosquito A. aegypti nas Américas nos anos de 1930, 1970 e 
2011. A reinvasão das Américas pelo mosquito A. aegypti ocorreu nos anos 70, 80 e 90 
devido ao colapso dos programas de controle ao vetor. Fonte: Gubler, 2011. 

 

 

De acordo com a OMS ocorrem anualmente mais de 500 mil casos de dengue 

grave e cerca de 22.000 mortes principalmente em crianças (OMS, 2015; Disponível 

em: < http://www.who.int/csr/disease/dengue/impact/en/>). Além do alto custo 

econômico e para a saúde pública, a dengue causa um grande impacto social nos 

países onde ocorrem epidemias. Somados ao crescimento urbano e a falta de 

vigilância adequada por dengue nos últimos 50 anos, há uma probabilidade enorme 

de que as estimativas citadas subestimem o verdadeiro ônus da doença (Gubler, 

2011, 2012; Mackenzie et al., 2004; Bhatt et al., 2013; OMS, 2015).  
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De acordo com uma reanálise de dados por Bhatt e coloboradores, em 2010 

aconteceram aproximadamente 390 milhões de infecções por DENV em todo o 

mundo. Sendo que cerca de 80% dessas infecções foram assintomáticas, ou seja, 

não foram detectadas pela vigilância epidemiológica e, portanto, não tiveram 

implicações para o manejo clínico. Assim, houve cerca de 96 milhões de infecções 

sintomáticas, em qualquer nível de gravidade da dengue, das quais 

aproximadamente 70% ocorreram na Ásia, 34% na Índia e 14% nas Américas, 

sendo deste último, mais da metade no Brasil e no México. Esse total de infecções 

de dengue é mais do que três vezes ao estimado atualmente pela OMS. (Bhatt et al., 

2013). 

 

 

Figura 4 – Evidência global consensual de risco e surto de dengue em 2010. Evidência 
consensual nacional e subnacional da total ausência de dengue (verde) até a total presença 
(vermelho) de dengue. Fonte: Bhatt et al., 2013. 

 
 

3.6 A Dengue no Brasil 
 

A reintrodução do mosquito A. aegypti no Brasil aconteceu no final da década de 

1970. Além do clima tropical e condições ambientais receptivas ao mosquito vetor, 

isso aconteceu durante um período em que a vigilância entomológica e a estrutura 

logística para combaterem o vetor estavam quase desativadas no país (figura 3), 

permitindo a sua introdução em pontos estratégicos de combate e tendo uma 

enorme expansão territorial no Brasil (Amaral & Tauil, 1983). O primeiro surto de 
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dengue confirmado laboratorialmente no Brasil ocorreu em 1981 na cidade de Boa 

Vista, em Roraima, no qual foram isolados DENV-1 e 4 (Osanai et al., 1983). Após 5 

anos de intervalo sem casos de FD confirmados, uma epidemia causada pelo 

DENV-1 ocorreu no Rio de Janeiro em 1986 e foi seguida por diversas outras 

epidemias em grandes centros urbanos. Desde então, o Brasil se tornou um dos 

países com maior número de casos reportados à OMS, sendo responsável por 70% 

dos casos de dengue reportados no continente americano (Schatzmayr et al., 1986; 

Teixeira et al., 2009, OMS, 2015, Bhatt et al., 2013).  

Em 1990, o DENV-2 foi detectado no Rio de Janeiro, onde o primeiro caso de 

FHD foi confirmado. A partir de 1994 ocorreram epidemias por todo o país e durante 

todo o ano. Entre 1997 e 2000, o DENV-3 foi introduzido no país e os primeiros 

casos notificados em 2000 foram no Rio de Janeiro, se espalhando para outras 

localidades no Brasil (Nogueira et al., 2007). Até em 2007, a maioria dos casos de 

FHD no Brasil ocorreram entre adultos com idade entre 20 a 40 anos de idade. 

Observou-se também que o número anual de casos de FHD dobrou em relação aos 

anos anteriores, sendo relatada uma mudança na distribuição etária dos pacientes. 

Neste mesmo ano, 2007, 53% dos casos ocorreram em crianças com menos de 15 

anos de idade. (Teixeira et al., 2009). O DENV-4 provavelmente foi reintroduzido no 

país durante 2004 a 2006, como sugerido por isolados obtidos em 2005 na região 

Norte e reemergiu no Brasil em 2010-2011 (Figueiredo et al., 2008b; Souza et al., 

2011). 

Atualmente, há a cocirculação de diferentes linhagens de DENV-1 genótipo V, 

diferentes genótipos de DENV-3 (genótipos I e III) e DENV-4 (genótipos I e II) no 

Brasil. Para o DENV-2, diferentes linhagens do genótipo americano/asiático foram 

detectadas (Figueiredo et al., 2008; Santos et al., 2011; Souza et al., 2011; Drumond 

et al., 2013). 

Em 2014, foram registrados 591.080 casos prováveis de dengue no país, sendo 

o maior número na região Sudeste (312.318 casos; 52,8%), seguida da região 

Centro-Oeste (114.814 casos; 4,1%). Comparando-se com 2013, foi observada uma 

redução de 59,3% dos casos de dengue no país em 2014, mas ainda assim, neste 

ano (2015), até a semana epidemiológica 45, foram notificados 1.534.932 de casos 

prováveis de dengue, sendo confirmados 1.488 casos de dengue grave. Além disso, 

foram confirmados 811 óbitos por dengue somente no período de janeiro a julho de 
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2015, o que representa um aumento no país de 79% em comparação com o mesmo 

período de 2014, quando foram confirmados 453 óbitos (Ministério da Saúde, 2015).  

Quanto aos sorotipos virais de dengue encontrados entre os meses de janeiro a 

julho de 2015, foram identificados: DENV-1 (93,7%), seguido de DENV-4 (5,2%), 

DENV-2 (0,7%) e DENV-3 (0,4%) (Ministério da Saúde, 2015). 

A capacitação e reciclagem de profissionais de saúde, principalmente da rede 

pública, para o enfrentamento dos casos suspeitos de dengue, têm sido fatores 

importantes que contribuem para melhorar as práticas de manejo clínico e 

favorecem o diagnóstico precoce, que é fundamental para o tratamento de suporte 

da doença. É preciso ressaltar que embora tenha ocorrido uma redução dos casos 

de dengue em 2014, o número de casos aumentou substanciamente em 2015, e 

qualquer descuido nas ações de contingência, se associados a outros fatores, 

podem contribuir para a ocorrência de epidemias. Ademais, são fatores importantes 

do ponto de vista epidemiológico, a entrada de um novo sorotipo em uma população, 

a circulação simultânea dos 4 sorotipos, assim como alterações climáticas com 

muito calor intercalado com pouca chuva (Ministério da Saúde, 2015).  

 

3.7 Prevenção e Tratamento da Dengue 
 

O controle do vetor ainda é a única medida preventiva existente, no entanto, 

além de onerosa, é pouco eficiente, sendo difícil de ser mantida, pois depende de 

grandes investimentos com funcionários, máquinas, inseticidas e campanhas 

educacionais permanentes que mobilizem toda a comunidade (Gubler & Clark, 

1994).  

Grandes avanços estão sendo realizados no desenvolvimento de novos 

inseticidas e de métodos biológicos e genéticos para controle do mosquito vetor. 

Dentre os métodos biológicos, destaca-se a infecção de mosquitos pela bactéria 

intracelular Wolbachia sp. Essa bactéria, após infectar o mosquito, reduz seu tempo 

de vida, deixando-o menos apto para sobreviver ao período de exposição e tornar-se 

infeccioso. Além disso, a Wolbachia modula potencialmente a competência vetorial 

do mosquito para o DENV e/ou, em alguns casos, interferem na síntese do RNA viral 

(Moreira et al., 2009; McMeniman & O'Neill, 2010; Hughes & Britton, 2013).  
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O método genético para controle do vetor consiste na liberação no ambiente 

de mosquitos transgênicos carreadores de genes letais que, após acasalarem com 

as fêmeas selvagens, geram descendentes que morrem antes de chegarem à vida 

adulta (Harris et al., 2011).  

Considera-se que o melhor método de prevenção contra a dengue seria o uso 

de uma vacina segura e eficaz contra todos os sorotipos. Atualmente, há várias 

vacinas candidatas em desenvolvimento que incluem vacinas baseadas em vírus 

atenuados, inativados, quiméricos, de DNA, de subunidades proteicas e até mesmo 

vetores recombinantes. Mas até o momento, todas encontram-se em fase de teste 

(Guy & Almond, 2008; Yauch & Shresta, 2014). Dentre as vacinas candidatas em 

fase clínica de testes, destaca-se a vacina quimérica desenvolvida pela Sanofi 

Pasteur. Essa vacina é tetravalente e contém vírus recombinantes atenuados, tendo 

como base a cepa da vacina 17D contra a febre amarela (YF17D). Os vírus que 

compõem essa vacina foram construídos por meio da substituição dos genes que 

codificam as proteínas da pré-membrana (prM) e do envelope (E) da cepa do vírus 

da febre amarela (YF 17D 204), pelos respectivos genes de cada um dos quatro 

sorotipos da dengue. Trata-se, portanto, de uma vacina combinada, que contém as 

cepas recombinantes resultantes CYD1, CYD2, CYD3 e CYD4 em uma única 

preparação (CYD1-4). Testes clínicos de fase III na América Latina e no Caribe 

foram concluídos em novembro de 2014 com uma eficácia global de 60,8% contra 

casos sintomáticos de dengue. Foi feito o acompanhamento de casos de dengue 

com mais de 20 mil crianças e adolescentes de 9 e 16 anos de idade, após um 

esquema de vacinação de 3 doses. Análises demonstraram uma proteção de 95,5% 

nos casos de doença grave e redução de 80,3% no risco de hospitalizações durante 

25 meses no estudo (Villar et al., 2015). 

Embora o desenvolvimento de uma vacina seja prioridade da OMS e apesar 

dos grandes esforços para o desenvolvimento de tal vacina contra o DENV, ainda 

não existe nenhuma licenciada e disponível para uso comercial.  

Como ainda não há tratamento específico para combater o DENV, 

usualmente é feito apenas o tratamento de suporte ao paciente para amenizar os 

sintomas da doença. As condutas terapêuticas iniciam-se com o gerenciamento da 

febre, cuidados de enfermagem, equilíbrio de fluidos, eletrólitos e parâmetros de 

coagulação do sangue (OMS, 2009; Beaute & Vong, 2010). Pacientes com dengue 

podem ser tratados com acetaminofeno (Ahmad et al., 2011), repouso e terapia de 
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reidratação oral. Caso ocorram sinais de desidratação ou sangramento, os pacientes 

devem ser hospitalizados (Goel et al., 2004). Medicamentos a base de ácido acetil 

salicílico não devem ser utilizados, pois possuem efeito anticoagulante e aumentam 

o risco de hemorragias (Oishi et al., 2007; Guy & Almond, 2008). Exames para a 

contagem de plaquetas, assim como a medida do hematócrito, devem ser feitos 

diariamente a partir do suposto dia 1 da doença até 1 a 2 dias após a defervescência 

(Ahmad et al., 2011).  

Vários são os desafios para o uso programático de uma possível terapêutica 

específica da dengue na prática clínica. Para evitar as complicações da dengue, 

observadas entre o quarto e o sexto dia, seria necessária a administração de uma 

terapia precoce no curso da doença. Isso levanta uma série de desafios, já que o 

paciente pode não apresentar os sinais de gravidade no início da infecção. Além 

disso, não é fácil diferenciar a dengue de outras doenças febris e os testes de 

diagnóstico rápido são relativamente caros e nem sempre estão disponíveis.  Vale 

ressaltar que a identificação dos pacientes com risco de doença grave, mais 

suscetíveis de se beneficiarem com a terapêutica, ainda não é possível. Ademais, 

apesar de consideráveis esforços em pesquisas, a patogênese da dengue ainda não 

é totalmente compreendida (Whitehorn & Simmons, 2011).  

Embora ainda não exista tratamento específico, há avanços significativos na 

identificação de alvos potenciais e no desenvolvimento de drogas específicas contra 

DENV. Inibidores da penetração, inibidores da protease NS3, análogos de 

nucleosídeo e oligonucleotídeos antisenso são os mais promissores (Ray & Shi, 

2006; Melino & Paci, 2007; Perera et al., 2008; Qi et al., 2008; Nair et al., 2009; Alen 

& Schols, 2012). No entanto, embora o desenvolvimento de drogas anti-DENV esteja 

em andamento (Farrar et al. 2007), a sua utilização regular em contextos clínicos 

não parece iminente. 

 

3.8 A Biodiversidade como fonte de antivirais 
 

A dengue tem alto custo para a sociedade, como salários perdidos, 

produtividade diminuída, despesas de custos relacionadas à prestação de cuidados 

de saúde, além de despesas médicas diretas. Apenas no hemisfério ocidental, o 

custo da dengue é estimado em cerca 2,1 bilhões de dólares por ano (Beatty et al., 

2011). Desse modo, pesquisadores têm focado sua atenção na natureza, utilizando 
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diferentes abordagens na tentativa de identificar substâncias que podem ser usadas 

como antivirais contra o DENV. 

De fato, a natureza representa um fantástico reservatório de substâncias que 

podem ser exploradas objetivando a descoberta de novas moléculas, que podem ser 

usadas diretamente como agentes farmacêuticos ou serem utilizadas como 

protótipos e otimizadas para o desenvolvimento de agentes antivirais. Substâncias 

presentes em produtos naturais são derivadas de vários “fenômenos” da 

biodiversidade. Interações entre os organismos e seu ambiente permitem a 

formulação de diversas entidades químicas complexas dentro dos organismos, que 

favorecem sua sobrevivência e competitividade. Os produtos naturais e seus 

derivados têm sido uma rica fonte para a descoberta de novos medicamentos. As 

áreas terapêuticas das doenças infecciosas e da oncologia têm se beneficiado 

bastante com numerosas classes de drogas, capazes de interagirem com muitos 

alvos específicos dentro da célula. E de fato, por muitos anos, os produtos naturais 

têm sido fontes para o desenvolvimento e descoberta de drogas (Lee, 2011).  

A utilização de produtos naturais com propriedades terapêuticas é tão antiga 

quanto a civilização humana e, por um longo tempo, produtos minerais, vegetais e 

animais foram as principais fontes de drogas utilizadas para o tratamento de 

doenças na medicina alternativa.  

A medicina alternativa ou complementar é baseada no conhecimento, 

experiência e práticas baseadas na sabedoria popular e também de crenças de 

culturas índigenas que são usadas para preservar a saúde, tratar e diagnosticar 

doenças físicas ou mentais. Plantas medicinais tradicionais têm mostrado atividade 

antiviral em vários estudos (Kudi & Myint, 1999; Betancur-Galvis et al., 1999) e 

algumas têm sido usadas para tratar infecções com vários tipos de vírus DNA e RNA 

em animais e humanos (Müller et al., 2007). 

Há registros de um grande número de formulações empregando ervas 

medicinais descritas por diversas civilizações antigas. Os primeiros registros, feitos 

em tabuletas de argila em escrita cuneiforme, são da Mesopotâmia datados de 2600 

a.C. Há vários relatos de formulações por outras civilizações antigas, entre elas: a 

civilização egípcia (Papiro de Ebers, 1500 a.C.), a chinesa (Chinese Materia Medica, 

1100 a.C.), a hindu (Ayurved; System of Medicine, 1000 a.C.) a grega (relatadas nos 

trabalhos de Teofrasto, de ~ 300 a.C. e de Galeno, de 130 - 200 d.C). Ainda hoje, 

entre milhares de substâncias derivadas de plantas, são descritas a utilização de 
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óleo de cedro (Cedrus spp.), de cipreste (Cupressus sempevirens), mirra 

(Commiphora spp.) e a dormideira (Papaver somniferum) que ainda estão em uso 

para o tratamento de tosse, resfriados, infecções parasitárias e inflamações 

(Pasquale, 1984). 

De acordo com a OMS, em muitos países desenvolvidos, principalmente da 

Europa, uma grande parcela da população ainda hoje faz uso de práticas 

complementares de saúde, sobretudo com o uso de plantas medicinais. Mesmo 

sendo fácil o acesso à medicina moderna, o uso de plantas medicinais nesses 

países ainda mantém uma alta popularidade, tanto por razões culturais quanto 

históricas. Já nos países em desenvolvimento, principalmente nos continentes 

asiático e africano, 65-80% da população depende exclusivamente de plantas 

medicinais para cuidados básicos de saúde. Esse é outro importante motivo pelo 

qual plantas medicinais e sua biodiversidade são economicamente importantes 

(Rahman et al., 2004; OMS, 2015).  

No Brasil, o uso de plantas medicinais foi disseminado principalmente pela 

cultura indígena. É um país rico em biodiversidade cujo território possui cinco 

principais biomas: a floresta amazônica, o cerrado, a mata atlântica, o pantanal e a 

caatinga, que constituem uma fonte riquíssima de produtos terapêuticos. No entanto, 

o potencial para a descoberta de plantas como fonte de novas drogas, ainda é 

pobremente explorado ou regulamentado no Brasil, contrastando com países como 

Alemanha, Estados Unidos e Canadá (Calixto, 2000; Rates, 2001; Veiga-Junior, 

2008). 

Historicamente, companhias farmacêuticas utilizaram extratos de plantas para 

produzir formulações terapêuticas relativamente rudimentares, mas com o avanço 

dos antibióticos em meados do século XX, formulações de drogas de substâncias 

razoavelmente purificadas tornaram-se mais frequentes (Firn & Jones, 2003). 

Atualmente, sabe-se que para um fármaco qualquer produzir um efeito real em 

oposição a um efeito placebo, ele deve interagir a nível molecular com pelo menos 

um componente do corpo ou com um micro-organismo infeccioso. Entretanto, 

algumas drogas ou compostos, podem interagir em local diferente do esperado e 

produzir um efeito indesejado. Considerando que, produtos naturais como extratos 

de plantas contêm uma complexidade de misturas variáveis de químicos, o risco de 

efeitos secundários indesejados é sempre alto. Embora uma das maneiras mais 

simples encontradas para diminuir o risco de efeitos indesejados seja isolar o 
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componente que produz a resposta desejada, esse não foi o motivo pelo qual 

inicialmente pretendeu-se a purificação de substâncias contidas em produtos 

naturais. O principal motivo foi a necessidade de identificar produtos de plantas 

adulterados através da determinação da quantidade de princípios ativos neles. 

Somente depois que isso pôde ser feito foi reconhecido que a composição dos 

produtos químicos e as substâncias ativas variavam quantitativamente e 

qualitativamente durante todo o ciclo de vida da planta, sendo influenciado por vários 

aspectos, como: mudanças nas condições climáticas, o tempo de colheita, a 

adequação do processo de secagem e a natureza e duração do armazenamento 

(Sneader, 2005).  

Paralelamente à ideia de substâncias “puras”, despertou-se a possibilidade de 

modificações estruturais, visando à produção de drogas mais ativas e seguras, com 

aumento da atividade, seletividade e/ou a redução dos efeitos secundários ou 

toxicidade. Como exemplos destacam-se o isolamento da morfina por Emanuel 

Merck em 1826 e a primeira droga semissintética, a aspirina, produzida pela Bayer, 

em 1899 (Pasquale, 1984; Newman & Cragg, 2003; Chattopadhyay & Naik, 2007). A 

aspirina, um dos primeiros produtos químicos naturais modificados quimicamente, 

continua tendo um importante papel no mercado. Infelizmente, modificações 

químicas em produtos naturais não são simples de serem feitas, e frequentemente, 

as diferenças entre eles são quase imperceptíveis. 

 Apesar de muitas vantagens e sucessos do passado houve uma diminuição 

do uso de plantas, em ensaios de triagens, para a descoberta de novas drogas. Isso 

aconteceu em decorrência de algumas desvantagens, tais como: dificuldades de 

acesso, de fornecimento, complexidade da química, lentidão inerente de se trabalhar 

com esses produtos e preocupações sobre direitos de propriedade intelectual. 

Associado a esses fatores, houve o surgimento de novas tecnologias como o uso da 

química combinatória e o desenvolvimento de métodos de triagem biológicos 

automatizados, como o High Throughput Screening (HTS), para a obtenção de um 

maior número de substâncias. De modo geral, na química combinatória as reações 

são feitas em várias etapas, ocorrendo em paralelo ou em misturas a partir de 

poucos reagentes. Os produtos reacionais resultantes são combinações aleatórias 

dos reagentes e, portanto, um número muito grande de substâncias novas podem 

ser geradas (Yunes & Cechinel Filho, 2001). E o método HTS permite a avaliação in 

vitro de milhares de substâncias por experimento. Tais técnicas, empregadas 
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concomitantemente, permitem a identificação de novos compostos capazes de 

interagirem com os alvos terapêuticos ensaiados em escala, inicialmente, 

micromolar e, atualmente, nanomolar. Cabe mencionar que graças ao emprego 

dessas estratégias combinadas surgiu o termo hit, definindo uma nova substância 

identificada pelo emprego dessas estratégias, isto é, ativa in vitro sobre um alvo 

determinado na escala indicada. 

Entretanto, mesmo com os avanços tecnológicos observados na pesquisa de 

novas entidades químicas e o investimento de bilhões de dólares em pesquisas e 

desenvolvimento no setor, não houve um aumento proporcional de descobertas 

inovadoras neste mesmo período. Além disso, essas novas tecnologias contribuíram 

para que as empresas farmacêuticas diminuíssem sensivelmente o interesse na 

triagem de produtos naturais principalmente entre 1984 e 2003, favorecendo o 

crescimento de bibliotecas de compostos sintéticos. Houve também nos últimos 

anos, a diminuição do número de novos fármacos lançados no mercado (Lam, 2007; 

Singh & Barret, 2006; Baker et al., 2007; Rishton, 2008). 

Atualmente, pode-se observar um ressurgimento no interesse por produtos 

naturais como fonte de novas substâncias bioativas. Este renovado interesse, 

também está associado com avanços nas técnicas de separação, purificação e 

identificação de misturas complexas de produtos e com a aplicação de vários 

métodos analíticos. Tais métodos incluem cromatografia, espectrometria, biologia 

estrutural, genômica, biologia molecular, bioquímica, entre outros. Através desses 

métodos, há uma possibilidade maior para a triagem de produtos naturais e análise 

de suas atividades biológicas, assim como da sua diversidade estrutural. 

A natureza de forma geral produz a maioria das substâncias orgânicas já 

conhecidas, contudo, é o reino vegetal que tem contribuído de forma mais 

significativa com substâncias úteis para o tratamento de doenças. A variedade e 

complexidade de metabólitos especiais biossintetizados pelas plantas teriam se 

formado e evoluído, como mecanismo de defesa às condições ambientais ricas em 

microrganismos, insetos, animais e também às condições de adaptação e regulação. 

Dessa forma, as plantas constituem-se num enorme laboratório de síntese orgânica, 

fruto de milhões de anos de evolução e adaptação sobre a terra (Montanari & 

Bolzani, 2001).  
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3.9  Fungos e plantas como fonte de antivirais contra DENV 
 

Assim como as plantas, os fungos têm feito parte da vida humana por milhares 

de anos, sendo usados como alimento (cogumelos), na preparação de bebidas 

alcoólicas (leveduras), medicamentos e para fins culturais. Atualmente, com os 

avanços da microbiologia, seu uso tem sido estendido para o desenvolvimento de 

enzimas, controle biológico, antibióticos e outros produtos farmacologicamente 

ativos.  

Vias metabólicas fúngicas proporcionam uma enorme gama de compostos 

bioativos, incluindo diferentes classes de moléculas secundárias, tais como 

terpenoides, policetídeos, alcaloides, poliacetilenos e outros com diferentes 

atividades biológicas. Essas moléculas são consideradas importantes protótipos 

utilizados para o desenvolvimento de novos pesticidas e drogas.  

Indubitavelmente, um dos produtos naturais mais conhecidos derivados de 

fungos (Penicillium notatum) é a penicilina, descoberta em 1929 por Alexander 

Fleming (Mann, 1994).  

Os macrofungos (políporos), basidiomicetos e ascomicetos, são uma importante 

fonte de substâncias farmacologicamente ativas. Cerca de 75% dos fungos 

políporos testados mostraram forte atividade antimicrobiana e muitos exibiram 

atividades antiviral, citotóxica, antineoplásica, cardiovascular, anti-inflamatória, 

imunoestimulante e atividades anticancerígenas (Zjawiony, 2004; Stamets, 2002). 

Extratos obtidos de fungos basidiomicetos, mostraram atividade antiviral contra o 

vírus influenza A, in vitro e in vivo (Kabanov et al., 2011). Em outro estudo foi 

mostrado que o extrato aquoso do fungo Inonotus obliquus possui um alto efeito 

virucida contra o vírus da hepatite C (Shibnev et al., 2011). 

Embora não tenha trabalhos mostrando atividade antiviral de fungos 

especificamente contra o vírus da dengue, várias plantas ao redor do mundo 

apresentam potencial de atividade antiviral contra o DENV (Kadir et al., 2013). Até o 

momento, já foram descritas mais de 30 espécies distribuídas em todo o mundo, 

sendo que algumas ainda não foram investigadas cientificamente. Ademais, nos 

últimos anos têm aumentado o número de pesquisas que investigam a atividade 

antiviral de várias famílias de plantas contra DENV, sendo a maior parte dessas 

plantas consideradas medicinais (Teixeira et al., 2014). 
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Nas Filipinas, a Euphorbia hirta, conhecida localmente como “tawa-tawa”, é 

usada na medicina popular pela população de áreas rurais para tratar a FD. 

Popularmente, acredita-se que o consumo das folhas de “tawa-tawa” possa atuar na 

infecção viral e prevenir hemorragias e evolução da doença para formas mais 

graves, mas ainda não existem estudos científicos comprovando sua eficácia 

(http://www.curelibrary.com/blog/2007/04/). Em outro estudo, no tratamento de um 

paciente com dengue com extrato aquoso de folhas de mamoeiro (Carica papaya), 

da família Caricaceae, foi possível avaliar um aumento da contagem de plaquetas e 

glóbulos brancos, principalmente neutrófilos, característica essencial para evitar 

progressão para as formas graves da dengue (Ahmad et al., 2011). 

Extratos metanólicos de Andrographis paniculata (família Acanthaceae) e 

Momordica charantia (família Cucurbitaceae) apresentaram alta atividade antiviral 

contra DENV-1 em ensaios in vitro baseados na análise do efeito citopático (Tang et 

al., 2012). O extrato aquoso de folhas de Nim (Azidarachta indica Juss) da família 

Meliaceae, testados na sua dose máxima não tóxica em ensaios de inibição viral, 

inibiu completamente a replicação de DENV-2, in vitro. Nesse mesmo estudo, tal 

extrato também inibiu completamente a replicação de DENV-2, in vivo, após 

inoculação intracerebral em camundongos lactentes (Parida et al., 2002). A Nim é 

uma planta nativa da Índia e do Paquistão que é comumente encontrada em países 

tropicais e subtropicais. 

Substâncias da planta medicinal Boesenbergia rotunda, da família 

Zingiberaceae inibiram com grande potencial a protease NS3 de DENV-2 (Kiat et al., 

2006). Outro estudo indicou que vários extratos de plantas medicinais tailandesas, 

Rhizophora apiculata Blume., Flagellaria indica Linn., Cladogynos orientalis Zipp. e 

Houttuynia cordata Thunb., apresentaram um efeito substancial contra DENV-2, 

sendo fontes potenciais para o desenvolvimento de medicamentos para o tratamento 

da dengue (Klawikkan et al., 2011).  

A Uncaria tomentosa, encontrada na região tropical da América do Sul e 

América Central, incluindo o Peru, a Colômbia, Equador, Guiana, Trinidade e 

Venezuela, membro da família Rutaceae e conhecida como unha-de-gato, é uma 

grande videira com potencial promissor. A atividade antiviral de U. tomentosa já foi 

demonstrada em monócitos humanos infectados com DENV-2 e tratados com o 

extrato, in vitro, pela redução de antígenos virais detectados por citometria de fluxo. 

Além disso, houve uma forte imunomodulação dessas células, reduzindo os níveis 
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de citocinas com potencial inflamatório, como o TNF-α (fator de necrose 

tumoral alfa) e IFN-α (interferon alfa), e com uma tendência de modulação da 

citocina interleucina 10 (IL-10). Os alvos do DENV são principalmente fagócitos 

mononucleares, tais como monócitos e células dendríticas (Halstead, 1988; Scott et 

al., 1980; Neves-Souza et al., 2005), que são ativadas após a infecção e produzem 

mediadores pró-inflamatórios incluindo TNF-α, interleucina-6 (IL-6), IL-8, entre 

outros. Tais citocinas são também conhecidas por estarem aumentadas em 

pacientes durante a dengue (Bozza et al., 2008; Hober et al., 1993), provavelmente 

desempenhando um papel na ativação de células endoteliais e na permeabilidade 

vascular e podendo levar às manifestações clínicas mais graves da doença. 

A Cladogynos orientalis, uma planta da família Euphorbiaceae, encontrada no 

sudeste da Ásia, Malásia e Tailândia, apresentou atividade anti-DENV-2 avaliada por 

ensaio MTT em células Vero (Klawikkan et al., 2011).  

Recentemente, foi demostrada a atividade inibitória, in vitro, contra o DENV-2, 

com mais de 90% de redução viral verificada após tratamento simultâneo do 

coquetel de extratos aquosos de quatro espécies do gênero Phyllanthus (P. urinaria, 

P. niruri, P. amarus, e P. watsonii). Várias substâncias bioativas foram identificadas 

no coquetel de Phyllanthus, incluindo ácido gálico, geranina, siringina e corilagem. 

Além disso, houve a expressão diferencial de 13 proteínas demonstrada por uma 

análise proteômica. O estudo sugeriu que tal expressão diferencial pode estar 

associada à ligação e entrada do vírus às células, à produção da poliproteína viral, à 

replicação do RNA viral, bem como ao processo de montagem e maturação viral 

(Lee et al., 2013).  

O vasto reservatório de substâncias disponíveis na natureza, principalmente no 

Brasil, ainda tem sido muito pouco explorado com o objetivo de encontrar drogas 

efetivas e não citotóxicas para o tratamento da dengue. Certamente, a exploração 

da biodiversidade de plantas tem proporcionado uma variedade de substâncias que 

possuem atividade contra o DENV. No entanto, até o momento, a grande maioria 

dos estudos foi realizada em ensaios in vitro, demonstrando ainda mais a 

necessidade de fazer progressos para o desenvolvimento de ensaios in vivo e testes 

clínicos para avaliar melhor o potencial das substâncias antivirais. De fato, a 

realização de ensaios in vivo, são necessários para comprovar a atividade antiviral 

de substâncias derivadas de produtos naturais para potencial aplicação em terapias 
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antivirais contra a dengue, dado que a eficácia in vitro, não necessariamente 

significa eficácia in vivo (Teixeira et al., 2014). 
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Obtenção de estoque de DENV-2 (pool trabalho) suficiente para os testes antivirais 

 

Triagem da atividade antiviral contra DENV-2 de extratos de plantas e de fungos 
em células BHK-21 por dois métodos: ensaio do MTT e avaliação do ECP viral por 

microscopia óptica  

Determinação da concentração citotóxica 50 (CC50) de extratos em células BHK-21 
utilizando-se o ensaio do MTT e avaliação do ECP  

 

Determinação da concentração efetiva 50 (CE50) de extratos selecionados em 
células BHK-21 utilizando-se o ensaio do MTT e a avaliação do ECP viral  
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5 MÉTODOS 
 

5.1 Linhagens celulares e vírus 
 

Células BHK-21 - Linhagem celular de fibroblastos derivados de rim de hamster 

Mesocricetus auratus neonato, de um dia de idade. O cultivo das células BHK-21 foi 

feito utilizando-se meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) [Life 

Tecnologies], suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) [Cultilab, Campinas] 

e contendo 100 UI/mL de penicilina, 100 µg/mL de sulfato de estreptomicina e 0,25 

µg/mL de anfotericina B (Life Tecnologies). As células foram mantidas em estufa 

com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C e foram utilizadas nos experimentos de 

titulação viral assim como para a triagem antiviral, determinação da concentração 

efetiva 50 (CE50) e determinação da citotoxicidade (CC50) dos extratos de plantas e 

de fungos. Esta linhagem celular foi gentilmente cedida pela Dra. Laura Gil do 

Instituto Aggeu Magalhães, Fiocruz- Pernambuco. 

Células C6/36 – Linhagem celular derivada de larvas do mosquito Aedes albopictus. 

Para a manutenção desta linhagem celular e para os experimentos de produção de 

estoque DENV, foi utilizado meio Leibowitz 15 (L-15) [Cultilab] suplementado com 

5% SFB contendo antibióticos (100 UI/mL de penicilina, 100 µg/mL de sulfato de 

estreptomicina e 0,25 µg/mL de anfotericina B) [Life Tecnologies]. As células foram 

mantidas em estufa a 28°C. Esta linhagem celular foi gentilmente cedida pela Dra. 

Erna Geessien Kroon do Laboratório de Vírus, Departamento de Microbiologia do 

Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais.  

Dengue virus - Neste trabalho utilizou-se o Dengue virus tipo 2 (DENV-2) cedido 

pela Dra. Erna Geessien Kroon. Esta amostra viral foi isolada de pacientes com 

febre do dengue do município de Ribeirão Preto – São Paulo, e desde então, foi 

multiplicada em cérebro de camundongo neonato e em células C6/36. 

 

5.2 Multiplicação de DENV-2 em células C6/36 para obtenção de estoque viral 
(pool trabalho) 
 

Para a multiplicação de DENV-2 foram utilizadas monocamadas de células 

C6/36 apresentando 80 a 90% de confluência observada ao microscópio óptico 
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invertido (marca: Olympus Optical CO LTDA, modelo IMT-2). Para tal, uma 

suspensão de DENV-2 com título conhecido foi diluída para se obter uma 

multiplicidade de infecção (m.o.i.) igual a 0,1, ou seja, 1 vírion para cada 10 células. 

A amostra viral foi diluída em um volume adequado de meio L-15 suplementado com 

2% de SFB e antibióticos. Em seguida, 2 mL da diluição foram inoculados em 

frascos de cultura de 75 cm2 contendo a monocamada de células C6/36, de forma a 

cobrir toda a superfície da garrafa com um filme fino de líquido. Para a adsorção 

viral, a garrafa foi incubada por 1h a 28°C, com homogeneização delicada do meio 

sobre a monocamada a cada 10 minutos. Após, o sobrenadante foi aspirado e 

descartado, então, 12 mL de meio L-15 suplementado com 2% de SFB contendo 

antibióticos foram adicionados. A garrafa foi novamente incubada em estufa a 28°C 

por 5 dias e as células monitoradas diariamente ao microscópio óptico  para a 

observação do ECP causado pelo DENV, caracterizado pela formação de sincícios 

(células multinucleadas). Vale ressaltar, que no terceiro dia de incubação foi 

acrescentado cerca de 30% do volume de meio L-15 completo para que as células 

não sofressem com falta de nutrientes. No quarto dia de incubação, um volume 

apropriado de SFB foi adicionado à garrafa, para obter-se uma concentração final de 

10% de SFB no meio de cultura. Tal concentração de SFB favorece uma melhor 

estabilização da partícula viral e, consequentemente, a manutenção do título do 

vírus. No quinto dia, após confirmação da formação de sincícios em pelo menos 

90% da monocamada celular, o sobrenadante foi transferido para tubos cônicos de 

polipropileno (50 mL) que foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm a 4°C 

(rotor RT-6000B, centrífuga Sorvall) para clarificação da suspensão viral. Após, a 

suspensão viral clarificada foi distribuída em tubos estéreis em alíquotas de 0,5 e 1 

mL e armazenados a -70°C. O título viral foi determinado como descrito a seguir 

(item 5.3).  

 

5.3 Titulação de DENV-2 em células BHK-21 pelo método de formação de 
placas de lise (Dulbecco & Vogt, 1953) 
 

A determinação do título de DENV-2 foi feita em duplicata em monocamadas 

de células BHK-21 em placas de 6 poços (Sarstedt, USA). Para tal, foram 

adicionadas 4 x 105 células por poço contendo meio DMEM suplementado com 5% 
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de SFB e antibióticos. As placas foram incubadas por 24 horas em atmosfera de 5% 

CO2 a 37°C. Após, retirou o meio de meio de cultura e 1 mL das diluições decimais 

seriadas da suspensão viral a ser titulada (10-3, 10-4, 10-5, 10-6 e 10-7) foi adicionado 

aos respectivos poços. Um dos poços da placa foi reservado para o controle de 

células não infectadas. Para adsorção viral, as placas foram incubadas a 37°C 

durante 1 hora, sendo que neste período, foram homogeneizadas delicadamante a 

cada 15 min para melhor distribuição da suspensão viral. Após, o meio da placa foi 

desprezado e foram adicionados 5 mL por poço de meio semissólido contendo 1,5% 

de carboximetilcelulose (CMC) [Sigma Aldrich]. Para o preparo deste meio 

semissólido foi utilizado DMEM 2X (duas vezes concentrado) suplementado com 3% 

de SFB, o dobro da concentração de antibióticos e o mesmo volume de solução 

aquosa de CMC a 3%. A placa foi incubada em estufa a 37°C e com atmosfera de 

5% de CO2 durante 5 dias para a formação de placas de lise.  

Após, as células foram fixadas adicionando-se cerca de 10 mL por poço de 

solução aquosa de formaldeído a 3,7% às placas ainda com meio semissólido, por 

1h à temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas abundantemente 

com água retirando-se o meio semissólido, sendo então, coradas com cristal violeta 

a 1% (p/v) diluído em solução de álcool etílico PA a 30% em água, durante 5 

minutos. O título viral foi calculado pelo número de placas de lise verificadas a olho 

nu no poço da diluição que apresentou entre 30 a 300 placas. Após a contagem, o 

número de placas de lise foi multiplicado pelo inverso da diluição viral, sendo 

convertido para o volume final de 1 mL. Dessa forma, o título foi definido em 

unidades formadoras de placa (pfu) por mL de suspensão viral, já que teoricamente 

cada placa é iniciada pela infecção de uma única partícula viral infectante.  

pfu/mL = n x FC x 10* 

Onde:  

n é igual ao número de placas de lise contadas; 
FC é o fator de correção, ou seja, é número pelo qual o valor do inóculo utilizado 
deve ser multiplicado para que se obtenha 1 mL. Como o inóculo utilizado foi de 1 
mL, então nesse caso será 1; 
E 10* é o inverso da diluição na qual foi encontrado o valor de n.  
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5.4 Extratos de plantas e de fungos  da extratoteca Colab da Fiocruz Minas 

  
Neste estudo foram utilizados extratos de plantas e de fungos fornecidos pela 

extratoteca Colab (Coleção de Amostras para Bioensaios) da Fiocruz Minas. Esta 

extratoteca é gerenciada pelo Laboratório de Produtos Químicos Naturais (LPQN) e 

contém cerca de 12.000 extratos provenientes de plantas, de fungos e também 

contém substâncias puras, que podem ser disponibilizados para pesquisadores pela 

Plataforma de Bioprospecção da Fiocruz (http://plataformas.cdts.fiocruz.br/subu-

nidade/exibe_sub/32). 

Para os ensaios de triagem antiviral, os extratos foram fornecidos na forma de 

filme seco em placas de polipropileno com 96 poços, com capacidade para 250-300 

μL, na qual 80 amostras de extratos (10 microgramas/poço) são distribuídas nas 

colunas 2 a 11, ficando as colunas 1 e 12 livres, como mostrado na figura 5. As 

placas foram armazenadas a -20°C até o momento do ensaio antiviral. 

Imediatamente antes da realização do ensaio antiviral, foi feita a solubilização dos 

extratos em 50 μL/poço de solução aquosa estéril com 1% de DMSO (Sigma-

Aldrich). Para tal, a placa foi colocada sob agitação em vórtex (Scientific Industries, 

INC, modelo SI-A236) por 30 minutos a 500 rpm e em temperatura ambiente. Após, 

o volume da solução aquosa foi completado para 210 µL/poço de meio DMEM 

suplementado com 2% de SFB e 1% de antibióticos para o ensaio antiviral. 
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Figura 5 - Mapa representativo da placa contendo 80 extratos, utilizada na etapa de 
triagem da atividade antiviral deste estudo. As placas de 96 poços contendo 80 
diferentes extratos (10 µg/poço) foram fornecidas pela Plataforma de Bioprospecção da 
Fiocruz Minas. A coluna 1 é destinada ao controle de células (células não tratadas e não 
infectadas). Aos poços A1, B1, C1 e D1 não foram adicionados DMSO (cc) ao meio de 
cultura; e aos poços E1, F1, G1 e H1 foram adicionados meio de cultura contendo a mesma 
concentração de DMSO presente nos poços com os extratos solubilizados (Ex), sendo neste 
caso, a concentração final de 0,25% de DMSO/poço. Do mesmo modo, nos poços A12, B12, 
C12 e D12 contendo células infectadas e não tratadas (cv) não foi adicionado DMSO ao 
meio de cultura e aos poços E12; F12; G12 e H12 foram adicionados meio de cultura 
contendo DMSO na mesma concentração (cv + DMSO). 
 

5.5 Triagem da atividade antiviral de extratos de plantas e fungos contra DENV-
2 por avaliação do ECP viral por microscopia óptica 

 

Os ensaios de triagem da atividade antiviral contra DENV-2 foram feitos em 

placas de 96 poços (em duplicata), onde a localização de todos os extratos foi 

intencionalmente a mesma da placa contendo os extratos solubilizados. Tais placas 

foram denominadas “placas espelho”. Para o ensaio antiviral foram adicionadas 1,2 

x 104 células BHK-21 por poço da “placa espelho” contendo meio DMEM adicionado 

de 5% de SFB e antibióticos. Após incubação de 24 horas em estufa a 37°C com 

atmosfera de 5% de CO2 foi observada uma monocamada celular com 80% de 

confluência. Vale ressaltar, que para a determinação do volume de suspensão viral 

necessária para obter-se uma m.o.i.= 5, foi considerado que cada poço continha 

aproximadamente 1,6 x 104 células após 24 horas de incubação. Tal quantidade de 

células foi determinada em experimentos de multiplicação celular dentro desse 

mesmo período de incubação nas etapas de padronização (dados não mostrados).  

Imediatamente antes da adição do extrato e DENV-2 às placas espelho, o 

volume adequado de suspensão de DENV-2 foi diluído em meio DMEM 

suplementado com 2% de SFB e antibióticos para se obter a m.o.i. desejada. Em 
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seguida, removeu-se o meio de cultura, adicionados no dia anterior, das placas 

contendo a monocamada celular e foram adicionados 100 μL das diluições das 

amostras de extratos e 100 µL da suspensão viral em cada poço. Desse modo, o 

volume final em cada poço com a monocamada celular foi de 200 µL de meio DMEM 

suplementado com 2% de SFB e a concentração final de extrato foi 25 µg/mL por 

poço.  

Nos experimentos da etapa de triagem foram realizados os seguintes 

controles, a saber: células não tratadas e não infectadas sem DMSO (cc), células 

não tratadas e não infectadas em meio de cultura contendo DMSO (cc + DMSO); 

células não tratadas e infectadas sem o DMSO (cv) e de células não tratadas e 

infectadas em meio contendo DMSO (cv + DMSO) [figura 5].  

As placas foram incubadas em atmosfera úmida contendo 5% de CO2, a 37°C 

por 72 horas. Após, para classificar a intensidade do ECP viral, foi utilizado o método 

de cruzes (+), que consiste na gradação (de 0 a 4+) na presença ou ausência do 

extrato (Kudi & Myint, 1999; Tang et al., 2012), permitindo assim, no nosso caso, 

uma avaliação do ECP causado pelo DENV-2 na presença do extrato. Assim, após o 

tempo de incubação, foi observado a integridade da monocamada celular no 

controle de células e o ECP do DENV-2 no controle de vírus, considerado como 4+ 

(100% de ECP viral). Então, foi feita a leitura para a avaliação do ECP nos poços 

infectados com DENV-2 e tratados com os respectivos extratos, utilizando-se os 

seguintes critérios: (1+) até 25% de ECP viral, (2+) 26% a 50% de ECP viral, (3+) 

51% a 75% de ECP viral e (4+) de 76% a 100% de ECP viral (figura 9). Após a 

avaliação do ECP viral, as placas foram imediatamente submetidas ao ensaio do 

MTT, como descrito no item 5.6. 

 

5.6 Triagem da atividade antiviral de extratos de plantas e fungos contra DENV-
2 pelo método do MTT 
 

Como mencionado no item 5.5, logo após a leitura do ECP viral por 

microscopia óptica, as placas foram submetidas ao ensaio colorimétrico do MTT 

(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio).  

Para o ensaio do MTT, o sobrenadante das placas foi removido e a cada poço 

foi adicionado 50 μL de PBS por poço para remoção de resíduos do meio de cultura. 
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Em seguida, foi adicionado 28 μL de uma solução de MTT (2 mg/mL em PBS) a 

cada poço sendo as placas incubadas por 90 minutos a 37°C. Após, foram 

adicionados em cada poço, 130 μL de DMSO puro para a dissolução dos cristais de 

formazana. As placas foram mantidas em agitação por 10 minutos em um agitador 

orbital a 200 rpm. A densidade óptica (DO) da reação foi determinada em 540 nm 

(DO540) em leitor de microplacas (SpectraMaxM5 - Molecular Devices). A 

porcentagem de proteção foi calculada no programa Excel através da fórmula [(A-

B)/C-B)]x100, onde A, B e C correspondem aos valores de DO540 verificados nos 

poços contendo células tratadas e infectadas (A), não tratadas e infectadas (B) e 

não tratadas e não infectadas (C), respectivamente. 

 

5.7 Determinação da CE50 dos extratos de plantas e fungos com atividade 
antiviral  

 

Define-se como concentração efetiva 50 (CE50) a concentração de um 

agonista capaz de produzir metade da resposta máxima que aquele agonista pode 

gerar numa determinada estrutura biológica. Portanto, a CE50 de cada extrato foi 

definida pela concentração do extrato na qual foi observada 50% de inibição do ECP 

viral, ou seja, a concentração do extrato que promoveu a proteção de 50% do ECP 

viral nas células tratadas comparadas ao ECP verificado nas células infectadas com 

DENV-2 na ausência do extrato em questão (controle de vírus). 

Os extratos de plantas e de fungos que mostraram atividade antiviral de pelo 

menos 2+ (50% de proteção) nos ensaios de triagem foram selecionados para a 

determinação da respectiva CE50. Tais extratos foram disponibilizados pela 

Plataforma de Bioprospecção, na concentração de 2 mg/mL em solução aquosa de 

DMSO a 10%.  

Para realização dos experimentos de CE50, 1,2 x 104 de células BHK-21 foram 

adicionadas por poço à placa de 96 poços, em meio DMEM suplementado com 5% 

de SFB e antibióticos. A placa foi incubada a 37°C em 5% de CO2 por 24 horas para 

formação da monocamada celular. As seguintes concentrações dos extratos, em 

µg/mL, foram testadas: 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 e 0,78 µg/mL (figura 6). Os 

extratos foram diluídos em 100 µL de meio DMEM suplementado com 2% de SFB e 

antibióticos, de forma que a concentração final de DMSO por poço foi de 0,5%. Em 
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seguida, foram adicionados 100 µL/poço de suspensão de DENV-2 para obtenção 

de m.o.i. = 5. Os seguintes controles foram realizados: células não tratadas e não 

infectadas sem DMSO (cc), células não tratadas e não infectadas com DMSO a 

0,5% (cc + DMSO); células não tratadas e infectadas sem o DMSO (cv) e células 

não tratadas e infectadas com DMSO a 0,5% (cv + DMSO) [figura 6]. A placa foi 

incubada em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 por 72 horas.  

Em seguida foi realizada a leitura do ECP viral pelo método de cruzes 

(descrito no item 5.5) e imediatamente após, foi realizado o ensaio do MTT (descrito 

no item 5.6) Todas as concentrações de extratos foram testadas em duplicatas como 

mostrado na figura 6. 

 
 

Figura 6 - Mapa representativo mostrando diluições decrescentes de extratos de 
plantas e de fungos utilizadas para determinação de CE50. A primeira diluição foi feita 
usando um fator de 10 em meio DMEM sem DMSO, ou seja, foram adicionados 25 µL de 
solução de extrato (2 mg/mL em 10% de DMSO) em 225 µL, obtendo-se assim uma 
concentração final de DMSO a 1%  e de extrato a 200 µg/mL. Em seguida, 125 µL desta 
diluição foram adicionados a outro poço (linha B) já contendo 125 µL de meio DMEM com 
1% de DMSO. Este último passo foi repetido sucessivamente até a última diluição (linha H) 
para alcançar a concentração de 1,56 µg/mL. Após, foram adicionados 100 µL de cada 
diluição do extrato aos respectivos poços da placa contendo a monocamada de células 
BHK-21. Logo em seguida, foram adicionados 100 µL de suspensão viral (m.o.i. = 5) em 
todos os poços, exceto nos controles de células aos quais foram adicionados meio DMEM 
sem o vírus. Portanto, a concentração final do extrato variou de 100 a 0,78 µg/mL e a 
concentração final de DMSO foi de 0,5%. 
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5.8 Determinação da CC50 dos extratos contra DENV-2 por microscopia óptica 
e pelo MTT  
 

A concentração citotóxica 50 (CC50) de um extrato é definida pela 

concentração do extrato na qual se observa 50% de toxicidade nas células tratadas 

quando comparadas às células não tratadas (controle celular). Os extratos 

selecionados foram testados em diferentes concentrações para avaliação de sua 

toxicidade em células BHK-21. Para tal, 1,2 x 104 células foram adicionadas por 

poço à placa de 96 poços, contendo DMEM suplementado com 5% de SFB e 

antibióticos, e incubadas a 37°C por 24 horas em estufa com atmosfera de 5% de 

CO2 para formação da monocamada celular. Os extratos foram adicionados à 

monocamada celular nas seguintes concentrações: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 

31,25; 15,6 e 7,8 µg/mL em meio DMEM suplementado com 2% de SFB e 

antibióticos, sendo a concentração final de DMSO em cada poço de 0,5%. Controles 

de células não tratadas sem DMSO (cc) e células não tratadas com DMSO a 0,5% 

(cc + DMSO) foram feitos (figura 7). A placa foi incubada em estufa a 37°C com 

atmosfera de 5% de CO2 por 72h. A avaliação do efeito citotóxico dos extratos foi 

feita por microscopia óptica após incubação de 72h onde foram observadas 

alterações morfológicas e/ou morte celular na presença do extrato (Kott et al., 1999; 

Rodriguez et al., 1990).  

Imediatamente após a leitura ao microscópio, foi realizado o ensaio do MTT 

(descrito no item 5.6). A partir dos valores de absorbância obtidos foi calculada a 

CC50 no programa Excel pela fórmula, [(A-B)/A]x100, onde A e B são os valores de 

DO540 verificados nos poços que correspondem às células não tratadas (A) e 

tratadas (B), respectivamente. Em seguida, para calcular os valores de CC50 com 

maior precisão, os percentuais de proteção obtidos a partir da leitura da densidade 

óptica, foram analisados por regressão não linear no programa Prism 5. Todas as 

concentrações de extratos foram testadas em duplicatas. 
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Figura 7 - Mapa representativo mostrando diluições decrescentes de extratos de 
plantas utilizadas para determinação da CC50. A primeira diluição do extrato foi feita 
usando um fator de 10 em meio DMEM sem DMSO, ou seja, foram adicionados 25 µL de 
solução aquosa com 10% de DMSO do extrato, na concentração de 20 mg/mL, em 225 µL 
de meio, obtendo-se assim uma concentração final de 2 mg/mL do extrato em 1% de 
DMSO. Em seguida, 125 µL desta diluição foram adicionados a outro poço contendo 125 µL 
de meio DMEM com 1% de DMSO (linha B). Este último passo foi repetido sucessivamente 
até a última diluição (linha H). Após, foram adicionados 100 µL de cada diluição do extrato 
aos respectivos poços de uma placa contendo a monocamada de células BHK-21 e o 
volume final completado para 200 µL com meio DMEM. Desse modo, a concentração final 
do extrato variou de 1000 a 7,8 µg/mL e a concentração final de DMSO foi de 0,5%. As 
colunas 1 e 2 da placa foram dedicadas aos controles de células (sem adição de extrato) 
sem DMSO e com DMSO, respectivamente.  

 

5.9 Cálculo do Índice de Seletividade (IS) 
 

A relação entre os efeitos farmacológicos e tóxicos de uma amostra em 

estudo é um requisito importante na previsão de sua aplicabilidade como potencial 

agente terapêutico. O índice de seletividade (IS) expressa a razão entre a 

concentração da amostra que é tóxica para 50% da monocamada celular (CC50) e a 

concentração que inibe 50% da infecção viral (CE50). Portanto, tal índice é calculado 

através da fórmula IS=CC50/CE50.  

Para o cálculo de IS dos extratos foram considerados apenas os valores de 

proteção obtidos através do ensaio do MTT, tanto nos ensaios de CE50 quanto nos 

ensaios de CC50.  
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6 RESULTADOS 
 

6.1 Produção e titulação do pool trabalho de DENV-2  
 

 A multiplicação de DENV-2 para obtenção do estoque viral ou “pool trabalho” 

foi realizada em células C6/36 (figura 8). O volume do “pool trabalho” de DENV-2 

selecionado para os experimentos realizados neste estudo foi de 400 mL e o título 

viral foi de 4,9 x 107 pfu/mL.  

 
 

Figura 8 - Efeito citopático de DENV-2 em células C6/36. (A) Monocamada de células 
C6/36 com aproximadamente 90% de confluência antes de serem infectadas com DENV-2. 
(B) Efeito citopático de DENV-2 na monocamada de células C6/36 após 5 dias de incubação 
a 28°C. Aumento: 100X  
 

6.2 Triagem de extratos de plantas e fungos com atividade antiviral 
 

Para a triagem de extratos com atividade antiviral contra DENV-2, neste estudo 

foram testados 3101 extratos de plantas e fungos, superando em mais de 50% o 

número inicial proposto no projeto, que visava testar 2000 extratos.  

Na etapa de triagem, a atividade antiviral de cada extrato na concentração de 25 

µg/mL foi analisada em células BHK-21 tratadas simultaneamente com DENV-2 e 

extrato (aqui chamado de tratamento simultâneo). A atividade antiviral dos extratos 

foi determinada pela classificação do ECP viral pelo método de cruzes, descrito no 

item 5.5 e ilustrado nas figuras 9 e 10 e imediatamente após, pelo ensaio do MTT, 

descrito no item 5.6 e ilustrado na figura 11, também em valores percentuais.  
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O DMSO adicionado ao meio de cultura na concentração de 0,25%, a mesma 

presente nos poços contendo extrato, não foi citotóxico para as células BHK-21, uma 

vez que não afetou a viabilidade celular nem a multiplicação do DENV-2 nessas 

células. Como mostrado nas colunas 1 e 12 das placas representadas nas figuras 11 

e 12, os valores de DO obtidos e a observação da monocamada por microscopia 

óptica foram similares aos controles de células e de vírus sem a adição de DMSO. 

Como observado na figura 12, os resultados obtidos pelo ensaio de MTT quando 

comparados aos resultados da avaliação do ECP viral pelo método de cruzes não 

foram 100% concordantes. Assim, todos os extratos que apresentaram no mínimo 

50% de proteção, em pelo menos um dos ensaios utilizados, foram considerados 

positivos contra DENV-2, sendo, portanto, selecionados para a realização dos 

ensaios de CE50 e CC50.   

Dentre os 3101 extratos testados pelas duas técnicas de triagem, 115 extratos 

apresentaram efeito antiviral contra DENV-2, ou seja, reduziram em pelo menos 

50% o ECP viral nas células infectadas. Ressalta-se, que dentre os 115 extratos 

selecionados, 37 inibiram o ECP viral em 75% ou mais (tabela 1 e figura 13). A 

origem dos extratos considerados negativos ainda não foi por nós pesquisada no 

banco de dados da extratoteca Colab da Fiocruz Minas. 

Dentre os 115 extratos selecionados com atividade contra DENV-2, 55 

pertencem a 20 famílias distintas de plantas, sem identificação de espécie e 60 são 

de origem fúngica como mostrado na figura 14.  

Os extratos com atividade antiviral provenientes de fungos ainda não foram 

identificados, com exceção do extrato 13985, que foi já identificado pelo grupo do Dr. 

Luiz H. Rosa do Departamento de Microbiologia da UFMG, como pertencente ao 

gênero Hypoxylon sp.  
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Controle 
células

Controle 
vírus

(1+) até 25% ECP (2+) 26% a 50% ECP (3+) 51 % a 75% ECP (4+) 76 % a 100 % ECP

A B

C D E F

 

Figura 9 - Classificação do ECP viral pelo método de cruzes (0 a 4+). A classificação do 
ECP causado pelo DENV-2 na presença ou ausência do extrato em monocamadas de 
células BHK-21 foi realizada após 72h de incubação foi baseada nos critérios ilustrados 
nesta figura.  Em (A) estão representadas células não infectadas e não tratadas; em (B) 
células infectadas com DENV-2 na ausência de extrato; em (C) monocamada apresentando 
até 25% de ECP viral classificada como 1+; ou seja,  o extrato exerceu um efeito protetor do 
ECP viral acima de 75%; em (D) monocamada celular apresentando de 26 a 50% de ECP 
viral ou 2+ , logo o extrato conferiu um efeito protetor do ECP viral entre  50% a 74%; em (E) 
monocamada celular apresentando de 51 a 75% de ECP viral ou 3+, logo o extrato conferiu 
apenas 25% do ECP viral. Em (F) está representada uma monocamada celular 
apresentando de 76 a 100% de ECP viral (4+), logo o extratoconferiu pouca ou nenhuma 
proteção. Aumento 40x. 
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cc ext. ext. ext. ext. ext. ext. ext. ext. ext. ext. cv

A ‐ 4+ 4+ 2+ 2+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

B ‐ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

C ‐ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

D ‐ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

E ‐ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

F ‐ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

G ‐ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

H ‐ 2+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

placa 1  

cc ext. ext. ext. ext. ext. ext. ext. ext. ext. ext. cv

A ‐ 4+ 4+ 2+ 2+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

B ‐ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

C ‐ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

D ‐ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

E ‐ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

F ‐ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

G ‐ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

H ‐ 2+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

placa 2  

Figura 10 - Representação esquemática dos resultados obtidos na avaliação do ECP 
viral pelo método de cruzes na triagem da atividade antiviral de extratos de plantas e 
fungos contra DENV-2. Estão representados os valores da classificação do ECP viral pelo 
método de cruzes em um ensaio de triagem em duplicata (placas 1 e 2). Em cinza estão 
representados os poços onde foram adicionados 80 extratos distintos na concentração final 
de 25 µg/mL. O ECP viral foi classificado comparando-se as monocamadas infectadas com 
DENV-2 (cv) classificadas como 4+ (coluna 12) às monocamadas não infectadas ou controle 
de células (cc) classificadas como – (coluna 1). Para a classificação do ECP viral na 
presença dos extratos foram utilizados os seguintes critérios: (1+) até 25% de ECP, (2+) 
26% a 50% de ECP, (3+) 51 % a 75 % de ECP, e (4+) de 76 % a 100% de ECP. Escrito em 
azul estão destacados 3 extratos que apresentaram atividade antiviral de aproximadamente 
50% (2+).  ( - ) ausência de efeito citopático; cc: controle de células sem DMSO (poços em 
amarelo) e com DMSO (poços em alaranjado); cv: controle de vírus sem DMSO (poços em 
vermelho) e com DMSO (poços de cor roxa); ext: extrato. 
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A)    1  2  3  4 5 6 7 8 9  10  11 12

A  1,3341 0,2256  0,2607  0,7890 0,7054 0,2533 0,2482 0,2917 0,2586  0,2113  0,3198 0,3302

B  1,3075 0,2247  0,2749  0,3927 0,2825 0,2810 0,2730 0,2885 0,3594  0,2551  0,3315 0,3350

C  1,2293 0,2639  0,3233  0,3639 0,3115 0,2867 0,2956 0,3307 0,2907  0,3048  0,3334 0,3438

D  1,2170 0,2675  0,3412  0,2966 0,3229 0,3037 0,3169 0,3230 0,3398  0,4291  0,3040 0,3520

E   1,2074 0,3128  0,3356  0,2884 0,3017 0,3122 0,2582 0,3369 0,3667  0,3616  0,3000 0,3235

F  1,2530 0,3027  0,2880  0,3335 0,3017 0,2862 0,3471 0,3203 0,3527  0,3803  0,3063 0,3624

G  1,2461 0,3106  0,2964  0,3072 0,2668 0,5995 0,2792 0,2482 0,3112  0,2863  0,2883 0,3275

H  1,4056 0,5750  0,4220  0,4168 0,3241 0,2705 0,2747 0,2721 0,2753  0,2871  0,3156 0,3078

   placa 1                                  

   1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12 

A  1,3694 0,2026  0,2729  0,7373 0,6653 0,2325 0,2450 0,2541 0,2430  0,2035  0,2551 0,2927

B  1,2429 0,2172  0,2464  0,3847 0,2774 0,2575 0,2774 0,2710 0,2826  0,2298  0,3030 0,2882

C  1,1612 0,2221  0,2881  0,3451 0,2733 0,2393 0,2932 0,2994 0,2751  0,2609  0,3146 0,3089

D  1,2104 0,2267  0,3532  0,2508 0,2783 0,2702 0,2804 0,2842 0,2718  0,3322  0,2993 0,3018

E   1,1936 0,2363  0,2512  0,2486 0,2487 0,3227 0,2488 0,2965 0,3134  0,3314  0,2910 0,2918

F  1,2542 0,2446  0,2419  0,3236 0,2562 0,2611 0,3069 0,2834 0,3051  0,3035  0,2821 0,3058

G  1,2865 0,2761  0,2230  0,2652 0,2268 0,3818 0,2754 0,2167 0,2984  0,2483  0,2839 0,3019

H  1,4356 0,5893  0,3891  0,3179 0,2304 0,2051 0,2475 0,2531 0,2529  0,2819  0,2920 0,3050

   placa 2              

B)          2  3  4 5 6 7 8 9  10  11 

A  ‐12%  ‐8%  48%  39%  ‐9%  ‐9%  ‐5%  ‐8%  ‐13%  ‐2% 

B  ‐12%  ‐6%  6%  ‐6%  ‐6%  ‐7%  ‐5%  3%  ‐9%  0% 

C  ‐8%  ‐1%  3%  ‐3%  ‐5%  ‐4%  0%  ‐5%  ‐3%  0% 

D  ‐7%  1%  ‐4%  ‐1%  ‐3%  ‐2%  ‐1%  0%  10%  ‐3% 

E  ‐2%  0%  ‐5%  ‐4%  ‐2%  ‐8%  0%  3%  3%  ‐4% 

F  ‐3%  ‐5%  0%  ‐4%  ‐5%  1%  ‐2%  2%  5%  ‐3% 

G  ‐3%  ‐4%  ‐3%  ‐7%  28%  ‐6%  ‐9%  ‐3%  ‐5%  ‐5% 

H  26%  9%  9%  ‐1%  ‐7%  ‐6%  ‐7%  ‐6%  ‐5%  ‐2% 

  placa 1       

  2  3  4 5 6 7 8 9  10  11 

A  ‐10%  ‐3%  45%  38%  ‐7%  ‐6%  ‐5%  ‐6%  ‐10%  ‐5% 

B  ‐8%  ‐5%  9%  ‐2%  ‐4%  ‐2%  ‐3%  ‐2%  ‐7%  0% 

C  ‐8%  ‐1%  5%  ‐3%  ‐6%  ‐1%  0%  ‐3%  ‐4%  2% 

D  ‐8%  6%  ‐5%  ‐2%  ‐3%  ‐2%  ‐2%  ‐3%  3%  0% 

E  ‐7%  ‐5%  ‐5%  ‐5%  2%  ‐5%  0%  1%  3%  ‐1% 

F  ‐6%  ‐6%  2%  ‐4%  ‐4%  1%  ‐2%  1%  0%  ‐2% 

G  ‐2%  ‐8%  ‐4%  ‐7%  8%  ‐2%  ‐9%  0%  ‐5%  ‐2% 

H  30%  9%  2%  ‐7%  ‐10%  ‐5%  ‐5%  ‐5%  ‐2%  ‐1% 

  placa 2         

Figura 11 - Representação esquemática dos resultados obtidos pelo método do MTT 
na avaliação da atividade antiviral de extratos de plantas e fungos contra DENV-2. (A) 
Estão representados os valores de absorbância (DO540) verificados nas placas 1 e 2 
mostradas na figura 10. Em cinza estão representados os poços onde foram adicionados 80 
extratos distintos; em amarelo os poços com células não infectadas (controle de células); em 
alaranjado os poços com células não infectadas (controle de células) na presença de DMSO; 
em vermelho os poços contendo DENV-2 (controle de vírus) e em roxo os poços contendo 
DENV-2 e DMSO. Em (B) estão os valores percentuais de proteção dos 80 extratos. O 
cálculo da porcentagem de proteção dos extratos sobre a multiplicação viral foi feito no 
programa Microsoft Excel utilizando-se a fórmula [(A-B)/C-B)]x100, onde A, B e C são os 
valores de absorbância dos poços contendo células tratadas e infectadas com DENV-2 (A), 
não tratadas e infectadas (B) e não tratadas e não infectadas (C), respectivamente. Em azul 
estão destacados os valores de proteção dos extratos que apresentaram atividade antiviral 
maior que 25%. 
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Figura 12 - Comparação dos resultados obtidos pelo ensaio do MTT versus ECP viral. 
Estão representados os resultados dos ensaios de triagem da atividade antiviral de 80 
extratos de plantas e de fungos contra DENV-2 em células BHK-21. Neste experimento, não 
foi observado 100% de concordância entre os dois métodos de triagem utilizados (MTT e 
ECP). O poço D3 foi destacado em vermelho para ilustrar a discordância dos resultados 
obtidos pelos dois métodos mostrados em (A) placa após ensaio do MTT, (B) porcentagem 
de proteção de células tratadas com os extratos, calculada a partir dos valores de DO e, (C) 
avaliação do ECP viral pelo método de cruzes. 
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TABELA 1 - RELAÇÃO DOS EXTRATOS SELECIONADOS NOS ENSAIOS DE TRIAGEM (115) COM ATIVIDADE ANTIVIRAL 
CONTRA DENV-2 

 

Nota: os extratos que conferiram proteção contra DENV-2 igual ou acima de 75% estão destacados em amarelo 
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Figura 13 - Triagem de extratos de plantas e de fungos com atividade antiviral contra 
DENV-2.  A triagem foi realizada como descrito nos itens 5.5 e 5.6. Dentre os 3101 extratos 
testados, 115 inibiram em pelo menos 50% o ECP causado pela infecção de DENV-2, sendo 
que 37 destes inibiram o ECP viral acima de 75%. 
 

 

 

Figura 14 - Origem dos 115 extratos que apresentaram atividade anti-DENV-2 nos 
ensaios de triagem. Dos 115 extratos selecionados, 60 foram obtidos de fungos, e 55 
foram obtidos de 20 famílias de plantas. A triagem dos extratos com atividade anti-DENV-2 
foi realizada como descrito nos itens 5.5 e 5.6. A identificação das espécies de fungos cujos 
extratos apresentaram atividade antiviral neste trabalho ainda não foi feita.  
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6.3 Determinação da concentração efetiva 50 (CE50) 

 

Para a determinação das respectivas CE50, os 115 extratos considerados ativos 

nas etapas de triagem foram disponibilizados em solução aquosa de DMSO a 10% e 

na concentração de 2 mg/mL (como descrito no item 5.7). Para tal, foram testadas 8 

concentrações distintas variando de 100 a 0,78  µg/mL  como ilustrado na figura 6.  

Os extratos de plantas (tabela 2) estão organizados e agrupados por famílias e 

os extratos de fungos (tabela 3), foram organizados pela concentração da CE50, de 

forma crescente determinada pelo ensaio do MTT. Os valores de CE50 estimados 

através da visualização do ECP (método de cruzes) [figuras 9 e 10], também estão 

descritos em ambas as tabelas para comparação entre os dois métodos usados. Os 

valores obtidos pela observação do ECP ao microscópio óptico estão em 

concordância de aproximadamente 80% com os valores de proteção obtidos pelo 

método do MTT. 

Nos ensaios de CE50 realizados foi possível “prever” o efeito citotóxico de alguns 

extratos testados. Comumente era possível observar o efeito antiviral do extrato em 

concentrações menores, enquanto que, em maiores concentrações do mesmo 

extrato eram evidentes alterações morfológicas e/ou morte celular observadas na 

monocamada celular, indicando, portanto, citotoxicidade (figura 15). Tal observação 

foi corroborada nos experimentos para determinação da CC50 de vários extratos de 

plantas, como por exemplo, o extrato 13211, obtido de planta da família Asteraceae. 

Os ensaios de CE50 deste extrato indicaram uma provável citotoxicidade na 

concentração de 25 µg/mL, o que foi confirmado pela CC50 obtida, cujo valor foi de 

21,95 µg/mL (tabela 2). 

 

 

 



65 

 

 

Figura 15 - Verificação da potencial citotoxicidade dos extratos de plantas e fungos 
nos ensaios de CE50. Foi feito o tratamento da monocamada de células BHK-21 infectadas 
com DENV-2 com diferentes concentrações do extrato. Após 72h de incubação, foi 
observada proteção de 50% do ECP viral na concentração do extrato de 1,5 µg/mL e 75% 
de proteção do ECP viral nas concentrações de 3,1 µg/mL e 6,2 µg/mL, quando comparadas 
ao controle de células (cc) e ao controle de vírus (cv). No entanto, quando a concentração 
do extrato foi aumentada para 12,5 a 100 µg/mL, observou-se um aumento do ECP na 
monocamada celular (alterações morfológicas e morte celular), ou seja, uma diminuição da 
proteção na monocamada celular à medida que se aumentou a concentração do extrato. 
Como o efeito antiviral do extrato foi evidenciado em concentrações menores, tal ECP nas 
concentrações maiores desse extrato, provavelmente não foi devido apenas à infecção com 
DENV-2, e sim, a uma possível citotoxicidade pelo extrato. Em destaque, a monocamada 
celular tratada com a concentração de 3,1 µg/mL do extrato que teve a melhor proteção. 

 

Para facilitar a análise dos dados obtidos, os extratos de plantas (tabela 2) e 

fungos (tabela 3) foram divididos em grupos que apresentaram CE50 entre 0,78 a 

12,5 µg/mL e extratos que apresentaram CE50 em concentrações acima de 12,5 

µg/mL. Dentro desses 2 grupos optou-se por mostrar quantos desses extratos 

apresentaram indícios de citotoxicidade nas concentrações de 50 e 100 µg/mL 

testadas nos ensaios de CE50 (figura 16).  
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Indicação de 
toxicidade

Sem indicação 
de toxicidade

Indicação de 
toxicidade

Sem indicação 
de toxicidade

0,78 – 12,5 µg/mL > 12,5 µg/mL
 

Figura 16 - CE50 anti-DENV-2 e indicação de citotoxicidade de extratos de plantas e 
fungos quando testados em concentrações maiores ou igual a 50 µg/mL.  A 
determinação da CE50 foi realizada como descrito no item 5.7. Dentre os 30 extratos 
fúngicos com valores de CE50 entre 0,78 a 12,5 µg/mL, 20 extratos não apresentaram 
nenhum indício de citotoxicidade. Já 10 extratos fúngicos mostraram possível citotoxicidade 
quando testados nas concentrações de 50 e 100 µg/mL. E dos 24 extratos provenientes de 
plantas que tiveram CE50 entre as concentrações 0,78 – 12,5 µg/mL, 2 destes extratos não 
apresentaram indício de citotoxicidade e os demais 22 extratos mostraram indicação de 
citotoxicidade quando testados nas concentrações de 50 e 100 µg/mL. Do mesmo modo, 
entre os extratos de plantas e fungos com CE50 acima de 12,5 µg/mL, 17 extratos fúngicos 
não apresentaram indício de citotoxicidade e 6 extratos fúngicos mostraram possível 
citotoxicidade quando testados nas concentrações de 50 e 100 µg/mL. E dos 16 extratos de 
plantas neste grupo de CE50, 8 destes não  mostraram indícios de citotoxicidade e 8 
mostraram indícios de citotoxicidade quando testados nas concentrações de 50 e 100 
µg/mL.  

 

Os extratos provenientes de plantas 10307, 10312, 10333, 11046, 11067, 11087, 

11106, 11159, 11279, 11298, 11320, 12829, 12875, 12956, 12969, 13015, 13023, 

13039, 13203, 13211, 13358 e 13418 foram ativos em concentrações que variaram 

de 0,78 a 12,5 µg/mL, consideradas como valor baixo de CE50, mas foram 

aparentemente citotóxicos em concentrações maiores ou igual a 50 µg/mL. Desse 

grupo de CE50 considerada baixa, somente os extratos 13356 da família 

Amaryllidaceae e 11280 da família Fabaceae, (tabela 2) não apresentaram indícios 

de citotoxicidade em concentrações acima de 50 µg/mL (figura 16). 

Alguns extratos de plantas com CE50 acima de 12,5 µg/mL mostraram uma 

possível citotoxicidade nas concentrações de 50 e 100 µg/mL (10437, 11107, 11108, 
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11122, 11135, 12802, 13097, 13194). Tais extratos de plantas que também teve 

uma CE50 acima de 12,5 µg/mL, 10463, 11115, 11117, 11126, 11128, 11129, 11311, 

11323 (tabela 2), não apresentaram indícios de citotoxicidade em concentrações de 

50 e 100 µg/mL (figura 16). 

Os extratos 11046 (CE50 = 0,87), 11123 (CE50 = 23,75), 11122 (CE50 = 50) 

[tabela 2] mostraram uma perda progressiva da sua atividade antiviral, do primeiro 

ao terceiro experimento, sugerindo que a substância responsável pela atividade 

antiviral desses extratos pode ter sido degradada nos processos de armazenamento 

e congelamento. 

Os extratos de plantas 11123, 11137, 11303, 11324, 12860 e 14463, tiveram um 

CE50 acima de 12,5 µg/mL (tabela 2), mas foram inconclusivos quanto a 

observações que sugerissem citotoxidade nas concentrações de 50 e 100 µg/mL. 

Quanto aos demais extratos (10426, 11125, 11136, 11158, 11296, 11305, 11321, 

12815 e 12957), os valores calculados com base na medida de absorbância, isto é, 

pelo ensaio do MTT, não refletiram proteção significativa, não sendo possível o 

cálculo de CE50 (tabela 2).  

De uma forma geral, os extratos fúngicos foram considerados mais promissores 

neste estudo, já que não foi observado indícios de citotoxicidade nas concentrações 

de 50 e 100 µg/mL em 37 dos 53 extratos fúngicos testados para CE50. Vinte 

extratos fúngicos com CE50 entre 0,78 a 12,5 µg/mL (10343, 11513, 11656, 11657, 

11670, 11674, 11679, 11683, 11684, 11688, 11698, 11659, 11700, 11707, 11738, 

11748, 11751, 11764, 11768 e 11802) e 17 extratos fúngicos com CE50 acima de 

12,5 µg/mL, (11673, 11682, 11685, 11697, 11699, 11719, 11721, 11726, 11730, 

11736, 11740, 11744, 11745, 11746, 11817, 12073, 13864) não apresentaram 

qualquer indício de citotoxicidade (figuras 15 e 16) quando testados em 

concentrações de 50 e 100 µg/mL. Em relação aos extratos fúngicos que indicaram 

possível citotoxicidade nas concentrações de 50 e 100 µg/mL (figuras 15 e 16), 

foram 10 extratos fúngicos com CE50 de 0,78-12,5 µg/mL (10347, 11596, 11658, 

11711, 13865, 13870, 13899, 13957, 13985, 14466) e 6 extratos fúngicos com CE50 

acima de 12,5 µg/mL (11667, 11705, 11706, 11735, 11737, 11742). 

Para os demais extratos fúngicos (11689, 11696, 11716, 12148, 12220, 

12278, e 13897) os resultados foram inconclusivos quanto a possível citotoxidade 

nos ensaios de CE50. Alguns extratos de plantas e fungos considerados positivos 

nos testes de triagem, não repetiram a atividade antiviral nos ensaios de CE50, 
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principalmente quando testados pelo método do MTT (tabelas 2 e 3). 

Frequentemente, foi possível observar que o MTT não foi capaz de detectar/indicar a 

proteção de alguns extratos, sobretudo quando a densidade de células no poço 

estava menor do que a densidade do controle de células. Mesmo estando o ECP 

viral claramente inibido pela visualização ao microscópio óptico, isso não era 

evidenciado no valor de DO medido pelo MTT. 

Vários extratos deste estudo são candidatos promissores para investigação 

mais detalhada de sua atividade antiviral.  Na tabela 4 estão listados os 27 extratos 

considerados os mais promissores com base nos seguintes critérios: (a) 

reprodutibilidade entre os experimentos; (b) indicação de citotoxicidade nas 

concentrações de 50 e 100 µg/mL utilizadas nos ensaios de CE50; (c) concordância 

entre os métodos MTT e ECP e (d) valores de CE50 entre 12,5 a 0,78 µg/mL. Por 

exemplo, os extratos fúngicos (11656, 11657, 11751, 11764, 11768, 11700, 11719) 

não foram citotóxicos em nenhuma das concentrações testadas nos ensaios de 

CE50, tiveram uma concordância excelente entre os dois métodos e mostraram 

reprodutibilidade entre experimentos realizados em datas diferentes.  

Assim como alguns extratos de plantas, notou-se que em alguns extratos de 

fungos também havia perda de atividade de forma progressiva entre diferentes 

experimentos. Como por exemplo, o extrato 13985 (Hypoxylon sp.) que inibiu o ECP 

viral no primeiro experimento nas concentrações de 1,5 a 25 µg/mL, com valores de 

proteção que variaram de 31 a 69% pelo MTT, mas que não se repetiram nos 

experimentos seguintes. 

 

6.4 Determinação da concentração citotóxica 50 (CC50)  
 

A determinação da concentração citotóxica 50 (CC50) de todos os extratos 

selecionados com atividade antiviral contra DENV-2 na etapa de triagem ainda não 

foi possível, porque a extratoteca do Colab da Fiocruz Minas não dispõe de 

quantidade suficiente da grande maioria dos extratos para a realização dos 

experimentos. Portanto, até o momento nos foram fornecidos apenas 12 extratos de 

plantas provenientes das famílias Fabaceae (extratos 10333 e 11280), 

Amaryllidaceae (extratos 13358 e 13356), Ochnaceae (extrato 12969), 

Combretaceae (extrato 10312), Asteraceae (extrato 13211), Erythroxylaceae (extrato 
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13023), Malpighiaceae (extratos 13203, 11298 e 11311), Annonaceae (extrato 

12829). 

Nos ensaios de CC50 foram utilizadas 8 diferentes concentrações dos extratos 

que variaram de 1000 a 7,8 µg/mL e os resultados foram analisados pelos dois 

métodos, observação ao microscópio óptico do ECP causado pelo extrato e logo em 

seguida, pelo método do MTT. No entanto, somente os valores obtidos através do 

método do MTT foram considerados para cálculo de IS, sendo os valores obtidos 

pelo ECP apenas para comparação com o método do MTT. Os resultados de CC50 

foram determinados a partir dos valores obtidos em experimentos distintos por 

regressão não linear no programa Prism 5. A CC50 obtida foi concordante em 10 dos 

12 extratos testados e comparados entre ambos os métodos (tabela 2). Dos extratos 

com valores de CC50 não concordantes entre os dois métodos, ainda assim tiveram 

valores aproximados. O extrato 12969 apresentou CC50=59,77 µg/mL pelo método 

do MTT e de 125 µg/mL quando avaliado pelo método ECP. E o extrato 13203, com 

valor de CC50 = 26,71 µg/mL pelo MTT, apresentou CC50 de 62,5 µg/mL estimado 

pelo método ECP.  

O extrato que apresentou maior citotoxicidade às células BHK-21, dentre os 

12 extratos de plantas testados, foi o extrato 13358 da família Amarillydaceae, com 

CC50 de 4,8 µg/mL obtida pelo ensaio do MTT e 12,5 µg/mL quando avaliado pelo 

método do ECP (tabela 2). 

Os extratos que foram menos tóxicos às células BHK-21 foram o 13356, 

também da família Amarillydaceae (CC50 = 87,79 µg/mL) e o extrato 11280 da família 

Fabaceae (CC50 = 159,7 µg/mL) [tabela 2]. Estes dois extratos não apresentaram 

citotoxicidade visível até a concentração de 100 µg/mL, quando foram submetidos 

aos ensaios de CE50.  

Após a determinação da CC50 destes extratos de plantas, calculou-se o índice 

de seletividade (IS). Cinco extratos se destacaram por apresentarem um alto IS, a 

saber: extrato 13356 (IS = 32,15) da família Amarillydaceae, extratos 10333 (IS = 

24,47) e 11280 (IS = 20,47) da família Fabaceae, extrato 12829 da família 

Annonaceae (IS = 11,64) e extrato 12969 (IS = 11,54) da família Ochnaceae. 

 

 



70 

 

6.5  Seleção dos extratos fúngicos promissores para recultivo  
 

Após realização dos ensaios de CE50, o próximo passo foi testar todos os 

extratos fúngicos para a determinação das respectivas CC50. Entretanto, a 

extratoteca Colab da Fiocruz Minas não dispunha de quantidades suficientes de 

nenhum dos extratos fúngicos para serem disponibilizados para os experimentos 

subsequentes. Dessa forma, foi necessário fazer um recultivo dos fungos dos quais 

foram obtidos tais extratos. Os extratos dos fungos recultivados foram retestados 

para a verificação e comparação da sua CE50 com os extratos originais. 

 A escolha dos fungos a serem recultivados para obtenção de novos extratos 

foi feita de acordo com os seguintes critérios; (i) extratos com resultados 

concordantes em pelo menos dois experimentos distintos; (ii) extratos que 

apresentaram proteção acima de 75%; (iii) extratos com baixas concentrações de 

CE50. Foram escolhidos 36 extratos fúngicos para o recultivo pela equipe do Dr. Luiz 

H. Rosa do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Minas 

Gerais.  

Foram recultivados com sucesso 27 fungos dos quais foram obtidos os 

extratos: 10343, 11513, 11596, 11657, 11658, 11659, 11667, 11685, 11683, 11688, 

11689, 11700, 11705, 11706, 11711, 11719, 11721, 11726, 11735, 11736, 11742, 

11744, 11745, 11748, 11751, 11764, 11768.  Já os respectivos fungos dos quais 

foram obtidos os extratos 11656, 11684, 11685, 11698, 11699, 11707, 11716, 11730 

e 11740, não cresceram na tentativa de recultivo.  

Como mostrado na tabela 3, os resultados de CE50 dos extratos obtidos dos 

fungos recultivados não mostraram concordância com os resultados de CE50 

verificados e testados anteriormente nestes mesmos extratos obtidos dos fungos 

coletados em seu ambiente natural, aqui denominados como originais. Apenas 3 

extratos obtidos de fungos recultivados (11748, 11658, 11688) conferiram proteção 

contra o DENV-2, mas em concentrações bem maiores do que as utilizadas nos 

experimentos feitos com os extratos de fungos originais. Como exemplo, podemos 

citar o extrato 11748 original, que exibiu uma CE50 de 3,1 µg/mL pelo ensaio do 

MTT, mas tal extrato quando foi obtido do fungo recultivado exibiu uma CE50 de 

37,93 µg/mL (tabela 3).  
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TABELA 2 - VALORES DE CE50, CC50 E IS DE EXTRATOS DE PLANTAS COM ATIVIDADE ANTIVIRAL CONTRA DENV-2 
DETERMINADOS ATRAVÉS DOS DOIS MÉTODOS: CLASSIFICAÇÃO DO ECP VIRAL AO MICROSCÓPIO ÓPTICO E PELO ENSAIO 
DO MTT. 

 

Cod. Ex = Código do extrato; I = resultado inconclusivo; NT = não testado 
CE50 = concentração efetiva 50; CC50 concentração citotóxica 50; IS = índice de seletividade  
MTT = ensaio do MTT; ECP = ensaio para classificação do efeito citopático por observação ao microscópio óptico 
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CONTINUAÇÃO DA TABELA 2 

 

Cod. Ex = Código do extrato; I = resultado inconclusivo; NT = não testado 
CE50 = concentração efetiva 50; CC50 concentração citotóxica 50; IS = índice de seletividade  
MTT = ensaio do MTT; ECP = ensaio para classificação do efeito citopático por observação ao microscópio óptico 
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CONTINUAÇÃO DA TABELA 2 

 

Cod. Ex = Código do extrato; I = resultado inconclusivo; NT = não testado 
CE50 = concentração efetiva 50; CC50 concentração citotóxica 50; IS = índice de seletividade  
MTT = ensaio do MTT; ECP = ensaio para classificação do efeito citopático por observação ao microscópio óptico 
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TABELA 3 - VALORES DE CE50 DE EXTRATOS FÚNGICOS ORIGINAIS E OBTIDOS DE FUNGOS RECULTIVADOS 
DETERMINADOS PELA CLASSIFICAÇÃO DO ECP VIRAL E PELO ENSAIO DO MTT 

  

Cod. Ex = Código do extrato; SA = extrato sem atividade antiviral; I = resultado inconclusivo 
DCM = extração com diclorometano; MeOH = extração com metanol;  
CE50 = concentração efetiva 50; CC50 concentração citotóxica 50; IS = índice de seletividade  
MTT = ensaio do MTT; ECP = ensaio para classificação do efeito citopático por observação ao microscópio óptico 
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CONTINUAÇÃO DA TABELA 3 

  

Cod. E = Código do extrato; SA = extrato sem atividade antiviral; I = resultado inconclusivo 
DCM = extração com diclorometano; MeOH = extração com metanol;  
CE50 = concentração efetiva 50; CC50 concentração citotóxica 50; IS = índice de seletividade  
MTT = ensaio do MTT; ECP = ensaio para classificação do efeito citopático por observação ao microscópio óptico 
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CONTINUAÇÃO DA TABELA 3 

 

Cod. Ex = Código do extrato; SA = extrato sem atividade antiviral; I = resultado inconclusivo 
DCM = extração com diclorometano; MeOH = extração com metanol;  
CE50 = concentração efetiva 50; CC50 concentração citotóxica 50; IS = índice de seletividade  
MTT = ensaio do MTT; ECP = ensaio para classificação do efeito citopático por observação ao microscópio óptico 
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CONTINUAÇÃO DA TABELA 3 

  

Cod. Ex = Código do extrato; SA = extrato sem atividade antiviral; I = resultado inconclusivo 
DCM = extração com diclorometano; MeOH = extração com metanol;  
CE50= concentração efetiva 50; CC50 concentração citotóxica 50; IS = índice de seletividade  
MTT = ensaio do MTT; ECP = ensaio para classificação do efeito citopático por observação ao microscópio óptico 
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CONTINUAÇÃO DA TABELA 3 

 

Cod. Ex = Código do extrato; SA = extrato sem atividade antiviral; I = resultado inconclusivo 
DCM = extração com diclorometano; MeOH = extração com metanol;  
CE50 = concentração efetiva 50; CC50 = concentração citotóxica 50; IS = índice de seletividade  
MTT = ensaio do MTT; ECP = ensaio para classificação do efeito citopático por observação ao microscópio óptico 
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TABELA 4 - VALORES DE CE50, CC50 E IS DE EXTRATOS DE PLANTAS E DE 
FUNGOS MAIS PROMISSORES 

 

Extratos considerados promissores. Coluna de reprodutibilidade: marcador verde 
indica que houve reprodutibilidade dos resultados em no mínimo 3 experimentos diferentes, 
enquanto o marcador amarelo indica ausência de reprodubilidade em diferentes 
experimentos. Coluna indicação de citotoxicidade: Possível citotoxicidade apenas nas 
concentrações de 50 e 100 µg/mL. O marcador verde indica que tal extrato não apresentou 
indícios de citotoxicidade e o marcador amarelo indica que tal extrato apresentou indícios de 
citotoxicidade nas concentrações citadas. Coluna de concordância entre os métodos: 
MTT x ECP, métodos usados para revelação da atividade antiviral de tais extratos. O 
marcador verde indica concordância e o marcador amarelo indica discordância entre os 
resultados obtidos por ambos os métodos. 
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7 DISCUSSÃO 
 

A natureza sempre despertou no homem um fascínio, não só por ser sua 

principal fonte de inspiração e aprendizado, mas também pelos recursos oferecidos 

para sua alimentação, manutenção e também para os cuidados básicos de saúde. 

Por séculos, plantas medicinais formaram a base dos medicamentos tradicionais da 

China (Chang & But, 1986), da Índia (Dev, 1999), África e muitas outras civilizações 

(Schultes & Raffauf, 1990). E ainda hoje, 80% da população mundial utilizam plantas 

medicinais para cuidados primários de saúde enquanto 20% usam produtos de 

plantas como ingredientes de várias drogas (Farnsworth, 1990). Desse modo, a 

natureza é responsável pela produção da maioria das substâncias conhecidas, 

sendo que a maior parcela da diversidade química conhecida e registrada na 

literatura pertence ao reino vegetal (Montanari & Bolzani, 2001). Ao longo de toda 

evolução humana, milhares de produtos de plantas ativos biologicamente foram 

identificados e eles formam uma parte integral do sistema medicinal tradicional em 

todo o mundo.  

Há um forte impacto de plantas e também de fungos para o desenvolvimento 

de drogas e isso pode ser notado nas principais áreas terapêuticas. Ressalta-se que 

entre 1981 e 2002, dos 90 antibacterianos e entidades químicas aprovadas pela 

FDA, 10% foram produtos naturais enquanto outros 68% foram derivados de 

produtos naturais (Newman & Cragg, 2003). Além disso, plantas e outros produtos 

naturais têm inspirado o desenvolvimento da química orgânica, levando ao avanço 

de metodologias sintéticas e a possibilidade de fazer análogos do composto original 

com melhora das propriedades farmacológicas, farmacêuticas e também diminuição 

da citotoxicidade (Wilson & Danishefsky, 2006; Newman, 2008; Sunazuka et al., 

2008).  

Diversos outros motivos fortalecem e justificam o interesse terapêutico na 

busca de antivirais a partir de produtos naturais, entre os quais: (i) o limitado tempo 

de utilização de alguns medicamentos para o tratamento de certas infecções virais 

devido aos problemas relacionados à resistência viral; (ii) problemas de latência e 

recorrência de infecções virais em pacientes imunocomprometidos; (iii) a falta de 

medicamentos eficientes para o tratamento da maior parte das doenças causadas 

por vírus; e (iv) a diversidade estrutural de metabólitos secundários provenientes de 

plantas e de fungos. 
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No entanto, sabe-se que apenas uma pequena fração do vasto reservatório 

de compostos disponíveis na natureza, tenha sido explorada visando à descoberta 

de substâncias antivirais. Além disso, a disponibilidade limitada de drogas antivirais 

tem sido atribuída, parcialmente, à dificuldade de encontrar alvos ou drogas que 

eliminem o vírus sem prejudicar as células hospedeiras (Cock & Kalt, 2010). 

A rápida propagação de doenças virais emergentes e reemergentes, como 

por exemplo, a dengue, tem incentivado a pesquisa para a descoberta de 

substâncias antivirais derivadas de produtos naturais que possam ser utilizadas para 

o tratamento dessas doenças (Jassim & Naji, 2003; Chattopadhyay & Naik, 2007).  

A dengue continua sendo uma crescente ameaça à saúde pública em todo o 

mundo e é considerada como a maior arbovirose durante as últimas décadas (OMS, 

2015; Bhatt et al., 2013). Embora existam grandes esforços para o desenvolvimento 

de um medicamento eficaz, infelizmente, ainda não existe nenhuma droga aprovada 

para o tratamento da dengue.  

Até o momento, a exploração do pool de produtos naturais já identificou uma 

variedade de extratos vegetais que possuem atividade contra o DENV, entretanto 

pesquisas extensivas sobre tais plantas ainda não foram realizadas.  

Certamente, a biodiversidade de plantas e fungos os tornam detentores de 

substâncias que podem ser usadas para o tratamento da dengue e de várias 

doenças virais. De fato, nossos resultados fortalecem essa hipótese, visto que 

dentre os 3101 extratos testados neste estudo, 115 apresentaram efeito antiviral 

contra DENV-2, sendo que 37 destes extratos inibiram em 75% ou mais o ECP 

causado pelo DENV-2 em células BHK-21.  

Embora os estudos realizados para a descoberta de compostos ativos de 

extratos brutos usualmente iniciam-se pela análise da citotoxicidade dos extratos 

nos modelos de células em estudo, neste trabalho adotou-se uma estratégia 

diferente. Para identificar os extratos da extratoteca Colab da Fiocruz Minas com 

atividade antiviral, as etapas de triagem e determinação de CE50 foram feitas antes 

da realização dos ensaios para a determinação da CC50. Portanto, somente os 

extratos considerados positivos contra o DENV-2, na etapa de triagem, utilizando-se 

a concentração de 25 µg/mL, foram submetidos aos ensaios de CE50 e se 

disponíveis em quantidade suficiente, aos ensaios de citotoxicidade (CC50). Tal 

escolha justifica-se porque a extratoteca Colab da Fiocruz Minas não possui 

quantidade suficiente de todos os extratos depositados para a realização dos 
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ensaios para determinação da CC50, os quais requerem quantidades maiores do 

extrato depositado. Além disso, os extratos depositados na extratoteca Colab da 

Fiocruz Minas também são utilizados por outros pesquisadores para avaliação da 

sua ação contra outros organismos infecciosos como protozoários do gênero 

Leishmania, tripanossomatídeos e ação antiproliferativa em linhagens de células 

tumorais.  

Neste estudo, os 3101 extratos de plantas e fungos que foram submetidos 

aos ensaios de triagem para a avaliação da atividade antiviral in vitro contra DENV-

2, foram em sua maioria obtidos a partir de espécimes de plantas e de fungos 

coletados no vasto território brasileiro. Entretanto, alguns dos extratos estudados 

foram obtidos de fungos isolados de ambientes áridos e de temperaturas extremas, 

como o continente Antárctico (Godinho et al., 2015) e o deserto do Atacama no Chile 

(Gonçalves et al., 2015). 

Após a seleção dos 115 extratos com atividade antiviral, estes extratos foram 

submetidos aos ensaios de CE50 e alguns deles, aos ensaios de determinação de 

CC50. Em todos os ensaios, foram utilizados os dois métodos de avaliação, o ensaio 

do MTT e a avaliação do ECP viral observado ao microscópio óptico.  

O ensaio do MTT é uma técnica colorimétrica, sensível e quantitativa, 

vastamente utilizada para a avaliação in vitro da viabilidade celular e citotoxicidade, 

bem como no estudo de aditivos, micotoxinas e fármacos. Tal análise é feita 

baseando-se numa reação biológica, em células viáveis, catalisada por 

desidrogenases mitocondriais que reduzem o sal de tetrazólio, composto 

hidrossolúvel de coloração amarelo-pálido, à cristais de formazana. A absorbância 

da formazana, medida espectrofotometricamente, é diretamente correlacionada com 

o número de células metabolicamente ativas. Sendo assim, valores de absorbância 

altos indicam uma elevada produção de formazana (cor roxa), o que significa uma 

alta atividade enzimática e, consequentemente, um maior número de células viáveis 

(Mosmann, 1983). Como desvantagens, a precisão do ensaio pode estar 

relacionada com o intervalo de concentrações utilizado, pode sofrer a interferência 

de soluções turvas ou coloridas, além da presença de substâncias com potencial 

intrínseco redutor que podem levar a resultados falso-positivos (Vanden Bergue et 

al., 1993; Bruggisser et al., 2002). Além disso, se o efeito protetor do extrato estiver 

associado apenas à prevenção do ECP viral nas células infectadas, o ensaio do 
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MTT não será sensível a tal extrato, já que a capacidade metabólica da célula 

poderá estar comprometida devido à replicação viral. 

O método de cruzes para avaliação do ECP viral por microscopia óptica é 

uma técnica comumente usada em laboratórios de virologia que consiste na 

observação de danos morfológicos celulares causados pelo vírus. Essa avaliação 

permite uma estimativa da concentração de extratos/substâncias que inibem o ciclo 

de multiplicação viral ou impedem a infecção viral (Dargan & Subak-Sharpe, 1985; 

Rodriguez et al., 1990). 

Tanto nos ensaios de triagem dos extratos quanto nos ensaios de 

determinação da CE50, verificou-se uma concordância de aproximadamente 80% 

entre os resultados obtidos pelos dois métodos utilizados (método do MTT e método 

de cruzes para avaliação do ECP viral). Tal discordância entre os métodos de 

análise pode ser atribuída ao fato de que frequentemente observava-se que 

monocamadas infectadas com DENV-2 e tratadas com determinado extrato 

apresentava-se íntegra e sem danos morfológicos aparentes, claramente indicando 

a inibição do ECP viral pelo extrato. No entanto, após a realização do ensaio do 

MTT, verificava-se que o valor de absorbância não indicava efeito antiviral de tal 

extrato. Por exemplo, os extratos 11296 (Malpighiaceae), 11158 (Myrtaceae), 11305 

(Melastomataceae) e 10426 (Melochia), inibiram e/ou diminuíram o ECP causado 

pelo vírus em células BHK-21, mas essa proteção não foi detectada pelo ensaio do 

MTT, sugerindo que talvez estes extratos tenham inibido apenas o ECP viral sem 

inibir a replicação viral. Tang e colaboradores (2012), estudando a atividade antiviral 

de extratos metanólicos de plantas medicinais (Andrographis paniculata, Citrus 

limon, Cymbopogon citratus, Momordica charantia, Ocimum sanctum e Pelargonium 

citrosum) contra DENV-1 em células Vero, também observaram variação semelhante 

entre os resultados obtidos pelo ensaio do MTT e pela classificação do ECP viral 

pelo método de cruzes. Os autores de tal trabalho sugeriram que alguns desses 

extratos inibiram o ECP viral sem inibir a replicação do vírus. Em outras palavras, 

tais extratos estariam impedindo/diminuindo o ECP causado pelo vírus resultando 

em uma “falsa-proteção”, mas, no entanto, não impediram a multiplicação viral que 

certamente interfere no metabolismo celular, resultando na leitura de uma DO baixa 

no ensaio do MTT . 

Os resultados do nosso trabalho indicaram que a classificação do ECP viral 

pelo método de cruzes, apesar de ser subjetiva e depender da expertise do 
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experimentador, foi útil para a triagem do efeito antiviral dos extratos em células 

BHK-21. Portanto, como já mencionado anteriormente, todos os extratos que 

mostraram inibição do ECP viral maior ou igual a 50% (2+) nos testes de triagem 

foram selecionados para determinação de CE50, independente dos valores obtidos 

no ensaio do MTT.  

Muito frequente nos ensaios para determinação da CE50 foi a verificação de 

valores de DO obtidos para monocamadas tratadas com determinados extratos (por 

exemplo os extratos 11106 e 11659) muito maiores do que os valores de DO 

verificados no controle de células (cc). Neste caso, as monocamadas tratadas com o 

extrato não apresentavam nenhum sinal de ECP viral e células mortas e, de forma 

interessante, exibiam uma densidade menor do que as monocamadas dos poços do 

controle de células (cc). De fato, Kasugai e colaboradores (1990) verificaram em 

células RPC-C2A derivadas de polpa dentária de rato, que a absorbância (DO) 

medida nos ensaios de MTT pode variar de acordo com a densidade da 

monocamada. Esses autores verificaram que monocamadas com densidade um 

pouco menor do que monocamadas que já sofreram inibição por contato tendem a 

mostrar valores de absorbância maiores. Isto poderia ser devido ao fato de que, 

células ainda em proliferação, possuem o dobro de mitocôndrias comparadas às 

células em fase de repouso, fato este que interfere no metabolismo do MTT pelas 

mitocôndrias (Posakony et al., 1977). Portanto, as células de monocamadas ainda 

em expansão apresentariam uma maior capacidade de metabolizar o MTT do que 

células já na fase de repouso induzida pela inibição por contato. 

Outra observação interessante neste estudo na realização dos ensaios de 

CE50 foi a possibilidade de “prever” a citotoxicidade dos extratos testados, pois 

comumente, era possível observar o efeito antiviral do extrato em concentrações 

menores, enquanto que o dano observado na monocamada celular era muito 

evidente em concentrações maiores do mesmo extrato, indicando portanto, 

citotoxicidade e não o efeito da multiplicação do DENV-2 (figura 15). Tal observação 

foi corroborada nos experimentos para determinação da CC50 de vários extratos de 

plantas, como por exemplo o extrato 13211, obtido de planta da família Asteraceae. 

Os ensaios de CE50 deste extrato indicaram uma provável citotoxicidade na 

concentração de 25 µg/mL, o que foi confirmado pela CC50 obtida, cujo valor foi de 

21,95 µg/mL. 
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Uma perda significativa da atividade antiviral e de forma progressiva foi 

verificada em alguns extratos nos experimentos para determinação de CE50. Para 

realização desses experimentos, os extratos foram fornecidos dissolvidos em 

solução de DMSO e em seguida foram congelados e descongelados algumas vezes 

para sua utilização em um próximo experimento. Alguns dos extratos foram testados 

em até 7 experimentos diferentes. Para alguns extratos que apresentaram boa 

atividade antiviral no primeiro experimento verificou-se a perda da atividade antiviral 

a partir do segundo experimento e assim sucessivamente. Uma possível explicação 

pode ser devido à inativação ou degradação do princípio ativo durante os sucessivos 

episódios de congelamento/descongelamento dos extratos, ou mesmo durante o 

tempo de armazenamento a - 20oC. 

Dentre os 55 extratos vegetais que apresentaram atividade antiviral contra 

DENV-2, cinco extratos foram obtidos de plantas da família Asteraceae. Espécies 

dessa família já foram relatadas por apresentarem atividade antiviral contra HSV-2 

resistente ao aciclovir e contra poliovírus tipo 2, e neste caso, a atividade antiviral foi 

atribuída ao composto isolado apigenina (Visintini Jaime et al., 2013). Silveira e 

colaboradores (2009) atribuíram uma alta toxicidade a espécies dessa família devido 

a uma alta concentração de cumarinas. No nosso trabalho, embora alguns extratos 

dessa família tenham apresentado uma atividade antiviral em concentrações baixas, 

como por exemplo o extrato 11087, os demais extratos pertencentes a essa família, 

apresentaram indícios de citotoxidade quando testados em baixas concentrações, 

como por exemplo o extrato 13211 que apresentou CC50 = 21,95 µg/mL. 

No nosso estudo, nenhum dos extratos da família Rubiaceae foram testados 

para CC50. No entanto, alguns apresentaram indícios de citotoxicidade e quase 

todos os extratos dessa família apresentaram CE50 em concentrações em torno de 

40 µg/mL, exceto o extrato 12860 que teve uma CE50 de 18,06 µg/mL. Algumas 

espécies de plantas da família Rubiaceae já foram descritas por apresentarem 

atividade antiviral contra vírus aviários (Barros et al., 2013) e vírus causadores de 

doenças em humanos, como o HSV-1 (Konigheim et al., 2012) e também contra 

DENV-2 (Reis et al., 2008). No caso da atividade antiviral contra DENV-2, esta foi 

possivelmente exercida por uma fração alcaloide da planta Uncaria tomentosa. 

Alcaloides de plantas podem ser potenciais candidatos para inibir a protease 

NS2B/NS3 de DENV-2, o que poderia inibir a replicação viral (Qamar et al., 2014). 

Neste estudo, os extratos obtidos de plantas apresentaram atividade antiviral em 
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concentrações mais altas quando comparadas aos extratos obtidos de fungos e 

embora pareçam não ser tão promissores, ainda assim, merecem ser investigados 

quanto à substância ativa e também para determinação da CC50. 

Nove extratos identificados com potencial atividade antiviral contra DENV-2 

foram obtidos de plantas da família Sapindaceae. Essa família compreende cerca de 

1600 espécies, sendo que algumas já foram descritas por apresentarem atividade 

antiviral contra HSV-1 (Oliveira et al., 2012) e HIV (Asres et al., 2001). A CE50 do 

extrato 11046 dessa família foi apenas 0,87 µg/mL, no entanto esse extrato 

apresentou indícios de citotoxicidade, exemplificado na figura 15, na concentração 

de 50 µg/mL. Outro extrato interessante foi o 11106 (CE50 = 0,78 a 12,5 µg/mL), 

considerado promissor pela reprodutibilidade de proteção entre os diferentes 

experimentos e por conferir proteção acima de 75% do ECP viral em células BHK-

21. Estes dois extratos ainda não foram testados para a determinação das suas 

respectivas CC50. Três extratos ativos contra o DENV foram obtidos de plantas da 

família Amaryllidaceae. Estudos com plantas dessa família despertam grande 

interesse, sobretudo pelas potenciais atividades farmacológicas que os seus 

alcaloides apresentam. A licorina, um dos principais alcaloides produzidos por 

plantas dessa família, foi descrita como sendo a responsável pela inibição de ECP 

causado por vírus RNA (poliovírus) em concentrações tão baixas quanto 1 µg/mL, 

enquanto concentrações acima de 25 µg/mL foram citotóxicas (Ieven et al., 1982). 

Outro alcaloide conhecido dessa família, a pancratistatina, exibiu pronunciado efeito 

antiviral contra o vírus da encefalite japonesa, vírus da febre amarela e DENV 

(Gabrielsen et al., 1992). Extratos de Haemanthus albiflos, outra planta da família 

Amaryllidaceae, foram testados contra rotavírus e vírus da poliomielite e a atividade 

antiviral observada foi relacionada à presença de alcaloides como licorina e 

galantamina (Husson et al., 1991). Verificou-se que a atividade antiviral destes 

alcaloides decorre da inibição da replicação viral e não pela inativação extracelular 

direta dos vírus (Renard-Nozaki, 1989). No nosso estudo, o extrato 13356, obtido 

também de planta pertencente à família Amaryllidaceae, foi o segundo extrato de 

planta menos citotóxico. Este extrato apresentou uma CC50 de 87,79 µg/mL, CE50 de 

2,73 µg/mL, apresentando um IS de 32,15, ou seja, tal extrato apresentou 

citotoxicidade em concentração 32 vezes maior do que a concentração necessária 

para proteger 50% da monocamada celular de BHK-21 infectada com DENV-2. 

Geralmente, considera-se que quanto maior for o valor de IS, razão entre CC50 e 
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CE50, melhor a atividade antiviral do extrato ou substância. O extrato 13358, também 

da família Amaryllidaceae, embora tenha apresentado CE50 de 1,03 µg/mL, 

apresentou alta toxicidade, com CC50 de 4,8 µg/mL. Aparentemente, extratos com 

CE50 e CC50 muito próximas não são bons candidatos para isolamento de compostos 

antivirais já que a relação entre eficácia e toxicidade é de extrema relevância. 

Entretanto, vale ressaltar que mesmo os extratos considerados muito citotóxicos 

podem ser utilizados para isolamento da substância responsável pela atividade 

antiviral, uma vez que, a toxicidade não é necessariamente causada pela 

substância/composto com propriedades antivirais per se e sim por uma ou mais 

substâncias presentes no extrato bruto. Além disso, diferentes linhagens de células 

podem ser usadas nos ensaios antivirais, pois pode haver variação na forma de 

como os compostos de plantas e fungos agem em diferentes tipos celulares 

(Hudson, 1999). 

O extrato menos tóxico encontrado foi o 11280, obtido de planta da família 

Fabaceae. Este extrato apresentou CC50 de 159,7 µg/mL e CE50 de 7,8 µg/mL, 

resultando em um IS de 20,47, o que pode ser considerado altamente promissor. 

Além disso, este extrato apresentou uma excelente reprodutibilidade entre diferentes 

experimentos e concordância entre as duas técnicas usadas. Ono e colaboradores 

(2003) estudaram a atividade antiviral da espécie Mimosa scabrella, da família 

Fabaceae, nativa da região sul do Brasil e conhecida por suas várias atividades 

farmacológicas, como antidiabética, anti-hepatotoxina e na cicatrização de feridas. 

Essa planta possui vários compostos bioativos, tais como hidratos de carbono, 

flavonoides, alcaloides e fenois e apresentou atividade antiviral contra o DENV-1 e o 

vírus da febre amarela. A planta Quercus lusitanica, também da família Fabaceae, 

inibiu a replicação de DENV-2 e mostrou regulação negativa da expressão da 

proteína NS1 (DENV-2) que é essencial para a viabilidade do vírus (Muliawan et al., 

2006). Outro estudo sugeriu a castanospermina como um candidato promissor para 

o tratamento da dengue em seres humanos. A castanospermina é um alcaloide 

natural derivado da árvore Castanospermum australe, também da família Fabaceae. 

Esse alcaloide inibiu, in vitro, infecções por todos os sorotipos de DENV e ainda foi 

altamente eficaz em impedir a morte de camundongos tratados após serem 

infectados com DENV. Em células, a castanospermina atua como um inibidor I da 

alfa-glicosidase do retículo endoplasmático e reduz a infecção de vários vírus DNA e 

RNA envelopados, como DENV-1 (Courageot et al., 2000), HIV-1 e HSV-1 (Bridges 
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et al., 1994, 1995) e citomegalovírus humano (Yamashita et al., 1996). Estudos 

sobre o mecanismo de ação da castanospermina sugerem que ela pode interromper 

o dobramento de algumas proteínas virais por impedir a remoção do resíduo 

terminal de glicose em glicanos N-ligados. 

Até onde sabemos, não há descrição na literatura sobre atividade antiviral de 

fungos contra DENV-2. Dentre os extratos testados neste estudo, consideramos que 

os extratos de fungos apresentaram os resultados mais animadores, uma vez que 

em sua grande maioria, apresentaram CE50 baixa, sem indicação de citotoxicidade 

em concentrações mais altas como 50 e 100 µg/mL. Vinte extratos fúngicos 

apresentaram CE50 na faixa de 0,78 a 12,5 µg/mL e sem indícios de citotoxicidade 

até na concentração de 100 µg/mL. Dos 27 extratos escolhidos por nós como mais 

promissores, a maioria foram obtidos de fungos. Alguns dos extratos de fungos 

testados neste projeto são provenientes de fungos endofíticos. Tais fungos são 

conhecidos por passar pelo menos parte de seu ciclo de vida dentro dos tecidos 

vegetais sem causar quaisquer sinais visíveis de infecção ou doença (Gwinn et al., 

1992; Tan & Zou, 2001). Estes fungos já foram encontrados habitando árvores, 

gramíneas, algas e plantas herbáceas, podendo viver em espaços intercelulares de 

caules de plantas, raízes e folhas (Petrini, 1986).  

Recentemente, alguns programas de pesquisa de bioprospecção têm 

buscado fungos presentes em ambientes extremos e/ou inexplorados, como no 

deserto do Atacama, no Chile, habitat de várias espécies de fungos (Conley et al., 

2006; Ortiz et al., 2014) e também em solos do continente Antárctica, onde diversos 

grupos de fungos habitam esse ecossistema (Fell et al., 2006). Isso representa uma 

estratégia interessante para encontrar novas vias metabólicas, bem como, novos 

componentes bioativos. Acredita-se que fungos extremófilos poderão ter 

desenvolvido vias metabólicas únicas ou incomuns para produzir novos compostos 

bioativos, que poderiam ser usados para desenvolver novas drogas e pesticidas, 

tendo várias aplicações.  

Entre as dificuldades enfrentadas na execução deste trabalho e que 

provavelmente persistirá para a sua continuidade é a quantidade insuficiente dos 

extratos ativos para realização dos vários ensaios propostos. Quando utilizamos 

extratos obtidos de fungos recultivados, verificamos que a maioria deles não 

conferiram nenhuma proteção contra DENV-2. Provavelmente, a quantidade, 

composição e a complexidade de substâncias presentes nos fungos sejam 
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influenciadas por vários fatores, como condições climáticas, solo, contato com outras 

espécies, entre outras. As possíveis alternativas para este problema seriam 

recultivar os fungos em diferentes condições de cultivo, como por exemplo, a 

temperatura de incubação e composição do meio de cultura utilizado. 

A identificação das substâncias presentes nos extratos que podem ser 

responsáveis pela atividade antiviral contra DENV-2 ainda não foi realizada pelo 

nosso grupo de pesquisa. Espera-se que tais substâncias possam ser isoladas e 

identificadas e que, futuramente, possam ser utilizadas para amenizar os sintomas 

da infecção pelo DENV ou até mesmo evitar a evolução para as formas mais graves 

da doença.  

Os resultados deste trabalho fortalecem as evidências do quão é importante a 

pesquisa e descoberta de compostos biologicamente ativos encontrados em 

produtos naturais que inibam a multiplicação viral. Certamente, são necessários 

mais estudos para desvendar os mecanismos de ação, toxicidade e também a 

realização de ensaios in vivo e ensaios clínicos. 
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8 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
 

 Com base nos resultados do presente estudo, conclui-se que extratos de 

plantas e de fungos são uma fonte rica de compostos com atividade antiviral. Os 115 

extratos de plantas e fungos com atividade antiviral contra DENV-2 identificados 

neste trabalho merecem estudos mais aprofundados para identificação e 

caracterização das substâncias responsáveis pela inibição do efeito citopático de 

DENV-2 em células BHK-21.  

Extratos de plantas e fungos depositados na extratoteca institucional da 

Fiocruz Minas, sobretudo aqueles com atividade antiviral identificados neste 

trabalho, também poderão ser caracterizados por cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada à espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) para 

identificação e isolamento de substâncias com atividade antiviral até então 

desconhecidas. Consequentemente, poderão ser realizados estudos sobre o 

mecanismo de ação de tais substâncias isoladas. Em médio prazo, a prospecção de 

agentes úteis no controle da infecção pelo DENV, poderá potencialmente gerar 

produtos úteis para o Sistema Único de Saúde (SUS) brasileiro, assim como pedidos 

de patentes.  

Além disso, tais extratos/substâncias poderão ser testados em outros 

modelos de células infectadas com DENV-2 e demais sorotipos e em outros vírus da 

família Flaviviridae, de importância para a saúde pública, tais como o vírus da febre 

amarela, o vírus Zica, o vírus do Oeste do Nilo e o vírus da encefalite de Saint Louis. 

Ademais, tais substâncias com potencial antiviral poderão também ser usadas para 

um amplo espectro viral, como os vírus chikungunya, vaccínia e Bunyavirus, 

ampliando o impacto deste estudo. 

De fato, a diversidade e complexidade de produtos naturais os tornam fontes 

de macromoléculas biológicas altamente selecionadas. Certamente, dentro deste 

universo há uma enorme possibilidade de descobertas e desenvolvimento de novos 

fármacos.  
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9 ANEXOS 

9.1 Artigo 1 
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