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RESUMO 

 

DISSELENETO DE DIFENILA EM MODELOS DE INFECÇÃO 

VIRAL CAUSADA POR HERPES SIMPLEX VÍRUS DOS TIPOS 1 E 2  

 

Autora: Gláubia da Silva Sartori 
Orientadora: Dr.ª Cristina Wayne Nogueira 

Co-orientadora: Dr.ª Marina Prigol 
 

Doenças infecciosas ocasionadas pelo herpes simplex vírus do tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-
2) estão entre as patologias que mais acometem a população. A busca por novas 
alternativas terapêuticas para o seu tratamento torna-se relevante devido ao 
crescimento de casos resistentes ao Aciclovir, referência no tratamento de infecções 
herpéticas. Desta forma, esta tese investigou o efeito do disseleneto de difenila (PhSe)2, 
uma molécula orgânica de selênio, no tratamento de infecções geradas pelo herpes 
simplex vírus humano 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2) in vitro e in vivo. No protocolo 1 referente 
aos artigos 1 e 2, foi realizado incialmente o teste de viabilidade celular (MTT) para 
verificar se há toxicidade do composto (1-100μM) e posteriormente verificou-se o seu 
efeito sobre o HSV-2 através do ensaio de redução de placa viral, ambos os testes 
realizados em cultura de células VERO. Após, foram realizados os experimentos in vivo. 
O protocolo consistiu de 5 dias de pré-tratamento com (PhSe)2 (5 mg/kg, via 
intragástrica, i.g.), infecção intravaginal no dia 6 e pós-tratamento com o composto por 
mais 5 dias. Ao final dos tratamentos, os animais foram mortos e análises ex vivo dos 
tecidos genital, renal, hepático e plasma foram realizadas. A evolução da lesão 
extravaginal foi analisada a cada dia pós-infecção. Outros parâmetros também foram 
investigados como carga viral, análise histológica, estresse oxidativo, inflamação, 
resposta imune, atividades de enzimas antioxidantes e anti-inflamatórias, parâmetros 
de toxicidade renal e hepática. No protocolo 2 referente ao manuscrito 1, as análises do 
efeito antiviral do (PhSe)2 contra a infecção por HSV-1 foram realizadas em dois tempos 
diferentes após a infecção (4 e 24 horas) em culturas de células gliais. Foi quantificada 
a carga viral através dos ensaios de redução de placa, inibição da síntese de DNA viral 
e inibição de genes envolvidos no ciclo replicativo (ICP27, ICP0, ICP8 e DNA polimerase 
viral). Também foi investigada a ativação do sistema imunológico (NF-κB e TNF-α) nas 
células infectadas por HSV-1. Os resultados referentes aos artigos 1 e 2 demonstraram 
um efeito antiviral do (PhSe)2 in vitro e in vivo bem como a redução do estresse oxidativo, 
inflamação, restauração da capacidade antioxidante como o conteúdo de tióis não-
proteicos e da atividade de enzimas antioxidantes. Ainda, o composto protegeu contra 
efeitos tóxicos gerados pela infecção a nível renal e hepático. Os achados obtidos no 
manuscrito 1 também foram positivos, uma vez que foi confirmado o efeito antiviral do 
(PhSe)2 contra a infecção por HSV-1 nas células gliais bem como a redução da síntese 
de DNA viral e regulação dos genes do ciclo replicativo. O composto reduziu a 
expressão da maioria dos genes virais estudados nos diferentes tempos de análise após 
a infecção. E de certa forma apresentou efeito imunomodulador através da redução da 
expressão da citocina TNF-α. A partir dos dados obtidos pode-se considerar o (PhSe)2 
uma importante alternativa terapêutica frente as infecções causadas pelo HSV-1 e HSV-
2. 

 
Palavras-chave: HSV. Selênio. Antiviral. Estresse oxidativo. Inflamação. Citocinas. 
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ABSTRACT 

 

DIPHENYL DISSELENIDE ON VIRAL INFECTION MODELS CAUSED 

BY HERPES SIMPLEX VIRUSES TYPES 1 AND 2 

 

Author: Gláubia da Silva Sartori 
Advisor: Dr.ª Cristina Wayne Nogueira 

Co-advisor: Dr.ª Marina Prigol 
 

Infectious diseases caused by herpes simplex virus types 1 and 2 (HSV-1 and HSV-2) 
are among the pathologies that most affect the population. The search for new 
therapeutic alternatives for its treatment becomes relevant due to the growth of cases 
resistant to Aciclovir, a reference in the treatment of herpetic infections. Thus, this thesis 
investigated the effect of diphenyl diselenide (PhSe)2, an organic molecule of selenium, 
for the treatment of infections caused by herpes simplex virus 1 (HSV-1) and 2 (HSV-2) 
in vitro and in vivo. In the protocol 1 related to articles 1 and 2, the cell viability test (MTT) 
was initially performed to check the toxicity of the compound (1-100 μM) and later its 
effect on the virus was verified by the plaque reduction assay, both tests performed on 
VERO cell culture. After, the experiments were carried out in vivo. The protocol consisted 
of treatment with (PhSe)2 (5 mg/kg/day, intragastric, i.g.) 5 days before and 5 days after 
infection; mice were infected at day 6. The extravaginal lesion score was evaluated from 
days 6 to 10. At the end of treatments, the animals were killed and ex vivo analyses of 
the genital, renal, hepatic and plasma tissues were performed. Other parameters were 
also investigated such as viral load, histological analysis, oxidative stress, inflammation, 
immune response, antioxidant and anti-inflammatory enzyme activities, renal and 
hepatic toxicity parameters. In the protocol 2 related to the manuscript 1, the antiviral 
effect of (PhSe)2 against HSV-1 infection was investigated at different times post-
infection (4 and 24 hours) in glial culture cells. The viral load was quantified through 
plaque reduction assay, inhibition of viral DNA synthesis and inhibition of genes involved 
in the replicative cycle (ICP27, ICP0, ICP8 and viral DNA polymerase). The activation of 
the immune system (NF-κB and TNF-α) in HSV-1 infected cells was also investigated. 
The results of articles 1 and 2 demonstrated an antiviral effect of (PhSe)2 in vitro and in 
vivo as well as the reduction of oxidative stress, inflammation and restoration of 
antioxidant capacity, such as the content of non-protein thiols and the activity of 
antioxidant enzymes. Furthermore, the compound protected against toxic effects 
generated by infection at the renal and hepatic levels. The results obtained in manuscript 
1 were also positive because the antiviral effect of (PhSe)2 against HSV-1 infection in 
glial cells was confirmed as well as the reduction of viral DNA synthesis and regulation 
of the replicative cycle genes. The compound reduced the expression of most viral genes 
studied at different time points after infection. (PhSe)2 showed an immunomodulatory 
effect by reducing the expression of the cytokine TNF-α. From these data, (PhSe)2 can 
be considered an important therapeutic alternative to treat HSV-1 and HSV-2 infections. 

 

Keywords: HSV. Selenium. Antiviral. Oxidative stress. Inflammation. Cytokines. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1 Infecção Viral   

 

 O herpes simplex vírus (HSV) pertence à família Herpesviridae, cujos 

membros são constituídos por um filamento linear de DNA de dupla fita envolvido 

em uma capa proteica icosaédrica composta de 162 capsômeros 

(nucleocapsídeo). Ao seu redor, há um tegumento amorfo e um envelope lipídico 

externo (MORIARTY et al., 2009) conforme mostra a Figura 1.  

 

Figura 1 - Estrutura do herpes simplex vírus. Adaptado de (CITIZENDIUM, 2008). 

 

 

 

 Infecções causadas pelo herpes simplex vírus tipos 1 e 2 (HSV- 1 e HSV- 

2) são mais frequentes do que se pode imaginar. Estes vírus possuem 

características biológicas particulares, tais como a capacidade de causar 

diferentes tipos de doenças como ceratites e encefalites, assim como 

estabelecer infecções latentes ou persistentes por toda a vida dos hospedeiros. 

O contágio ocorre geralmente por contato íntimo da pessoa portadora do vírus a 

partir de uma superfície de mucosa ou de lesão infectante (LAZARINI et al., 

2006; PATEL et al., 2011). 
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 O ciclo replicativo inicia-se com a ligação do vírion ao receptor de 

superfície celular (heparansulfato), através das glicoproteínas do envelope 

externo. Pelo menos, sete glicoproteínas já foram identificadas, no entanto, 

apenas três (gB, gD e gH) são essenciais para a infectividade viral 

(MCCORMACK et al., 2006). O vírus se adere a três diferentes tipos de 

receptores de superfície celular e logo após funde-se com a membrana 

plasmática. O capsídeo, menos o seu envelope, é transportado para o poro 

nuclear através do qual libera o seu DNA viral para o núcleo. O HSV, por sua 

vez, replica-se em um ciclo de três transcrições: gene α (proteína inicial que 

regula principalmente a replicação viral denominada immediate early gene – IE); 

gene β (proteína inicial da síntese e empacotamento do DNA viral, denominado 

early gene); e o gene γ (proteína tardia, os quais constituem a 

forma infectiva do vírus, denominado late gene) (WARD et al., 1994) (Figura 2).  

 

Figura 2 - Etapas do ciclo replicativo viral. Fonte: (HSV-2, 2017).  

 

 

 

 Os genes da fase α codificam as proteínas que são responsáveis pela 

regulação gênica da próxima etapa de transcrição (expressão dos genes β), 

dentre elas, as proteínas ICP0, ICP4, ICP22, ICP27 e ICP47. A proteína ICP4 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Infec%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/V%C3%ADrus
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reprime a expressão dos genes imediatamente iniciais (GU et al., 1994; 

CARROZZA et al., 1996) já a  ICP27 inibe o processamento do RNAm (SANDRI-

GOLDIN et al., 1992; LINDBERG et al., 2002) e a ICP47 impede o transporte de 

peptídeos antigênicos para o retículo endoplasmático (HILL et al., 1995). A 

síntese das proteínas α ocorre entre 2-4 horas após a infecção da célula 

(ROIZMAN, 1996).  

 Na fase β, são expressas as proteínas responsáveis pela replicação do 

DNA viral e produção de substratos para a síntese de DNA. Dentre elas, destaca-

se a timidina quinase viral (TK) e a DNA polimerase viral (UL30) (GONG et al., 

2002). O pico da síntese dessas proteínas ocorre entre 5-7 horas após a infecção 

(LEHMAN et al., 1999). Após o fim da fase β, inicia-se a expressão dos genes 

responsáveis pela síntese das proteínas estruturais do HSV, os genes da fase γ. 

A fase γ, ou tardia, se caracteriza pela produção de proteínas estruturais do 

vírion, (como proteínas presentes no tegumento e no envelope) e a montagem 

da partícula viral (ROIZMAN, 1996; BOEHMER et al., 1997). Essas proteínas 

estruturais serão responsáveis pela formação e montagem do capsídeo. A 

replicação completa dura em média de 18-20 horas (JACOBS et al., 1999). 

 Após o vírus infectar o epitélio, este sofre replicação e pode ser 

transmitido ao sistema nervoso através do transporte retrógrado nos neurônios 

sensoriais. O vírion perde o seu envoltório, penetrando nas terminações 

nervosas cutâneas, depois o nucleocapsídeo migra centralmente para o gânglio 

nervoso sensitivo, onde estabelece latência. A replicação no núcleo e a migração 

periférica dos virions levam ao surgimento de novas lesões, podendo ser 

distantes do sítio inicial de inoculação, geralmente na segunda semana após o 

episódio primário (WHITLEY et al., 2001).     

 A célula hospedeira transforma-se em uma verdadeira “fábrica” de HSV, 

onde todas as funções celulares são completamente subordinadas aos 

processos replicativos virais. A menos que a latência seja estabelecida, ocorre 

uma parada imediata na produção proteica celular, além de ocorrer uma 

degradação do RNA mensageiro (RNAm) celular, ocasionando a morte da célula 

infectada. O HSV torna-se latente nos gânglios nervosos sensitivos, 

preferencialmente nas raízes dorsos sacrais para o HSV-2 e no nervo trigêmeo 

para o HSV-1 (WHITLEY, 2002). 
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As lesões herpéticas são caracterizadas por pápulas eritematosas, 

úlceras geralmente superficiais e intensamente dolorosas, principalmente 

durante a infecção primária. Também podem ocorrer outros sintomas como 

prurido, disúria, febre e mal-estar (PATEL et al., 2011). 

 O HSV-1 é o principal causador do herpes labial na região orofacial, estas 

infecções primárias ocorrem em torno dos 20 anos de idade e são normalmente 

assintomáticas (Figura 3A). Dados revelam que anticorpos contra o vírus são 

encontrados em cerca de 80% dos adolescentes (WEISS, 2004). A prevalência 

de infecção pelo HSV-1 é de 60% a 80% na população mundial, o que pode 

significar uma ampla transmissão viral. Este fato pode ser influenciado por 

fatores como idade (a prevalência de infecção é de > 40% aos 15 anos de idade, 

e de 60 a 90% em adultos; em populações não expostas a fatores de risco, esta 

prevalência tende a se elevar linearmente com a idade, com picos durante a 

infância e a adolescência); etnia (prevalência de 35% em afro-americanos e de 

18% em caucasianos americanos) e localização geográfica (nos EUA, 90% da 

população são carreadores do vírus; no Brasil a soroprevalência é classificada 

por faixa etária, sendo a maior incidência de casos entre 35 - 44 anos, 

aproximadamente 96% dos homens e mulheres) (SMITH et al., 2002; COWAN 

et al., 2003).           

 Já o herpes genital, causado pelo HSV-2, é uma das doenças 

sexualmente transmissíveis mais prevalentes no mundo e é a forma mais comum 

de úlcera na região genital (Figura 3B). Em geral, seu quadro clínico costuma ser 

menos grave do que o do HSV-1. O herpes genital primário aparece como 

máculas e pápulas, seguidas de vesículas, pústulas e ulceração (eliminação 

assintomática do vírus ocorre em 12% dos casos). Já os casos de recorrências 

surgem mais brandos, que se resolvem em 2 semanas (três a quatro vesículas 

penianas ou lesões ulcerosas vulvares). Um terço dos pacientes apresenta mais 

de seis episódios de herpes genital recorrente ao ano, um terço, dois episódios, 

e o restante raramente apresenta recorrência. Um estudo realizado na cidade do 

Rio de Janeiro demonstrou que em uma população de doadores de sangue 

voluntários, a soroprevalência para o HSV-2 foi de 29,1%, mas, desse total, 

apenas 7% referiram história prévia de herpes genital. Em outro estudo 

americano, avaliações similares detectaram prevalência variável de 1% a 20% 

para o HSV-2 (LUPI, 2011; PATEL et al., 2011).  
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Figura 3 - Lesões herpéticas causadas pelo HSV-1 (A) e HSV-2 (B). FONTE: 
(CLINICACISO.NO.COMUNIDADES.NET, 2013). 

 

  

Há relatos de que apenas 10 a 20% dos pacientes infectados se definam 

como portadores de herpes simples; até 60% dos indivíduos soropositivos para 

o HSV apresentam quadros assintomáticos não reconhecidos pelos próprios 

pacientes como herpes simples (WALD et al., 1996). Esta problemática se 

correlaciona  ao modo de disseminação do vírus na população, pois recidivas 

são interpretadas como estados gripais, aftas ou infecções genitais 

inespecíficas.          

 O HSV-1 e o HSV-2 diferem geneticamente assim como seus efeitos 

citopáticos, porém ambos podem gerar um quadro de encefalite necrosante 

aguda durante a infância e idade adulta. A apresentação clínica desta doença é 

similar a casos de encefalites causadas por outros tipos de vírus endêmicos 

como enterovírus, varicela zoster e citomegalovírus. Geralmente os pacientes 

apresentam dor de cabeça, febre, alterações comportamentais e até convulsões 

generalizadas (SHANKAR et al., 2008).       

 O diagnóstico pode ser confirmado através do isolamento viral em cultura 

de células ou detecção do seu DNA por Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR). As amostras devem ser coletadas de vesículas e lesões  presentes na 

pele, armazenadas corretamente e encaminhadas para análise laboratorial. O 

diagnóstico sorológico da infecção por HSV ajuda somente para determinar se 

houve uma prévia exposição ao vírus (RECHENCHOSKI et al., 2016).   

 

1.2  O Processo infeccioso no sistema nervoso central (SNC) 
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Como já citado anteriormente, as infecções virais por HSV-1 e por HSV-2 

quando atingem latência nos gânglios nervosos podem chegar a causar um 

quadro preocupante de encefalite. Esta inflamação no SNC resulta na ativação 

do sistema imunológico inato local, o que pode gerar um dano cerebral 

considerável e consequentemente doenças neurodegenerativas (MARTIN et al., 

2014).  Dados recentes da literatura têm associado a presença de anticorpos 

contra o HSV-1 ao desenvolvimento de doenças neurodegenerativas em 

pacientes mais idosos, como, por exemplo,  a doença de Alzheimer (DA), uma 

demência multifatorial caracterizada por grave mudança de personalidade e 

prejuízo cognitivo (MANCUSO et al., 2014a; MANCUSO et al., 2014b).  

 Uma das hipóteses que explica a patogênese molecular  da DA baseia-se 

em uma superprodução de peptídeos beta amilóides (Aβ) nos neurônios. Este 

acúmulo no espaço extracelular, por sua vez, acarreta na formação  das placas  

amilóides, uma caracteristica marcante deste tipo de demência. O peptideo Aβ 

é produzido por uma glicoproteína transmembrana chamada proteína precursora 

amilóide (PPA) através de um processo de endoproteólise (SINHA et al., 1999; 

VASSAR, 2001).  Outros estudiosos defendem a hipótese de que novas 

partículas virais produzidas no sistema nervoso periférico (SNP) podem recrutar 

células que contenham a PPA em suas membranas, possivelmente secretadas 

pelo aparelho de Golgi (BEARER, 2004). O transporte do vírus  ao cérebro pode 

ocorrer pela liberação e hidrólise da PPA, o que pode contribuir de alguma forma 

para o acúmulo das placas amilóides. Alguns dados da literatura sugerem ainda 

que a PPA em si pode participar do transporte do vírus entre os neurônios 

(SATPUTE-KRISHNAN et al., 2006). Desta forma, estes fatores estimulam uma 

investigação mais detalhada sobre o papel do HSV-1 na propagação e formação 

de fragmentos neurotóxicos, tais como a PPA, que podem estar associados ao 

aparecimento da DA. 

Evidências moleculares demonstraram que infecções causadas pelo 

HSV-1 em células neuronais e gliais geram um aumento nos níveis intracelulares 

da Aβ, uma redução da PPA e a fosforilação da proteina Tau, principal 

componente dos emaranhados neurofibrilares. Estes eventos, por sua vez, são 

os mesmos encontrados na DA. Portanto, considera-se que a infecção por HSV-

1 pode estar interligada a formação de placas amilóides e emaranhados 
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neurofibrilares promovidos por uma inflamação exacerbada (WOZNIAK et al., 

2009). Desta maneira, destaca-se a relevância de se estudar o efeito do 

composto não somente sobre a infecção viral como também sobre as 

consequências geradas pelo mesmo. 

 

1.3 Herpes simplex vírus e pacientes imunodeprimidos 

 As complicações oriundas da infecção herpética recorrente são raras mas 

ganham atenção quando se referem a pacientes imunodeprimidos, pois 

envolvem casos de encefalites, hepatites, pneumonia, esofagites e queratites 

(KOELLE et al., 2003) . Nestes pacientes as infecções recorrentes são a maior 

causa de morbidade e mortalidade ocasional uma vez que o aparecimento das 

lesões são mais frequentes e persistentes (FATAHZADEH et al., 2007).  Deste 

modo, trata-se de um vírus bastante frequente em indivíduos com infecção pelo 

HIV, em que, numa fase inicial, a doença tem um comportamento idêntico aos 

doentes não imunodeprimidos, com a característica erupção vesicular, sendo, 

na maioria dos casos, seguida de erupções ou úlceras orais ou urogenitais por 

vezes de grandes dimensões e bastante dolorosas, ou ainda, pneumopatias e 

meningoencefalites, que requerem um tratamento mais rigoroso ou internação 

hospitalar (DESAI et al., 2015). 

 Estudos in vitro demonstraram que células de linhagem de linfócitos CD4+ 

(CEM), quando co-infectadas com HIV-1 e HSV-1 em altos MOIs, produzia uma 

quantidade abundante do retrovírus (ALBRECHT et al., 1989). Quando essas 

células eram infectadas com cepas de HSV-1 mutantes para proteínas 

regulatórias de fase, foi observado que a proteína ICP4 poderia estar envolvida 

no aumento da replicação do HIV-1 na co-infecção. Entre as proteínas do HIV-1 

críticas na indução da replicação estimuladas por HSV-1, a Tat desempenha 

uma função importante. A indução da replicação do HIV-1 por HSV-1 só é 

possível na presença de Tat, sugerindo que o HSV-1 não é capaz de induzir o 

ciclo replicativo completo do HIV- 1 (POPIK et al., 1994). Estima-se que dois 

terços dos indivíduos com HIV-1 são co-infectados com HSV (CHENTOUFI et 

al., 2012), além disso, estudos com mulheres grávidas HIV positivas mostram 

esta co-infecção aumenta significativamente o risco de transmissão perinatal do 

HIV (CHEN et al., 2005; ANZIVINO et al., 2009). 
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 O Herpes simples visceral também é mais comum nos pacientes com 

AIDS gravemente imunodeprimidos. Os órgãos mais acometidos são o pulmão, 

esôfago, fígado e as glândulas suprarrenais (LUPI, 2011).  Já a Hepatite pode 

ser causada tanto por infecções por HSV-1 como por HSV-2 e pode resultar em 

falência aguda do fígado ou até a morte. Geralmente, o diagnóstico precoce é 

decisivo para que o quadro clínico seja tratado e recuperado com sucesso 

(RIEDIGER et al., 2009). Além disso, as infecções virais também acometem 

pacientes imunodeprimidos que possuem falência renal e pacientes que fizeram 

transplante renal e uso de drogas imunossupressoras (ANDRES, 2005; 

KHAMENEH et al., 2008).  

      

1.4 O papel do sistema imunológico nas infecções por HSV 

O sistema imunológico desempenha um papel importante na limitação da 

replicação viral durante a infecção primária e na manutenção do estado latente 

viral durante períodos prolongados com ausência de infectividade e sintomas 

clínicos. Ao invadir a célula hospedeira o vírus influencia processos celulares 

ativando cascatas oxidativas, inflamatórias e imunológicas, as quais podem estar 

direta ou indiretamente correlacionadas (STANFIELD et al., 2015).  Durante a 

resposta imunológica inata ocorrem as seguintes etapas: secreção de proteínas, 

como as do complemento e as defensinas; rápida resposta inicial das células 

epitelias e dentríticas induzidas pelo vírus, caracterizada predominantemente 

pela produção de interferon; e  recrutamento de células de defesa como 

neutrófilos, macrófagos e natural killer (NK) (DUERST et al., 2003).  

 Modelos de infecção in vitro têm explorado quais respostas celulares 

podem ser limitantes no ciclo de replicação viral e de que forma elas podem 

propagar o vírus uma vez que o mesmo se estabelece. Respostas que podem 

incluir: produção de interferon (IFN) tipo 1, os quais são gerados nas primeiras 

horas após a infecção; neutrófilos, os quais se acumulam na mucosa dentro de 

24 h após a infecção viral e secretam uma grande quantidade do fator de necrose 

tumoral α (TNF- α); macrófagos, os quais são responsáveis pela fagocitose; 

células NK, que são recrutadas ao local da infecção, produzem IFN e participam 

diretamente na lise da célula infectada; e as células dentríticas, que vinculam a 

reposta imune inata e adaptativa (CHAN et al., 2011).    
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 A cascata de sinalização do IFN tipo 1 é a primeira linha de defesa e 

medeia uma ampla variedade de respostas do sistema imune inato contra o 

estímulo infeccioso. Geralmente é ativada através do reconhecimento dos 

constituintes virais pelos receptores de reconhecimento de padrões (PPRs), os 

quais ativam a expressão de múltiplos genes estimulados por IFN. Os PPRs 

citosólicos incluem muitos membros da família dos receptores do tipo Toll (TRLs 

ou Toll-like receptors em inglês) e determinados sensores de DNA e RNA 

(WHITLEY, 2006; SU et al., 2016).        

 A ativação da maioria dos PPRs, por exemplo, os TLRs, conduzem a 

sinalização de ativação do fator nuclear kappa B (NF-κB), o qual ativa a 

expressão de um vasto número de citocinas que estão envolvidas na resposta 

imune inata, especialmente na cascata de sinalização do IFN. A subunidade 

p65/RelA do NF-κB é crucial no fator de transcrição do mesmo principalmente 

durante a resposta imune inata da célula hospedeira (PIRET et al., 2015) (Figura 

4). 

Figura 4 - Detecção do HSV por receptores de reconhecimento de patógenos. Adaptado de 

PIRET e BOIVIN, 2015. 
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Muitos vírus, como os de RNA e DNA, conseguem interferir na resposta 

inflamatória do hospedeiro através da interação com a subunidade p65/RelA. 

Estudos sugerem que a US3, uma serina/treonina proteína quinase viral, é 

responsável por hiperfosforilar a subunidade p65/RelA, evitando assim a 

translocação nuclear do NF-κB de forma que não ocorra a sua ativação e ainda 

a redução da expressão de várias citocinas inflamatórias (WANG et al., 2014).   

Através destes recentes relatos sobre a interação vírus e resposta imune inata 

da célula hospedeira, pode-se imaginar a  complexidade deste entendimento, 

pois há muitas etapas da via de sinalização envolvidas na resposta de defesa do 

hospedeiro.    

 

1.5 O papel do estresse oxidativo no processo infeccioso  

A entrada e subsequente replicação viral nas células eucarióticas pode 

desencadear rotas de estresse oxidativo, como a de produção de radicais livres 

(SCHWARZ, 1996; NENCIONI et al., 2011).       

 Estudos têm demonstrado que ambos os vírus da herpes (HSV-1 e HSV-

2) podem induzir a produção de mediadores pró-inflamatórios, recrutamento e 

ativação de macrófagos e neutrófilos, uma rápida produção de espécies reativas 

de oxigênio e eventos apoptóticos, de forma a combater os patógenos invasores 

responsáveis pelo desenvolvimento das lesões (NOVELLI et al., 2004; 

SCHACHTELE et al., 2010). Uma superprodução  destas espécies  ou um 

sistema antioxidante deficiente pode resultar em um processo de estresse 

oxidativo e desencadear um metabolismo celular alterado, transdução de sinais 

irregulares e mudanças funcionais entre as células e tecidos (ARRIGO et al., 

2005).            

 Quando o equilíbrio oxidativo intracelular é sobrecarregado, as espécies 

reativas de oxigênio (ERO) e de nitrogênio (ERN) se acumulam constituindo um 

meio altamente oxidante e conduzem assim ao dano celular. De fato  a regulação 

deste estado redox é extremamente importante para o bom funcionamento da 

célula, inclusive suas funções metabólicas (KAVOURAS et al., 2007). As ERO 

podem derivar especies pro-oxidantes que são subdivididas em dois grupos:  

radicais e não radicais. O grupo radical inclui componentes como o radical 

hidroxil (OH), o óxido nítrico (NO), o superóxido (O2), o peroxil (ROO) e alkoxil 
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(RO) e o oxigênio singlet (O). O grupo não radical inclue uma variadade de 

substâncias, algumas extremamente reativas. Alguns deles são o ácido 

hipocloroso (HClO), peróxido de hidrogênio (H2O2), peróxidos orgânicos, e o 

peroxinitrito (ONOO) (BURCH et al., 2005).      

 Além disso, a superprodução das EROs ocasionada pelas infecções virais 

pode interferir no equilibrio do sistema da glutationa (GSH), que afeta também o 

estado redox da célula hospedeira e favorece mais ainda a replicação viral. 

Estudos realizados em diferentes culturas celulares mostram que um aumento 

no conteúdo de GSH resulta em uma inibição concentração-dependente da 

replicação viral (PALAMARA et al., 1995; VOGEL et al., 2005).  Estas alterações 

no estado redox celular estão representadas na Figura 5.   

 

Figura 5 - Principais vias do estresse oxidativo celular ativadas pela infecção viral. FONTE: 

Adaptado de NENCIONI et al., 2011. 

 

 

 

Infecções causadas por HSV-1 ou citomegalovírus humano (HCMV) 

podem gerar o acúmulo de ERO e ERN in vitro (KAVOURAS et al., 2007). Outras 



26 
 

pesquisas demonstram que culturas celulares de micróglia reconhecem o vírus 

através de receptores TLR2 e assim desencadeiam uma resposta inflamatória 

incluindo a produção de citocinas, quimiocinas, indução de apoptose (ARAVALLI 

et al., 2005; ARAVALLI et al., 2006; ARAVALLI et al., 2008) e geração de EROs 

(LEE et al., 2004; YANG et al., 2008).   

 

1.6 Agentes antivirais e o desenvolvimento de vacinas  

Os agentes antivirais, como o tradicional Aciclovir, Valaciclovir, e 

Famciclovir  são geralmente usados no tratamento do HSV. Estes antivirais orais 

penetram nas células infectadas e agem como análogos de nucleosídeos; eles 

se ligam e são fosforilados pela timidina quinase viral. Por consequência, os 

antivirais são fosforilados novamente pelas enzimas celulares e começam a 

competir com os nucleosídeos para se ligar a enzima DNA polimerase viral, 

assim inativando-a de forma a reduzir a replicação do vírus (JIANG et al., 2016).

 O Aciclovir, por sua vez, é um análogo acíclico de guanosina que atua na 

inibição da enzima viral DNA polimerase, tornando-se um inibidor competitivo da 

ligação da enzima com a guanosina trifosfato. Contudo, a principal limitação do 

uso deste medicamento é a sua baixa biodisponibilidade (15-20%) sendo 

necessário a administração de várias doses diárias, normalmente 5 vezes ao dia 

(MCKENDRICK et al., 1986; NOLKEMPER et al., 2010), além do aparecimento 

de  efeitos adversos, tais  como  dor de cabeça, náuseas, diarréia, toxicidade 

renal.  O desenvolvimento de resistência ao tratamento devido a mutações no 

DNA viral, as quais podem desencadear  ausência da timidina quinase ou a 

síntese alterada da enzima DNA polimerase (FERRÁN et al., 2006; BISWAS et 

al., 2008) também é uma caracteristica limitante. Já o Valaciclovir funciona como 

uma pró-droga do Aciclovir, convertida a esta segunda através da metabolização 

por hidroxilases intestinais e hepáticas sendo eficaz na redução da duração de 

um surto. Ainda, possui maior biodisponibilidade, três a cinco vezes superior que 

a do Aciclovir,  necessitando de menor frequência posológica (uma vez ao dia). 

Por serem altamente nefrotóxicos, o Foscarnet e o Cidofovir são reservados para 

infecções mucocutâneas Aciclovir-resistentes, em indivíduos 

imunocomprometidos e administrados por via intravenosa (FATAHZADEH et al., 



27 
 

2007).           

 Estes medicamentos são indicados principalmente em indivíduos que 

experimentam surtos frequentes e em pacientes imunocomprometidos. Se levar 

em consideração a extensão de replicação viral nos primeiros 2 dias de 

recorrência, a intervenção precoce torna-se essencial (WHITLEY et al., 2001). 

Não existe cura para a infecção herpética, apenas poucos tratamentos reduzem 

os sintomas da expressão clínica. Em razão disso, existe uma grande demanda 

de pesquisas de antivirais para o tratamento das infecções causadas  pelo HSV.    

 Atualmente, o desenvolvimento de outros métodos que possam resolver 

e tratar infecções causadas pelo HSV são de grande relevância, como o caso 

das vacinas. A criação de uma vacina profilática eficiente torna-se complicada 

devido a um complexo ciclo de replicação viral latente e também pela falta de 

conhecimento suficiente ainda sobre a função imune durante os estágios 

primários e latentes da infecção (GOTTLIEB et al., 2017). O estudo de novos 

candidatos a vacina para o HSV ainda tem um longo caminho a seguir, porém 

ensaios clínicos já estão nas fases I e II. Duas estratégias estão sendo testadas 

para vacinação contra o HSV-2: primeiro uma abordagem clássica que utiliza 

uma vacina profilática dirigida a pessoas que não estão infectadas para prevenir 

a aquisição do vírus e segundo, uma vacina terapêutica direcionada aos que já 

estão infectados para reduzir a transmissão e a latência viral (GOTTLIEB et al., 

2017). Devido à complexa resposta imune viral, ainda não está claro quais são 

os tipos de reações imunológicas mais importantes. Provavelmente a resposta 

mediada por anticorpos neutralizados e a resposta mediada por imunidade 

celular podem ser relevantes no desenvolvimento de vacinas profiláticas 

(CAIRNS et al., 2015).        

 Evidências recente indicam que a estimulação de células T de memória 

residentes no tecido é essencial para este tipo de vacinação terapêutica (ZHU et 

al., 2013). O aumento de anticorpos contra gD2 viral estão associados a maior 

eficácia da vacina contra o HSV-1, revelando uma primeira proteção imunológica 

(BELSHE et al., 2014). Os atuais candidatos estudados estão voltados para 

produção da vacina contra HSV-2, porém a identificação de epítopos reativos 

cruzados contra HSV-1 e HSV-2 aumenta a possibilidade do desenvolvimento 

de uma vacina mais completa que possa exercer efeitos sobre ambos os tipos 

do vírus (JING et al., 2016). Outro estudo em camundongos e porcos da índia, 
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revela a possibilidade do desenvolvimento de um vírus atenuado, o R7020, que 

promove uma imunogenicidade contra infecções causadas tanto por HSV-1 

quanto por HSV-2 (CHUNG et al., 2002). Entretanto, estas pesquisas ainda 

precisam ser desenvolvidas com maior profundidade. 

 

1.7 Selênio e o Disseleneto de Difenila  

 O estudo de novas substâncias que contribuam de alguma forma para o 

tratamento de infecções geradas pelo HSV é bastante relevante. Sabe-se que o 

elemento Selênio (Se) está presente em diversos alimentos de importante valor 

nutricional, sendo assim fundamental para a manutenção da saúde e do sistema 

imunológico. De maneira geral, o Se é raramente encontrado em seu estado 

natural, podendo combinar-se com metais ou não metais para formar compostos 

inorgânicos ou apresentar-se sob a forma de compostos orgânicos (HOFFMANN 

et al., 2008; ZENG, 2009).       

 Muitos estudos relatam o Se como constituinte essencial no SNC, não 

somente pelo seu efeito antioxidante mas também por manter o estado redox 

celular, melhorar a dinâmica mitocondrial, participar na regulação dos canais de 

cálcio (Ca2+) e na modulação da neurogênese. A relevância do Se na 

patogênese de diferentes doenças neurológicas tem sido demonstrada em 

pesquisas com humanos, em modelos animais e ensaios de cultura celular, 

sendo à sua deficiência associada a uma perturbação no metabolismo destas 

células nervosas (PAPP et al., 2010).      

 Cardoso e cols. revelaram uma correlação negativa entre o declínio 

cognitivo e níveis de Se (RITA CARDOSO et al., 2014), visto que pacientes que 

apresentavam prejuízo cognitivo leve e pacientes portadores da DA 

demonstraram uma redução dos níveis de Se presentes nos eritrócitos em 

comparação a pacientes saudáveis (sem prejuízo cognitivo), correlacionado a 

redução da função cognitiva. Estes resultados corroboram com outros estudos 

que relacionam a deficiência de Se ao maior risco de aparecimento da demência. 

Ainda, acredita-se que a suplementação com Se pode ser muito importante para 

o desenvolvimento cognitivo. Um outro estudo realizado por Cardoso e cols.   

demonstrou que uma dieta com ingesta diária de castanha do Pará  por 6 meses 
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(aproximadamente 288 mg de Se) melhorou o desempenho cognitivo em 

animais experimentais (RITA CARDOSO et al., 2016). Pesquisas in vitro também 

revelam que uma suplementação com selenito de sódio reduziu a 

hiperfosforilação da proteína tau, outra proteína responsável pela perda da 

função neuronal (HARATAKE et al., 2013). Além disso, o Se participa de várias 

rotas metabólicas e do sistema de enzimas antioxidantes, tais como, o da 

glutationa peroxidase (GPx) e tioredoxina redutase (TR), desempenhando um 

papel de proteção nestas células contra o estresse oxidativo (PAPP et al., 2007; 

HOFFMANN et al., 2008). Também já foi demonstrado efeito imunomodulador 

do Se (RAYMAN, 2012) bem como efeito antiviral contra diferentes doenças 

infecciosas (SCHRAUZER et al., 1994; YU et al., 1997). 

 Compostos orgânicos de Se destacam-se pelos seus efeitos promissores 

relacionados a patologia da DA, principalmente em estudos com animais 

experimentais, como por exemplo o disseleneto de p-metoxi-difenila 

(MeOPhSe)2, que reduziu o estresse oxidativo e o declínio cognitivo induzido por 

estreptozotocina em roedores (PINTON et al., 2013). Entre outros compostos 

orgânicos de selênio, que vêm sendo estudados, destaca-se o disseleneto de 

difenila (PhSe)2 (Figura 6), um composto com diversas propriedades 

farmacológicas descritas tanto em ensaios in vitro como in vivo. Dentre algumas 

atividades dos derivados do Se podemos citar ação neuroprotetora (GHISLENI 

et al., 2003; NOGUEIRA et al., 2004; DOBRACHINSKI et al., 2014) , antiviral 

(SARTORI et al., 2016a), antifúngica (WOJTOWICZ et al., 2004; LORETO et al., 

2011; CHASSOT et al., 2016; VENTURINI et al., 2016) antioxidante e anti-

inflamatória (NOGUEIRA et al., 2003; PETRONILHO et al., 2016; SARTORI et 

al., 2016b) estas últimas por sua vez, características bem marcantes do 

composto. 

 

Figura 6 - Estrutura química do (PhSe)2. 
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Com base nas propriedades descritas dos compostos orgânicos de 

selênio e das poucas alternativas terapêuticas disponíveis para o tratamento das 

patologias causadas pelo HSV, a avaliação dos efeitos do (PhSe)2 em diferentes 

modelos de infecção viral tornam-se relevantes. 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Esta tese teve como objetivo geral avaliar os efeitos do composto orgânico 

de selênio,  disseleneto de difenila, sobre o processo de infecção causado pelos 

vírus HSV-1 e HSV-2 tanto em testes in vitro como in vivo. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

Considerando os aspectos mencionados, os objetivos específicos desta tese 

compreendem: 

  

  Em experimentos  in vitro determinar:  

 

- o efeito citotóxico do (PhSe)2 em células VERO (células de rim de macaco verde 

africano) e astrocitomas; 

 

- o efeito antiviral do (PhSe)2 em células infectadas por HSV-1 e HSV-2; 

 

- o possível mecanismo de ação antiviral do (PhSe)2 através da inibição da 

expressão de genes envolvidos no ciclo de replicação viral do HSV-1 em 

astrocitomas. 

 

- a produção de citocinas no modelo de infecção por HSV-1 em astrocitomas;   

 

 Em experimentos in vivo : 
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- Avaliar o desenvolvimento das lesões extravaginais causadas pelo modelo de 

infecção por HSV-2 em camundongos; 

 

 Em experimentos ex vivo investigar: 

 

 - o efeito antioxidante do composto nos diferentes tecidos dos animais 

infectados por HSV-2;  

 

  - o efeito anti-inflamatório do composto nos diferentes tecidos dos animais 

infectados por HSV-2; 

 

 - a produção de citocinas no tecido genital dos animais infectados por HSV-2; 

 

 - o efeito antiviral do (PhSe)2 no tecido genital dos animais infectados por HSV-

2; 

 

 - o efeito do tratamento com (PhSe)2 sobre as alterações histológicas no tecido 

genital dos animais infectados por HSV-2. 

 

  - a toxicidade hepática e renal causada pela infecção por HSV-2. 
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3. DESENVOLVIMENTO  
 

 

 O desenvolvimento desta tese está apresentado sob a forma de dois 

artigos científicos e um manuscrito. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, 

Discussão e Referências Bibliográficas encontram-se nos próprios artigos ou 

manuscrito, os quais estão estruturados de acordo com as normas de cada 

revista onde foram publicados ou submetido, respectivamente.  

 Em anexo a esta tese encontram-se as autorizações da editora para 

reprodução dos artigos científicos, bem como a aprovação do projeto de 

pesquisa pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade 

Federal de Santa Maria. 
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3.1 Artigo 1 

 

 
Efeito Antiviral do Disseleneto de difenila na infecção por herpes simplex 

vírus 2 em camundongos fêmeas BALB/C 

 
 
 

ANTIVIRAL ACTION OF DIPHENYL DISELENIDE ON HERPES SIMPLEX 

VIRUS 2 INFECTION IN FEMALE BALB/C MICE 

 

 

Gláubia Sartori, Natália Silva Jardim, Marcel Henrique Marcondes Sari, 

Fernando Dobrachinski, Ana Paula Pesarico, Luiz Carlos Rodrigues Jr., Juliana 

Cargnelutti, Eduardo F. Flores, Marina Prigol, Cristina W. Nogueira 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL  ARTIGO 1  

FIGURE LEGENDS 

Figure S1. Chemical structure of diphenyl diselenide. 

Figure S2. Evaluation of cytotoxic effects of (PhSe)2 on Vero cells. Results are 

expressed as the mean ± S.E.M. (n=4) and were analyzed by ANOVA, followed 

by the Newman-Keuls Multiple Comparison test when appropriate. *Denotes p < 

0.01, ***p < 0.0001 as compared to the control cells.  

Figure S3. Representative scheme of experimental protocol.  

Figure S4. Representative scheme of (PhSe)2 treatment in vaginal tissues of 

female mice infected with HSV-2. 

 

FIGURES 

Figure S1.  

 

Figure S2.   
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Figure S3. 

 

Figure S4.   
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3.2 Artigo 2  

 

 

Disseleneto de Difenila reduz estresse oxidativo e toxicidade 

causada pela infecção por HSV-2 em camundongos 

 

 

 

DIPHENYL DISELENIDE REDUCES OXIDATIVE STRESS AND TOXICITY 
CAUSED BY HSV-2 INFECTION IN MICE 

 

 

Gláubia Sartori, Natália Silva Jardim, Marcel Henrique Marcondes Sari, 

Eduardo F. Flores, Marina Prigol, Cristina W. Nogueira 
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3.3 Manuscrito 1  

 

Disseleneto de difenila reduz a replicação viral por HSV-1 em culturas de 

células gliais 
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Figures 

Figure 1. 

 

 

 

Figure 2.  
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Figure 3. 

 

Figure 4. 
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Figure 5.  

 

 

Figure 6. 
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Table 

 

Table 1. Primers and probes used for quantification of HSV-1 viral genes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene 

name 

Primer and probe 

name 

Sequence 

RL2 

ICP0- primer F 5’- AACTCGTGGGTGCTGATTGAC -3’ 

ICP0- primer R 5’- CAGGTCTCGGTCGCAGGGAAAC -3’ 

ICP0- probe 5’FAM- AGCCCGCCCCGGATGTCTGGG –TAMRA 3’ 

UL29 

ICP8- primer F 5’- CACCAGGTTGCGCATCAG -3’ 

ICP8- primer R 5’- CTGCATACGGTGGTGAACAAC -3’ 

ICP8- probe 5’FAM- ACCTCGCGGTCCACG –TAMRA 3’ 

UL54 

ICP27- primer F 5’- CGCCAAGAAAATTTCATCGAG -3’ 

ICP27- primer R 5’- ACATCTTGCACCACGCCAG -3’ 

ICP27- probe 5’FAM- CTGGCCTCCGCCGACGAGAC –TAMRA 3’ 

UL30 

UL30- primer F 5’- CATCAGCGACCCGGAGAGGGAC -3’ 

UL30- primer R 5’- GGGCCAGGCGCTTGTTGGTGTA -3’ 

UL30- probe 5’FAM- CCGCCGAACTGAGCAGACACCCGCGC –

TAMRA3’ 
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4. DISCUSSÃO 

 

 Infecções por HSV são comuns na população, que, muitas vezes, não tem 

o conhecimento de que possui a doença. Por ser uma condição comum e não 

tão perigosa, não causa grande preocupação nos cuidados com sua transmissão 

(AHMED et al., 2003; MORIARTY et al., 2009). O HSV é uma doença 

infectocontagiosa crônica e, por vezes, recorrente, tendo como agente etiológico 

duas cepas diferentes do HSV. Dois quadros distintos podem ser 

individualizados: o herpes simples extragenital, cujo principal agente é o HSV-1, 

e as formas perigenitais, correspondente ao HSV-2. Porém, quando não tratada 

corretamente ou em casos de recorrência deve-se ter mais atenção aos cuidados 

em relação à evolução da infecção, pois tanto o HSV-1 quanto o HSV-2 pode 

causar sérios danos ao sistema nervoso central, quando atinge células nervosas 

(FATAHZADEH et al., 2007).        

 Como não existe cura para a infecção herpética, há um grande número 

de pesquisas focadas no desenvolvimento de fármacos antivirais para 

tratamento das infecções por HSV. Desde modo, buscou-se estudar no artigo 1 

desta tese uma alternativa terapêutica para as lesões causadas pelo HSV-2. 

Investigou-se, primeiramente, se o (PhSe)2 possui algum efeito antiviral e 

virucida in vitro perante a infecção em células VERO. O efeito antiviral refere-se 

ao ensaio de redução de placa em dois momentos: um pré-tratamento das 

células VERO com o composto 1 h antes da inoculação viral; um pós-tratamento 

destas células após a retirada do vírus por um período de 48 h com o (PhSe)2. 

Em ambos os tratamentos pode-se observar um efeito inibitório da replicação 

viral do HSV-2, através da contagem reduzida de placas virais. O composto foi 

capaz de inativar de forma notável as partículas virais, conforme demonstrado 

no ensaio virucida. Este resultado sugere um efeito direto sobre a partícula viral. 

Deste modo, pode-se concluir que o (PhSe)2 exerce seu efeito antiviral in vitro 

de diferentes maneiras, possivelmente através da interferência na ligação de 

glicoproteínas com seus receptores, interferência nas etapas da replicação viral 

na célula hospedeira, inativando a partícula viral e prejudicando assim a 

infectividade na célula hospedeira.       

 A partir destes resultados, investigou-se no manuscrito 1 desta tese se o 
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efeito antiviral do composto seria similar em cultura celular de astrocitomas 

infectadas por HSV-1 e em quais etapas o mesmo poderia interferir 

demonstrando seu mecanismo de ação. Assim, observou-se que o  (PhSe)2  

também inibiu a replicação viral em astrocitomas através da redução da 

formação de placa viral e síntese de DNA  viral 24 h após a infecção por HSV-1. 

Posteriormente, buscou-se avaliar quais genes virais poderiam estar diminuídos 

em decorrência do tratamento com (PhSe)2. Constatou-se que o composto 

conseguiu controlar a replicação viral através da redução da expressão da 

maioria dos genes estudados como ICP27, ICP0, DNA polimerase viral, 

exercendo maior efeito sobre o gene ICP8, que bloqueia tanto a síntese do DNA 

viral quanto a transcrição dos genes tardios, tanto em 4 h como 24 h após a 

infecção. 

 A trajetória  deste estudo se deve ao fato de que a infecção viral pode 

atingir células do SNC e causar latência nas regiões dos gânglios nervosos e 

também no cérebro, o que gera quadros de encefalites ou meningites graves 

(MITCHELL et al., 2003). Além disso, sabe-se que astrócitos quando 

estimulados podem expressar uma série de citocinas e quimiocinas 

inflamatórias, o que culmina na migração de leucócitos que atravessam a 

barreira hematoencefálica.  Desta forma, estas células demonstram um papel 

importante na estimulação imunológica (DONG et al., 2001) e participam da 

detecção e da resposta a patógenos invasores como os vírus neurotróficos.   

 O NF-κB faz a regulação de uma ampla variedade de genes envolvidos 

em diferentes processos fisiológicos, os quais incluem inflamação, ativação 

imunológica, sobrevivência celular, diferenciação e proliferação celular, estresse 

oxidativo, adesão celular e homeostase do sistema imune (HATADA et al., 2000; 

GILMORE, 2006) . Sua ativação é um processo complexo  que pode ser induzido 

por estímulos como vírus e outros microrganismos, citocinas, dano ao DNA 

celular, estresse oxidativo e radiação (VALLABHAPURAPU et al., 2009).  

 Deste modo, analisou-se a expressão do fator de transcrição nuclear NF-

κB e da citocina TNF-α, em um período de 4 h e 24 h após a inoculação por HSV-

1.  Neste modelo de infecção, os astrocitomas desempenharam uma função 

antiviral através da ativação do sistema imunológico demonstrando um aumento 

da produção do TNF-α, o que também é mostrado por outros autores (Liu et al., 

2013). Porém, não foi observado uma ativação persistente do NF-κB, acredita-
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se que este mecanismo pode ser desencadeado pelo proprio vírus a fim de evitar 

a ativação do sistema imune que possa impedir a replicação viral e indução da 

apoptose. Evidências mostram que os vírus possuem a capacidade de codificar 

certas proteinas que podem interferir ou modular a resposta celular do 

hospedeiro tendo como alvo especifico certos pontos da cascata de sinalização 

do NF-κB (HISCOTT et al., 2001; SANTORO et al., 2003).      

 Um estudo de Wang e cols. (2014) corrobora com os achados do 

manuscrito 1 desta tese, o qual mostrou uma redução da ativação do NF-κB 

pelo HSV-1 em células VERO (células de rim de macaco verde africano) e HEK 

293T (células embrionárias renais de humanos) (WANG et al., 2014). 

Inicialmente, 4 h após a infecção, observou-se uma significativa produção do 

TNF-α que perdurou nas 24 h seguintes de análise nas células infectadas por 

HSV-1, porém não há ativação significativa do NF-κB. No entanto, é possível que 

este aumento da expressão do TNF-α possa ocorrer por outra via de sinalização 

durante a infecção, como a via das MAPKs (proteínas quinases ativadas por 

mitógenos), conforme demonstrado por outros autores (MCLEAN et al., 1999; 

CHEN et al., 2015). Isto é reforçado por evidências científicas que demonstram 

o envolvimento desta via na propagação viral (ZACHOS et al., 1999). 

 Nas células tratadas com (PhSe)2  4 h e 24 h após a infecção, não se 

observou ativação do NF-κB e ainda houve uma redução  da expressão do  TNF-

α. Estes achados indicam que o composto exerceu certa modulação do sistema 

imunológico, podendo atuar em vias superiores da cascata de ativação do NF-

κB ou via inibição da MAPK. Estudos reportam a importante ativação do NF-κB 

e MAPKs durante a infecção por HSV (CHEN et al., 2015). Estes resultados, por 

sua vez, demonstram a tentativa do composto em inibir a produção do TNF-α, 

induzida pelo vírus via sinalização da MAPK, provavelmente. Dados estes que 

corroboram com os demais resultados de carga viral reduzida, menor expressão 

das proteinas virais e menor síntese de DNA viral nas culturas de celulas gliais. 

Pesquisas reportam que variados tipos de vírus como o Epstein-Barr vírus (EBV) 

(SYLLA et al., 1998), citomegalovírus (MOUTAFTSI et al., 2004), varicella-zoster 

vírus (VZV) (JONES et al., 2006) e o HSV-1 (AMICI et al., 2006) podem interferir 

na ativação do NF-κB de diferentes maneiras.     

 Novas investigações relatam que em alguns casos em que o vírus 

estabelece latência no SNC, algumas regiões encefálicas podem estar 



85 
 

relacionadas severamente ao desenvolvimento de alterações 

neurodegenerativas como a  DA (SANTANA et al., 2012; MANCUSO et al., 

2014b; PIACENTINI et al., 2014). Desta maneira baseado nos resultados obtidos 

no manuscrito 1 e nestas evidências,  especula-se o possível benefício do 

(PhSe)2 sobre a patogenia da DA associada ao HSV-1. 

 Ainda relacionado ao artigo 1, além do efeito antiviral in vitro e in vivo 

avaliou-se o efeito antioxidante, antiinflamatório e imunomodulador do composto 

frente as alterações causadas pelo HSV-2 como a produção de espécies 

reativas, redução da capacidade antioxidante bem como a alteração da atividade 

de algumas enzimas e resposta imune. O tratamento com (PhSe)2 nos animais 

infectados mostrou ser efetivo em reduzir a resposta inflamatória através da 

redução da atividade da mieloperoxidase (MPO) local, interagiu com o sistema 

imunológico com robusta atividade antiviral devido ao aumento de produção de 

IFN-γ neste animais e reverteu a maioria dos danos oxidativos induzidos pelo 

vírus. Além disso, diminuiu as lesões herpéticas avaliadas por escore e por 

análise histológica bem como a carga viral dosada no tecido vaginal.  

 A partir destes resultados promissores obtidos no artigo 1 e através  dos 

sinais clínicos observados nos animais experimentais como constipação, 

retenção urinária, coloração alterada dos orgãos internos, perda de peso 

buscou-se investigar os efeitos tóxicos sistêmicos da infecção por HSV-2 em 

outros tecidos como rins, fígado e plasma destes animais e se o (PhSe)2 mais 

uma vez exerceria efeito protetor. Este conjunto de dados constituem o artigo 2, 

no qual foi demonstrado o dano renal e hepático induzido pela infecção através 

da produção de espécies reativas de oxigênio, peroxidação lipídica, redução da 

capacidade antioxidante (NPSH) bem como a atividade reduzida das enzimas 

superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), semelhante ao que foi mostrado 

no artigo 1 no tecido genital.        

 Já está bem estabelecido que doenças infecciosas estão intimamente 

relacionadas a geração de estresse oxidativo e inflamação resultando na 

alteração do funcionamento e metabolismo dos orgãos ou tecidos envolvidos 

(NENCIONI et al., 2011; TAWADROUS et al., 2012). O tratamento com (PhSe)2 

reverteu a maioria dos danos causados pela infecção nos diferentes tecidos, e 

acredita-se que muitos destes efeitos, de reverter os danos oxidativos e de 

toxicidade, se devem, pelo menos em parte, ao efeito antiviral constatado no 
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artigo 1, uma vez que há menor carga viral, consequentemente haverá menor 

produção de espécies reativas e inflamação e ainda claro, devido ao fato do 

composto ser um clássico antioxidante (NOGUEIRA et al., 2004).     

 A partir de todos os dados obtidos, que constituem os artigos 1 e 2 e o 

manuscrito 1 (que estabelece um possível mecanismo de ação para o (PhSe)2, 

podemos considerar a ação antiviral uma nova propriedade deste composto 

orgânico de selênio, revelando-o como uma alternativa terapêutica para tratar os 

danos causados pelas infecções herpéticas dos tipos 1 e 2. Um esquema final é 

demonstrado abaixo com todos os resultados obtidos (Figura 7).  

 

Figura 7 – Esquema representativo dos resultados finais da tese. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



87 
 

 

5. CONCLUSÃO 

 

 Os resultados apresentados nesta tese, que constituem os artigos 1 e 2 

e o manuscrito 1,  indicam que o (PhSe)2:  

 

I) Apresentou efeito antiviral in vitro em células VERO e in vivo em modelos de 

infecção por HSV-2 em camundongos;  

II) Exerceu efeito antioxidante através da redução de espécies reativas de 

oxigênio e de nitrogênio, e da peroxidação lipídica, restaurou níveis de NPSH e 

as atividades das enzimas antioxidantes em diferentes tecidos dos 

camundongos infectados por HSV-2; 

III) Exerceu efeito imunomodulador através da regulação da produção de 

citocinas, tais como, o interferon gama (IFN-γ) e o TNF-α em camundongos 

infectados por HSV-2; 

IV) Apresentou efeito anti-inflamatório através da redução da atividade da MPO 

e ADA em diferentes tecidos dos camundongos infectados por HSV-2; 

V) Reduziu a toxicidade hepática e renal causada pela infecção por HSV-2; 

VI) Demonstrou efeito antiviral em cultura de células gliais infectadas por HSV-1 

através da redução da síntese de DNA viral e expressão dos genes virais de 

diferentes etapas da replicação; 

VII) Demonstrou atividade imunomoduladora através da redução da produção de 

citocinas (TNF-α) em cultura de células gliais infectadas por HSV-1; 

 

Para dar continuidade ao estudo dos efeitos antivirais do (PhSe)2   

pretende-se avaliar com maior complexidade as vias de sinalização envolvidas 

na infecção por HSV e os efeitos do composto sobre a mesma bem como seus 

efeitos sobre o processo de neurodegeneração associado a infecção por HSV-

1. 
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ANEXO B - Autorização para reprodução do artigo científico: 

Antiviral Action of Diphenyl Diselenide on Herpes Simplex Virus 2 Infection in 
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