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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

ESTUDOS ULTRAESTRUTURAIS DE CÉLULAS VERO-E6 INFECTADAS COM 

SARS-COV-2 E TRATADAS COM MOLÉCULAS DE AÇÃO ANTIVIRAL  

RESUMO  

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL 

 

Marcos Alexandre Nunes da Silva 

 

Em dezembro de 2019, um novo coronavírus (SARS-CoV-2) foi identificado em 

Wuhan, China, e associado a uma infecção respiratória grave, hoje conhecida como 

COVID-19. Apesar do impacto na saúde pública mundial e de diferentes esforços, até o 

presente momento não há droga antiviral específica a ser utilizada. Nesse contexto, um 

sistema in vitro padronizado e bem caracterizado para produção de massa viral, para 

testes de candidatos à fármacos e vacinas contra o novo coronavírus é de extrema 

importância. Assim, este estudo objetivou: I) avaliar a susceptibilidade e permissividade 

das células de linhagem de rim de macaco verde africano (Vero-E6) para o SARS-CoV-2 

e caracterizar o seu ciclo replicativo por microscopia eletrônica de transmissão (MET) e 

de varredura de alta resolução (MEV); e II) verificar o impacto na biossíntese do vírus em 

células Vero-E6 mediante o tratamento com antivirais. Para isso, monocamadas de 

células Vero-E6 foram inoculadas com MOI (multiplicidade de infecção) 0,01 de SARS-

CoV-2 e analisadas por MET e MEV para os estudos de susceptibilidade, permissividade 

e morfogênese. Para os estudos de inibição da biossíntese viral, as monocamadas 

infectadas foram tratadas com mefloquina e ao daclatasvir a 10 µM e, posteriormente, 

processadas por técnicas padrão para análises por MET. A partir do sobrenadante, o 

RNA viral foi quantificado por RT-qPCR e o título viral determinado por contagem de 

placas unidades formadoras de placa (PFU/mL). Diversas alterações ultraestruturais 

foram observadas nas células infectadas, incluindo intensa ativação celular evidenciada 

por filopódios, formação de sincícios, acúmulo de corpúsculos lipídicos, proliferação de 

vesículas de dupla membrana (VDM), degeneração de mitocôndrias, aumento no 

número de ribossomos elétron-densos e espessamento do retículo endoplasmático 

rugoso (RER). Com relação à biossíntese viral, observou-se internalização das 

partículas do SARS-CoV-2 majoritariamente por endocitose, parte da síntese viral 
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ocorrendo no lúmen das VDMs e liberação da progênie viral por exocitose. O ensaio de 

qRT-PCR demonstrou aumento da progênie viral em log2 em 72 horas pós-infecção. Os 

estudos referentes ao objetivo II revelaram que a mefloquina a 10 µM promoveu inibição 

da replicação viral em 100%, enquanto o tratamento com daclatasvir inibiu em 80%, 

porém com este tratamento as células permanecem com viabilidade acima de 90%, 

enquanto com mefloquina esse número reduz para 9%. Os dados apresentados 

comprovam em nível ultraestrutural a susceptibilidade e a permissividade das células de 

linhagem Vero-E6 para o SARS-CoV-2 reforçando a utilização desta linhagem como um 

sistema in vitro para a produção de massa viral e testes pré-clínicos de drogas.  
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ULTRASTRUCTURAL STUDIES OF VERO-E6 CELLS INFECTED WITH SARS-COV-2 AND 

TREATED WITH ANTIVIRAL ACTION MOLECULES 

ABSTRACT  

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL 

Marcos Alexandre Nunes da Silva 

 

In December 2019, a new coronavirus (SARS-CoV-2) was identified in Wuhan, 

China, and associated with a severe respiratory infection, now known as COVID-19. 

Despite the impact on public health worldwide and different efforts, to date there is no 

specific antiviral drug to be used. In this context, a standardized and well-

characterized in vitro system for viral mass production, for testing drug and vaccine 

candidates against the new coronavirus is extremely important. Thus, this study 

aimed to: I) evaluate the susceptibility of cells from the African green monkey kidney 

lineage (Vero-E6) to SARS-CoV-2 and characterize its replicative cycle by 

transmission electron microscopy (TEM) and scanning high resolution (SEM); and II) 

verify the impact on virus biosynthesis in Vero-E6 cells by treatment with daclatasvir 

or mefloquine. For this, Vero-E6 cell monolayers were inoculated with MOI 

(multiplicity of infection) 0.01 of SARS-CoV-2 and analyzed by MET and SEM for 

studies of susceptibility and morphogenesis. For viral biosynthesis inhibition studies, 

the infected monolayers were exposed to mefloquine and daclatasvir at 10 µM and 

subsequently processed by standard techniques for TEM analysis. From the 

supernatant, viral RNA was quantified by RT-qPCR and viral titer determined by 

plaque count (PFU/mL). Different ultrastructural changes were observed in infected 

cells, including intense cell activation evidenced by filopodia, syncytia formation, 

accumulation of lipid bodies, proliferation of double membrane vesicles (DMVs), 

mitochondrial degeneration, increased number of electron-dense ribosomes, and 

thickening of the rough endoplasmic reticulum (RER). Regarding viral biosynthesis, 

internalization of SARS-CoV-2 particles mostly by endocytosis, part of viral synthesis 

occurring in double membrane vesicles (DMV) lumen and release of viral progeny by 

exocytosis were observed. The qRT-PCR assay from cell culture supernatants 

demonstrated an increase in viral progeny by 2 logs in 72 hours post-infection. The 

studies referring to objective II revealed that mefloquine at 10 µM promoted inhibition 

of viral replication by 100%, while treatment with daclatasvir inhibits it by 80%, but 

with this treatment the cells remain with viability above 90%, while with mefloquine 

this number reduces to 9%. The data presented at the ultrastructural level confirm 

the susceptibility and permissiveness of the Vero-E6 lineage cells to SARS-CoV-2, 

reinforcing the use of this lineage as an in vitro system for the production of viral 

mass and preclinical drug tests.  
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1 INTRODUÇÃO 

O coronavírus 2 associado à síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV-2), 

é o terceiro coronavírus humano (HCoV) responsável por doenças respiratórias 

graves nas últimas duas décadas. Precedida pela síndrome respiratória aguda grave 

(SARS) causada pelo SARS-CoV e pela Síndrome respiratória do Oriente Médio 

(MERS) causada pelo MERS-CoV, a COVID-19 (doença causada pelo SARS-CoV-

2) já levou a óbito 5.1 milhões pessoas em todo o mundo (Zhang et al., 2003; Zhu et 

al., 2020:, WHO,2021).  

A COVID-19 apresenta um espectro clínico bastante amplo que pode variar 

de sintomas semelhantes a uma gripe leve até quadros mais complexos, como a 

SARS. Embora a maioria dos indivíduos infectados apresente sintomas leves e bom 

prognóstico, há casos que tendem a evoluir para a forma mais grave da doença, 

complicações em múltiplos órgãos e óbito (Lin et al., 2020).  

Como os coronavírus são conhecidos por infectar animais (zoonoses), 

principalmente, a infecção em humanos resulta do transpassar a barreira 

interespécies e adquirir capacidade infectiva e disseminadora do vírus em humanos, 

fatores esses que cada vez mais se vê acontecer, com a quebra de barreiras pelo 

homem frente aos processos naturais do curso de patógenos circulantes na 

natureza. Essa quebra sejam elas com o rompimento de nichos ecológicos, entrada 

do homem em ambientes naturais ainda pouco explorados, ou pelo consumo de 

espécies exóticas como forma de alimento (Rabaan et al., 2020).  

 

1.1 Histórico e breve epidemiologia do SARS-CoV-2  

No final da década de 1960, David Tyrrell, médico britânico, liderava um 

grupo de virologistas que trabalhava com diferentes cepas de vírus humanos e 

animais. Suas pesquisas incluíam o vírus da bronquite infecciosa, o vírus da hepatite 

de camundongo e o vírus da gastroenterite transmissível de suínos, que 

apresentavam morfologias semelhantes quando analisados por Microscopia 

Eletrônica de Transmissão (MET) (McIntosh et al.,1968). Em um destes estudos, 

June de Almeida, uma pesquisadora da equipe, deparou-se com um vírus que 
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ultraestruturalmente apresentava projeções no envelope viral e que fora então 

denominado coronavírus, visto que a estrutura das particulas se assemelham à uma 

coroa. Tempos mais tarde, os coronavírus foram oficialmente aceitos como um novo 

gênero de vírus (Tyrrell et al., 1975) 

Os coronavírus (CoV) foram responsáveis por 3 episódios que chamaram a 

atenção do sistema de saúde pública mundial. O primeiro em 2002-03 com o 

isolamento do SARS-CoV (Coronavírus associado à Sindrome Respiratória Aguda 

Grave) na China, que se disseminou por 26 países, com 8.098 casos confirmados e 

774 casos de óbitos. O segundo em 2012 causado pelo MERS-CoV (Coronavírus 

associado à Síndrome Respiratória do Oriente Médio), responsável por 858 casos 

de óbito. Já o terceiro, e com maior impacto na saúde pública mundial, ocorreu em 

2019 e foi causado pelo SARS-CoV-2, que resultou em 5,1 milhões de óbitos em 

todo o mundo até o mês de novembro de 2021 (WHO, 2021). 

O CoV causador da COVID-19 (SARS-CoV-2) foi identificado pela primeira 

vez em Wuhan, na província de Hubei, República Popular da China, em 1 de 

dezembro de 2019, porém só foi reportada às autoridades sanitárias em 31 de 

dezembro do mesmo ano. Acredita-se que o vírus tenha uma origem zoonótica, 

porque os primeiros casos confirmados tinham ligação com um mercado atacadista 

de frutos do mar de Huanan, que também comercializava animais vivos. Desde o 

isolamento do SARS-CoV-2 em Wuhan, em dezembro de 2019, houve uma rápida 

disseminação pela China e muitos outros países (Chen et al., 2020; Gorbalenya et 

al., 2020; Huang et al., 2020; Li et al., 2020; Lu et al., 2020; Wang et al., 2020). Em 

30 de janeiro de 2020, a Organização Mundial da Saúde (OMS) declarou a COVID-

19 como a sexta emergência de saúde pública de preocupação internacional e em 

11 de março de 2020 elevou a classificação do SARS-CoV-2 para pandemia. No 

momento do anúncio da OMS, mais de 118 mil pessoas já tinham sido infectadas 

em 114 países. A pandemia de SARS-CoV-2, ainda em curso, resultou na 

implementação de quarentena e distanciamento social em todo o mundo (WHO, 

2020). 

O primeiro caso de COVID-19 no Brasil notificou através do Ministério da 

Saúde (MS) em 26 de fevereiro de 2020, no Estado de São Paulo, e tratava-se de 

um paciente do sexo masculino de 61 anos de idade, com histórico de viagem para 

Itália, região da Lombardia. Atualmente, até a semana epidemiológica 43 (de 
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24/10/2021 a 30/10/2021) já foram registrados 21,5 milhões de casos, totalizando 

605 mil mortes desde a introdução deste vírus no país (Ministério da Saúde, 2021). 

1.2 Classificação e morfologia  

O SARS-CoV-2 foi classificado em 2020 como gênero Betacoronavirus, e 

família Coronaviridae pelo Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus(ICTV-2019). 

Amostras apresentam modificações pequenas no genoma viral, que não deslocam 

sua classificação taxonômica, porém se exibem com grande potencial em medidas 

de saúde públicas para identificação, prevenção e controle de surtos e clusters de 

transmissão. Análises filogenéticas revelaram que o SARS-CoV-2 está intimamente 

relacionado (88-89% de semelhança) a dois coronavírus semelhantes ao SARS que 

são isolados de morcegos, o bat-SL-CoVZC45 (GenBank no. MG772933.1) e o bat-

SL-CoVZXC21 (GenBank no. MG772934.1), e que está mais distante do SARS-CoV 

(~79% de identidade) e do MERS-CoV (~50% de identidade) (Lu et al., 2020; Jiang 

et al., 2020; Ren et al., 2020).  

A partícula viral tem entre 50 e 200 nm de diâmetro e o seu genoma é RNA 

fita simples de polaridade positiva de 29,9 Kb. O RNA viral está associado a 

proteínas fosforiladas (N), formando o nucleocapsídeo, que é envolto pelo envelope. 

Este é composto pelas proteínas S (espícula), M (de membrana) e E (de envelope) 

(Chen et al., 2020; Wu et al., 2020) (Figura 1). 

Os primeiros estudos sobre modelagem de proteínas, utilizando a proteína S 

do vírus, sugerem que o SARS-CoV-2 tenha afinidade com os receptores de Enzima 

Conversora da Angiotensina 2 (ACE2) das células humanas, sendo este o 

mecanismo de reconhecimento da membrana da célula hospedeira na etapa de 

adsorção (Xu et al., 2020). Vários estudos têm demonstrado que o SARS-CoV-2 tem 

uma maior afinidade com a ACE2 humana do que a estirpe de SARS-CoV (Wrapp et 

al., 2020).  
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Figura 1: Esquema ilustrativo da estrutura da partícula do SARS-CoV-2 e do 
genoma viral.                                                                             Fonte: ViralZone, 2020  

 

1.3 Ciclo replicativo 

Estudos in vitro sobre o ciclo biológico replicativo dos coronavírus 

demonstram que a adsorção destes vírus à célula hospedeira ocorre a partir da 

interação da proteína S com receptores de ACE2 das células humanas (Letko et al., 

2020; Knoops et al., 2008; Walls et al., 2020). Na infecção primária em casos 

humanos pelo SARS-CoV-2 sugere-se um tropismo pelas células epiteliais do trato 

respiratório superior, levando a um quadro gripal e perda de função do epitélio 

sensorial olfativo. Decorrente da infecção pode ocorrer uma disseminação do vírus 

pelas células epiteliais de revestimento do pulmão, gerando o quadro de 

insuficiência respiratória aguda e edema pulmonar. Numa infecção agravada e 

posterior disseminação do vírus pelo organismo do hospedeiro sugere-se que o 

SARS-CoV-2 estabeleça um nicho de replicação viral em células do rim, intestino e 

do epitélio cardíaco, estas apresentam receptores ACE2 (Monteil et al., 2020). 

 Estudos ultraestruturais a partir de células em cultura infectadas com o 

SARS-CoV revelaram que a internalização da partícula viral pode ocorrer por 

endocitose ou por fusão do envelope do vírus com a membrana citoplasmática da 
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célula hospedeira (Qinfen et al., 2004). Dada a internalização das partículas virais se 

observa em ensaios in vitro com os vírus SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2 o 

processo de desnudamento do RNA genômico, que é imediatamente traduzido a 

partir das ORF1a e ORF1b (Figura 2). As poliproteínas pp1a e pp1ab resultantes, 

são processadas em proteínas não estruturais individuais (PSNS) que formam o 

complexo de replicação e transcrição viral. A replicação do RNA viral ocorre em 

estruturas de membrana dupla induzidas pelo vírus e derivadas do retículo 

endoplasmático rugoso (RER), comumente referidas como vesículas de dupla 

membrana (VDM), em membranas convolutas (MCVs) e em pequenas esférulas de 

membrana dupla abertas (VDMs) que criam um microambiente protetor para a 

replicação de RNA genômico viral e transcrição de mRNAs subgenômicos (mRNAs 

sg). Este complexo de vesículas está localizado na região perinuclear e rodeado de 

mitocôndrias (Goldsmith et al., 2004; Snijder et al., 2006; Knoops et al., 2008; 

V'kovski et al., 2021). As proteínas estruturais traduzidas são transferidas para o 

retículo endoplasmático (RER) e transitam através do compartimento intermediário 

(RER-para-Golgi [ERGIC]), onde a interação com RNA genômico N-encapsidado 

recentemente produzido brota em direção ao lúmen de compartimentos vesiculares 

secretores. A liberação da progênie viral se dá por exocitose (V'kovski et al., 2021). 

Os vírus de genoma de RNA de polaridade positiva induzem a proliferação de 

compartimentos membranosos intracelulares nas células hospedeiras que abrigam 

os sítios de síntese viral do RNA. Estas “fábricas de replicação” concentram os 

componentes da replicase e protegem os intermediários de replicação da defesa 

imune inata da célula hospedeira (Harak et al., 2015). Arterivírus, picornavírus, e os 

flavivírus do gênero Hepacivirus, que são vírus de genoma RNA induzem a 

formação de VDMs (Netherton et al., 2011; Blanchard et al., 2015). Foram 

observados filamentos de RNA viral no lúmen de VDMs em estudos in vitro com 

SARS-CoV-2, associando estes compartimentos à replicação viral (Klein et al., 

2020).   
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Figura 2: Representação esquemática da replicação do SARS-CoV-2 (Adptado de 

V'kovski et al., 2021). 

1.4 Mecanismos de controle da dispersão e infecção por SARS-CoV-2 

Prevenção e Controle são palavras-chave para conter e controlar uma 

epidemia, um surto, derivados de um patógeno qualquer. Entender que do processo 

de educação em saúde à pesquisa de desenvolvimento tecnológico, existe a 

necessidade do público-alvo ser informado, para que haja um processo de 

aceitação, advindo do sistema de saúde. Não só como uma vacina, para prevenção 

da disseminação, ou um antiviral, uma terapêutica padronizada, segura e eficaz se 
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faz necessário, principalmente nos casos onde o quadro da doença se exibe de 

forma aguda. (Ministério da Saúde, 2021). 

1.4.1 Vacinas 

Atualmente, 4 vacinas estão licenciadas para uso para o SARS-CoV-2 pela 

OMS (WHO, 2021). Elas foram desenvolvidas a partir de diferentes plataformas, tais 

como vacinas inativadas, atenuadas, de DNA e RNA, de vetor viral, de subunidades 

virais e de partículas virais (Acessado em 16/11/2021 as 14:36: 

https://www.who.int/news-room/feature-stories/detail/the-race-for-a-covid-19-vaccine-

explained). 

A OMS vem informando um número crescente de novas vacinas em 

desenvolvimento contra a COVID-19 em todo o mundo. A participação da proteína 

Spike do envelope viral do SARS-CoV-2, especialmente da região do domínio de 

ligação do receptor (do inglês RBD, Receptor Binding Domain), responsável pela 

ligação ao receptor e fusão com a membrana celular, a torna o antígeno mais 

atraente para a produção de vacinas, alvo de quase todos os fabricantes, exceto 

para as vacinas inativadas (Dias et al., 2020)  

No Brasil, quatro vacinas foram aprovadas pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) e duas outras têm autorização para importação 

especial (ANVISA, 2021) (Quadro 1). Até 1 de Novembro ,o Ministério da Saúde 

Brasileiro imunizou aproximadamente 60% de sua população com duas doses, e 

estima que até dezembro do mesmo ano, 90% da população esteja com essa 

imunização completa (Ministério da Saúde, 2021). 



8 

 

 

VACINAS APROVADAS 

CORONAVAC  

Fabricante: BUTANTAN  

Tecnologia: vírus inativado  

Doses: duas, com intervalo de 28 dias 

Faixa etária a ser aplicada: a partir de 18 anos  

 

OXFORD/COVISHIELD (FIOCRUZ E ASTRAZENECA)  

Fabricante: FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ 

Tecnologia: vetor adenovírus recombinante  

Doses: duas, com intervalo entre 4 e 12 semanas 

Faixa etária a ser aplicada: a partir de 18 anos  

 

JANSEN CILAG  

Fabricante: Janssen-Cilag Farmacêutica Ltda 

Tecnologia: vetor adenovírus recombinante sorotipo 26 (Ad26) 

Doses: única 

Faixa etária a ser aplicada: a partir de 18 anos  

 

PFIZER-WYETH 

Fabricante: Comirnaty 

Tecnologia: RNA mensageiro 

Doses: duas, com intervalo maior ou igual a 21 dias 

Faixa etária a ser aplicada: a partir de 12 anos 

 

VACINAS COM AUTORIZAÇÃO PARA IMPORTAÇÃO EXCEPCIONAL 

SPUTINIK 

Fabricante: Instituto Gamaleya 

Tecnologia: vetor adenovírus recombinante (1° dose Ad26; 2° dose Ad5) 

Doses: duas, com intervalo maior ou igual a 21 dias 

Faixa etária a ser aplicada: a partir de 18 anos 
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COVAXIN 

Fabricante: Bharat Biotech 

Tecnologia: Vírus inativado 

Doses: duas, com intervalo maior ou igual a 21 dias 

Faixa etária a ser aplicada: a partir de 18 anos 

1.4.2 Antivirais  

 O desenvolvimento de novas terapias antivirais é um processo longo e em 

geral requer mais de 10 anos desde a pesquisa básica até a finalização de ensaios 

clínicos. Portanto, o reposicionamento de drogas já utilizadas como medicamentos, 

em especial de uso contínuo, representa uma das estratégias mais promissoras para 

a rápida identificação e implantação de tratamentos para doenças infecciosas 

emergentes, como a COVID-19. Para este fim, as investigações clínicas têm se 

concentrado na avaliação da eficácia e da segurança de várias farmacoterapias já 

aprovadas. 

A OMS anunciou em 18 de março de 2020 o principal grande ensaio clínico 

global avaliando quatro opções terapêuticas imediatas a serem avaliadas frente a 

redução da mortalidade, da necessidade de ventilação mecânica e do tempo de 

internação promovidos pela infecção por SARS-CoV-2. São eles: 1) Remdesivir 

(RDV), inibidor da RNA polimerase viral; 2) A combinação de Lopinavir 

(LPV)/Ritonavir (RTV), inibidores de protease viral, com ou 3) sem Interferon-β (IFN-

β); e 4) Cloroquina (CQ)/hidroxicloroquina (HCQ) (aminoquinolinas), antimaláricos 

com propriedades antivirais e anti-inflamatórias (WHO, 2021). No entanto, em 15 de 

outubro de 2020, o resultado do ensaio foi divulgado e apontou que essas moléculas 

apresentaram pouca ou nenhuma eficiência frente a COVID-19. Destes, apenas o 

RDV recebeu autorização de uso de emergência pelo FDA (do inglês “Food and 

Drug Administration”) para o tratamento de COVID-19, com base em dados de 

ensaios clínicos que demonstram uma redução no tempo de recuperação do 

paciente (Riva et al., 2020; CDC, 2020). 

Independentemente dos resultados com essas moléculas, os seus prováveis 

alvos de atuação são importantes para a inibição da replicação viral e a recuperação 

do indivíduo infectado. Sendo assim, buscar outras moléculas que atuem nestes 

alvos é uma estratégia interessante do ponto de vista da infecção e sua patogênese 
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(Ghanbari, 2020; McKee, 2020). Dentre todas as drogas que vêm sendo estudadas, 

as que vêm apresentando resultados mais promissores são o Daclatasvir, 

Sofosbuvir, Rendesivir, Ritonavir entre outras drogas que necessitam estudos in vitro 

mais detalhados. 

Já foi demonstrado que drogas como o daclatasvir (DCV) e o Sofosbuvir 

(SFB), utilizadas no tratamento da infecção do vírus da hepatite C (HCV), 

apresentam potencial terapêutico para a COVID-19 (Sacramento, 2020). O DCV 

inibe a replicação do HCV ao se ligar ao terminal N da proteína não estrutural 5A 

(NS5A), proteína multifuncional envolvida no ciclo replicativo e antagonismo das vias 

de interferon (Smith, 2016). O SARS-CoV-2, que possui um genoma 3 vezes maior 

que o do HCV, expressa as proteínas não estruturais (pns) 1 a 16, com funções 

semelhantes às da NS5A do HCV (Gordon, 2020).  

Já o SFB inibe a RNA polimerase viral do HCV (NS5B). Além do HCV, ele 

também é capaz de inibir a replicação dos vírus Zika, febre amarela e Chikungunya 

(de Freitas, 2019). Estas moléculas estão em fase de estudos clínicos no Egito e no 

Brasil (ClinicalTrials, NIH, 2020; SUS-Fiocruz, 2020). No Brasil, a fase 1 do estudo 

foi desenvolvida na Fundação Oswaldo Cruz. Resultados in vitro revelam ainda ação 

sinérgica dessas duas drogas (DCV e SFV) sobre a replicação do SARS-CoV-2 

(Sacramento, 2020).  

Além da CQ e HCQ, o antimalárico artesunato de mefloquina (MF), molécula 

da classe das aminoquinolinas, já mostrou promissora atividade anti-SARS-CoV-2 in 

vitro (Gendrot et al., 2020). Estudos in sílico demostram que, de todos os 

antimaláricos disponíveis, a MF é a molécula que apresenta a maior capacidade de 

interação com a maior protease (Mpro) do SARS-CoV-2, além de ter capacidade de 

inibir fases iniciais da replicação viral. Entretanto seu uso pode causar efeitos 

neuropsiquiátricos adversos (Sachdeva et al., 2020). Assim, as aminoquinolinas 

destacam-se nos estudos anti-SARS-CoV-2 e a busca por novos derivados mais 

potentes e menos tóxicos é um campo de pesquisa interessante. 
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1.5 Microscopia eletrônica aplicada aos estudos de vírus 

“Com a ajuda do microscópio não há nada tão pequeno que possa 

escapar às nossas investigações; portanto há um novo e visível mundo 

descoberto a ser entendido”. 

      Robert Hookie, 1664 

Em 1924, o físico Louis de Broglie, constata que um feixe de elétrons apresenta 

um comportamento idêntico aos raios luminosos, mas com um comprimento de onda 

10.000 vezes menor. Conjuntamente com a teoria do efeito de foco de um campo 

magnético ou eletrostático sobre um feixe de elétrons, a qual prova que é possível 

focar um feixe de elétrons com lentes magnéticas cilíndricas. Este microscópio não 

utiliza elementos ópticos, mas lentes eletrostáticas ou magnéticas, do que resulta 

uma ampliação e um poder de resolução muito maior, podendo assim visualizar 

estruturas antes não conhecidas como os vírus. Estavam assim elaboradas as 

bases teóricas do microscópio eletrônico sendo o primeiro aparelho construído em 

1931/1932 por Ernst Ruska e por Max Knoll. Em 1933 o microscópio eletrônico 

ultrapassava já o limite de resolução do microscópio fotônico (Melo, 2002).  

No entanto, só após a Segunda Guerra Mundial o microscópio eletrônico se 

desenvolveu em plenamente. A microscopia eletrônica teve um rápido 

desenvolvimento em poucos anos, graças a grandes aperfeiçoamentos técnicos que 

permitiram não apenas maiores valores de ampliação, mas também aumentos 

sucessivos da capacidade de resolução e da qualidade das imagens obtidas. Estes 

progressos foram também tornados possíveis graças ao aperfeiçoamento dos 

métodos de preparação do material biológico para observação, sendo desenvolvidas 

várias técnicas, como a de obtenção de cortes ultrafinos e a de fixação de estruturas 

celulares através do uso de resinas, entre outras (Normanski, 1952). 

A Microscopia desde seus primórdios vem elucidando lacunas do 

conhecimento científico. No início da década de 30 pôde-se utilizar o microscópio 

eletrônico de transmissão (MET) para caracterizar um agente filtrável que devastava 

plantações de tabaco; tratava-se do primeiro vírus descrito e fotografado ainda numa 

chapa rudimentar de vidro revestida com um material fotossensível gelatinoso e que 

foi nomeado de vírus do Mosaico do Tabaco. O MET mostrou-se uma ferramenta de 
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extrema importância na descoberta de diferentes agentes causadores de patologias 

e com grande impacto nos estudos de vírus até o início da era da biologia molecular 

na década de 80 onde houve um desinteresse da sociedade científica. (Kausche et 

al, 1939) 

No início do ano de 2003, um quadro clínico de uma síndrome respiratória 

aguda grave e cujo agente causador era desconhecido chamou a atenção dos 

chineses. Neste evento a microscopia eletrônica de transmissão foi crucial na 

identificação do agente; tratava-se de um coronavírus. A microscopia eletrônica de 

transmissão foi não só utilizada para identificação e classificação do agente como 

também em análises objetivando a caracterização da morfogênese do vírus em 

sistemas in vitro (Qinfen et al., 2004). 

A microscopia eletrônica se mostrou de extrema importância na elucidação de 

questões relacionadas ao SARS-CoV e que no cenário atual se agigantou visto 

questões emergenciais relacionadas a biogênese do SARS-CoV-2 que só estudos 

ultraestruturais podem responder (Knoops et al., 2019).  

 

1.6 Justificativa 

Dado impacto na saúde pública mundial causado pela pandemia da COVID-19, 

que já alcançou mais de 600 mil mortos no Brasil e mais de 5 milhões de óbitos no 

mundo, há uma corrida para protocolar uma terapêutica eficaz e segura. Entretanto, 

até o presente momento, não há droga antiviral específica para utilização em larga 

escala. Para corroborar o desenvolvimento, de um sistema in vitro padronizado para 

produção de massa viral e testes de candidatos à fármacos e vacinas contra o vírus 

é de grande importância no cenário atual. 

Pesquisadores de todo o mundo têm trabalhado fortemente neste sentido e a 

susceptibilidade de diferentes linhagens celulares para infecção pelo SARS-CoV-2 

tem sido demonstrada majoritariamente por técnicas moleculares (Park et al., 2020; 

Harcout et al., 2020; Kim et al., 2020). Associado a esta técnica, estudos 

ultraestruturais são fundamentais, uma vez que gera conhecimento não só a 

respeito do efeito da replicação viral como da ação antiviral de diferentes moléculas 

sobre os sistemas celulares contribuindo para a descrição de novos alvos 

terapêuticos.  
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Logo, entender a biologia do vírus é de grande valia na construção de 

estratégias para combatê-lo. Neste sentido, e por haver poucos dados na literatura 

até o presente momento relacionados a morfogênese do SARS-CoV-2 em linhagens 

celulares, este estudo propõe realizar análises ultraestruturais por microscopias 

eletrônica de transmissão e de varredura de alta resolução a partir de culturas de 

células de linhagem Vero-E6, inoculadas com amostra clínica de swab nasofaríngeo 

de paciente positivo. Além disso é proposto a avaliação do impacto do tratamento 

com moléculas de ação antiviral tais quais o Daclatasvir e a Mefloquina sobre 

estruturas celulares importantes para o ciclo replicativo do SARS-CoV-2. 

 



14 

 

2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Estudar in vitro a Morfogênese do SARS-CoV-2 e avaliar a ação de moléculas 

com potencial antiviral em nível ultraestrutural. 

2.2 Objetivos Específicos 

 Descrever a morfologia de células de linhagem de rim de macaco 

verde africano (Vero-E6) durante a infecção pelo SARS-CoV-2. 

 

 Caracterizar o ciclo replicativo de SARS-CoV-2 em nível ultraestrutural 

por microscopias eletrônicas de transmissão (MET) e de varredura de 

alta resolução (MEV). 

 

 Avaliar a atividade anti-SARS-CoV-2 do daclatasvir e mefloquina 

(Aminoquinolina) em células Vero-E6 infectadas com SARS-CoV-2. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

3.1. Considerações éticas 

Este trabalho foi realizado no Laboratório de Morfologia e Morfogênese Viral, 

Instituto Oswaldo Cruz (IOC), Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), em colaboração 

com o Laboratório de Vírus Respiratório e do Sarampo (LVRS), IOC/Fiocruz, e foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Fiocruz sob o número 4.128.241 em 

01 de julho de 2020 (protocolo em anexo/ anexo 9.1). Todos os ensaios envolvendo 

os isolados virais foram realizados em ambiente de biossegurança nível 3 (NB3), de 

acordo com as normas da OMS (WHO, 2020).  

 

3.2. Cultura células e amostra viral 

Antes da infecção, as culturas de Vero-E6 foram mantidas em DMEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 100 U/mL de penicilina-

estreptomicina (1× Pen-Strep) e cultivadas a 37 °C e 5% de CO 2. Todos os 

reagentes de cultura de células foram adquiridos da Gibco. Todos os procedimentos 

foram realizados em laboratório de nível 3 de biossegurança, de acordo com as 

diretrizes da OMS. 

A amostra de SARS-CoV-2 utilizada nos ensaios foi gentilmente cedida pelo 

LVRS/IOC/Fiocruz. O vírus foi isolado em cultura de células Vero-E6 seguindo 

protocolos padrão preconizados pela OMS e posteriormente sequenciado. A 

sequência completa do genoma viral foi depositada no GISAID sob o número 

GISAID EPI ISL #414045 e o acesso ao patrimônio genético foi registrado no SisGen 

sob o número ACCF49F. 

 

3.3. Infecção das monocamadas de células Vero-E6  

As monocamadas de Células Vero-E6 foram inoculadas com amostra de SARS-

CoV-2 com MOI (multiplicidade de infecção) de 0,01 diluída em meio de cultura 

DMEM não suplementado e incubadas por uma hora para adsorção do vírus. Após 

esse período, o meio foi substituído por DMEM contendo 2% de SFB e antibióticos 

(penicilina e estreptomicina, 100U/mL). As células foram mantidas a 37ºC em 

atmosfera de 5% de CO2 (Szretter et al., 2006) até o momento da coleta (24, 48 e 72 

horas [h] pós-infecção [p.i.]). Monocamadas não infectadas foram utilizadas como 

controles. As monocamadas objetivando análises por MET foram cultivadas em 
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garrafas de 25 cm2 e para MEV de alta resolução foram cultivadas em lamínulas de 

13mm em placa de 24 poços utilizando o mesmo MOI. 

 

3.4. Avaliação do efeito inibitório de fármacos sobre a replicação de SARS-

CoV-2.  

Após 1 hora de infecção, o meio foi trocado por DMEM sem soro (controle 

infectado) ou DMEM sem soro contendo as moléculas a serem testadas, mefloquina 

ou daclatasvir (Sigma) a 10 µM na concentração final. Após 48 h da infecção, o 

sobrenadante total da garrafa de 25 cm³ foi recolhido para titulação viral e 

quantificação do RNA viral e a monocamada processada para análises por MET.  

 

3.5 Titulação viral 

A capacidade replicativa dos vírus no sobrenadante das culturas infectadas com 

ou sem tratamento foi avaliada pelo ensaio de contagem de unidades formadoras de 

placa (PFU/mL) (Filtelman et al., 2020). As células Vero-E6 foram semeadas em 

placas de 96 poços a uma densidade de 2,0 x 104 células/poço. No dia seguinte, 

elas foram expostas a diferentes diluições de base 2 (1:20 a 1:1280) do 

sobrenadante viral a ser titulado. Após 1 h de infecção, adicionou-se o mesmo 

volume de meio para ensaio de placa (DMEM 1X, bicarbonato de sódio 0,22%, 

carboximetilcelulose 2,4%, Pen Strep 1% e SFB 2%). Após 72 h da infecção, o 

mesmo volume de formalina 10% foi adicionado para fixação das células e 

inativação viral. Passadas 3 h, todo o meio de cultura foi retirado e a monocamada 

corada por 1 h com cristal violeta 0,04%, quando a placa é lavada, seca a 

temperatura ambiente e são evidencias as unidades formadoras de placa.   

 

3.6 Quantificação de RNA viral  

O RNA viral foi extraído a partir do sobrenadante das culturas celulares 

utilizando o kit QIAmp Viral RNA mini kit (Qiagen, Hilden). Ao final do processo, o 

RNA foi eluído em Tampão TE (pH 8,0) e estocado a –70ºC até o momento de uso. 

O RNA viral foi quantificado utilizando-se protocolo estabelecido pelo Centers for 

Disease Control and Prevention (CDC), com curva padrão, utilizando como alvo o 

gene que codifica para a proteína de envelope (E), no equipamento 7.500 applied 

Biosystems (Filtealman et al., 2020; CDC, 2020; WHO, 2020). 
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3.7 Teste de citotoxidade 

A viabilidade das células tratadas com os fármacos foi determinada pela redução 

do corante amarelado MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium brometo] 

em cristais de formazan roxo pela ação de enzimas redutases mitocondriais (Kumar 

et al., 2018). Para isso, as células foram incubadas com 10 µL de MTT previamente 

diluído em PBS a 5 mg/mL, e em seguida, a placa foi mantida sob 37ºC em estufa 

de CO2 por 2h. Após isso, adicionou-se 100 µL de SDS 10% por poço e a placa foi 

armazenada em temperatura ambiente por 2h. É relevante ressaltar que o ensaio foi 

realizado na ausência de luz devido a elevada sensibilidade do MTT à luminosidade. 

Por fim, a quantificação de células viáveis foi obtida pela média da absorbância dos 

poços analisados através da leitura em espectrofotômetro no filtro de 570nm. O 

percentual de viabilidade celular foi expresso como média (± erro padrão da média) 

e a análise estatística foi obtida em comparação ao grupo controle. N=3, *p<0.05 

 

3.8 Processamento das monocamadas celulares para análises por MET e  

STEM 

 Para avaliação ultraestrutural das monocamadas, as células foram cultivadas e 

infectadas como descrito no item 3.3. Dado os tempos de cinética pré-determinados, 

as monocamadas celulares foram tripsinizadas a 0,25%, por um minuto em estufa 

37°C. As células em suspensão foram fixadas em glutaraldeído 2,5% em tampão 

cacodilato de sódio 0,1M. Uma vez fixadas, as amostras foram lavadas em tampão 

cacodilato de sódio 0,1M em sacarose 7% e pós-fixadas com tetróxido de ósmio 1% 

em agua por quatro horas em geladeira a 4°C. A desidratação se deu em banhos de 

acetona em concentrações crescentes. Após a etapa de desidratação, as células 

foram infiltradas com resina epóxi e mantidas em estufa a 60oC por 3 dias para 

polimerização (Barth et al., 2017; Barreto-Vieira et al., 2010; Sesso, 2007). Secções 

ultrafinas (30-60nm) foram obtidas com uso de uma navalha de diamante 

(DiATOME) acoplada ao ultramicrótomo (Reichert-Jung), contrastadas com acetato 

de uranila 2% em etanol e citrato de chumbo (Reynolds, 1963) e analisadas nos 

microscópios eletrônicos de transmissão Jeol JEM 1011, Hitachi HT7800 e FEI Titan 

80–300. da Plataforma de Microscopia Eletrônica Rudolph Barth/IOC/Fiocruz e da 

Plataforma Nacional de Bioimageamento/CENABIO da Universidade Federal do Rio 

de Janeiro (UFRJ), Núcleo de Laboratórios de Microscopia, Instituto Nacional de 
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Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO).  respectivamente.  No microscópio 

FEI Titan as imagens foram coletadas no modo de microscopia eletrônica de 

transmissão de varredura (STEM) usando um detector de campo escuro anular de 

alto ângulo (HAADF) trabalhando em alta tensão de 80 kV, ângulo de convergência 

de 19 mrad e tamanho de sonda em torno de 0,1 nm, feixe de 100 pA corrente, 

tempo de permanência de 2 a 8 μs e 2048 × 2048 pixels por imagem. 

 

3.9 Processamento das monocamadas celulares para análises por MEV  

As monocamadas celulares foram cultivadas em lamínulas redondas de 13mm e 

a infecção ocorreu como descrito no item 3.3. Dado os tempos de cinética pré-

determinados, as monocamadas celulares foram fixadas em glutaraldeído 2,5% em 

tampão cacodilato de sódio 0,1M. Na sequência as células foram lavadas em 

tampão cacodilato de sódio 0,1M em sacarose 7% e pós-fixadas com tetróxido de 

ósmio 2% por quatro horas em geladeira a 4°C. A desidratação das células se deu 

por banhos de etanol em concentrações crescentes. As células desidratadas foram 

submetidas ao ponto crítico para serem estabilizadas e ao evaporador de carvão 

para que fosse depositada sobre monocamada uma película de 15 nm de carbono 

para uma melhor condução do feixe de hélio. As células foram analisadas em um 

microscópio Orion NanoFab Hélio Ion (Zeiss, Baden-Württemberg, Oberkochen, 

Alemanha), do Núcleo de Laboratórios de Microscopia, Instituto Nacional de 

Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO), equipado com uma pistola de 

inundação e um detector de elétrons secundários Everhart-Thornley, a pistola de 

inundação é usada para permitir a análise das células sem qualquer revestimento 

condutor. As imagens foram coletadas em alta tensão de 30 kV, cerca de 0,8 pA de 

corrente de feixe, média de 32 até 256 linhas, tempo de permanência de 1 µs, tempo 

de inundação de 100 µs e 2048 × 2048 pixels por imagem. 
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3.10 Reconstrução tridimensional de células Vero-E6 infectadas com SARS-

CoV-2  

A aquisição da imagem FIB-SEM foi realizada com um microscópio eletrônico 

de feixe cruzado Zeiss Auriga (Zeiss, Baden-Württemberg, Oberkochen, Alemanha). 

A amostra (bloco) embutida em epóxido de células Vero-E6 48h pi com SARS-CoV-

2 preparada para TEM conforme descrito acima foi montada em um stub de suporte, 

revestida com uma camada de ouro de 10 nm e transferida para a câmara do 

microscópio. A amostra foi inclinada 54° em direção à coluna de íons para que a 

superfície do bloco fosse orientada perpendicularmente ao feixe de íons Ga+. A área 

de interesse foi exposta por fresagem FIB de uma vala em forma de U. As condições 

de moagem foram tensão de aceleração de 30 kV e uma corrente de feixe de 16 nA 

(para moagem grossa) e 2 nA para polimento. O fatiamento de FIB foi realizado a 20 

nm de espessura com uma corrente de feixe de íons de 1 nA. A imagem da 

superfície do bloco foi realizada em 1. 

As séries de imagens foram alinhadas e as estruturas de interesse foram 

segmentadas manualmente para a produção de modelos 3D utilizando o software 

open source IMOD. (Kremer et al., 1996). 
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3.11 Imunofluorescência para detecção da proteína S 

Células Vero-E6 cultivadas em lamínulas e infectadas com SARS-CoV-2 com 

MOI 0,01 foram fixadas com 48 e 72h de infecção com formaldeído a 3,7%. Na 

sequência, elas foram lavadas três vezes com PBS contendo 0,1 mM CaCl2 e 1 mM 

MgCl2 (PBS/CM) e permeabilizadas com 0,1% Triton X-100 mais 0,2% BSA em 

PBS/CM durante 10 minutos (PBS/CM/TBSA). As células foram incubadas com 

anticorpo policlonal de coelho anti-spike (#56578 - NOVUSBIO) em uma diluição de 

1:250 por uma noite e incubadas com anticorpo de um coelho anti-IgG-Dylight a uma 

diluição de 1:1000 por 1h. Para marcação dos núcleos, as células foram incubadas 

por 5 minutos em DAPI (1μg/mL). A análise de deu por microscopia de fluorescência 

com uma lente objetiva de 100x (Olympus, Tóquio, Japão) (Dias et al., 2020). 

 

3.12. Análise estatística 

Os dados gerados foram analisados pelo programa Past (Hammer et al., 2001).  

e os gráficos feitos por Excel. A determinação da significância entre os diferentes 

grupos experimentais foi realizada pela média e erro padrão a partir do teste ANOVA 

com pós teste Tukey. Ressaltamos que todos os experimentos foram realizados ao 

menos três vezes com replicatas técnicas. Intervalo de confiança de 95%, valores de 

p< 0,05 foram considerados significativos. * 
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4 RESULTADOS 

4.1 Morfologia e morfogênese de SARS-CoV-2 em células Vero-E6 

Revista: Memórias do Instituto Oswaldo Cruz 

Resumo  

Os coronavírus (CoVs) chamaram a atenção do mundo por causar surtos de 

síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV), na Ásia em 2002-03, e a síndrome 

respiratória do Oriente Médio (MERS-CoV), em 2012. Em dezembro 2019, mais uma 

vez, um novo coronavírus (SARS-CoV-2) identificado pela primeira vez em Wuhan, 

China, foi associado a uma infecção respiratória grave, conhecida hoje como 

COVID-19. Este novo vírus se espalhou rapidamente pela China e mais 30 países. 

Como resultado, a Organização Mundial da Saúde (OMS) elevou o status do surto 

de COVID-19 de emergência de preocupação internacional para pandemia em 11 de 

março de 2020. O impacto da COVID-19 na saúde pública e na economia alimentou 

uma corrida mundial para aprovar um tratamento terapêutico e agentes profiláticos, 

porém, até o presente momento, o desenvolvimento de sistemas in vitro para 

produção de massa viral e para testes de candidatos a antivirais é uma questão 

urgente. O objetivo deste trabalho é estudar a morfogênese do SARS-CoV-2 em 

células Vero-E6 em nível ultraestrutural. Neste estudo, documentamos, por 

microscopia eletrônica de transmissão e transcrição reversa seguida de reação em 

cadeia da polimerase em tempo real (qRT-PCR), a infecção de células Vero-E6 com 

amostras de SARS-CoV-2 isoladas de pacientes brasileiros. As células infectadas 

apresentaram efeito citopático e partículas de SARS-CoV-2 foram observadas 

aderidas à superfície celular e no lúmem de vesículas citoplasmáticas. A entrada do 

vírus nas células ocorreu pela via endocítica ou pela fusão do envelope viral com a 

membrana celular. Nucleocapsídeos foram observados dentro de cisternas do 

retículo endoplasmático rugoso (RER). A maturação viral parece ocorrer por 

brotamento das partículas virais do RER para o lúmen de vesículas de membrana 

lisa. Neste estudo, a suscetibilidade e permissividade das células Vero-E6 à infecção 

por SARS-CoV-2 foi demonstrada através de análises ultraestruturais. 
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4.2 Artigo 2: SARS-CoV-2: Caracterização ultraestrutural da morfogênese em 

um sistema in vitro 

Revista: Viruses (artigo submetido) 

 

Resumo  

A pandemia causada pelo novo coronavírus que promove síndrome respiratória 

aguda grave (SARS-CoV-2) impactou a saúde pública e a economia mundial e 

alimentou uma corrida mundial para aprovar agentes terapêuticos e profiláticos, 

porém até o presente momento não existem medicamentos antivirais específicos. A 

compreensão da biologia do vírus é o primeiro passo na estruturação de estratégias 

para combatê-lo e, neste contexto, vários estudos foram conduzidos com o objetivo 

de compreender o mecanismo de replicação do SARS-CoV-2 em sistemas in vitro. 

Neste trabalho, foram realizados estudos utilizando microscopia eletrônica de 

transmissão e varredura e microscopia eletrônica de reconstrução 3D com o objetivo 

de caracterizar a morfogênese do SARS-CoV-2 em células Vero-E6. Foram 

observadas várias alterações ultraestruturais como a formação de sincícios, 

projeções de membrana citoplasmáticas, acúmulo de corpúsculos lipídicos, 

proliferação de vesículas de membrana dupla derivadas do retículo endoplasmático 

rugoso e alteração de mitocôndrias. A entrada do vírus nas células ocorreu através 

da endocitose. Foram observadas partículas virais ligadas à membrana celular e em 

vários compartimentos celulares, e a exocitose da progênie viral ocorreu através da 

exocitose. Estes achados nos permitem inferir que as células Vero-E6 são altamente 

suscetíveis à infecção pelo SARS-CoV-2 e seu ciclo de replicação é semelhante ao 

descrito nos modelos in vitro do SARS-CoV e MERS-CoV.  
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4.3. Avaliação da ação antiviral do daclatasvir e da mefloquina em células 

Vero-E6 infectadas com SARS-CoV-2 

 

4.3.1. Análises ultraestruturais por MET 

 

4.3.1.1 Controle da cultura celular 

Monocamadas de Células Vero-E6 não infectadas e não tratadas com 

daclatasvir ou mefloquina foram coletadas com 48 h de cultivo e processadas por 

técnica padrão para estudos por MET. As análises revelaram células com estrutura 

preservada, com perfil mitocondrial, padrões de carioteca e cromatina dos núcleos, 

complexo de Golgi, retículo endoplasmático rugoso e os lisossomos normais. Poros 

nucleares apresentaram medidas em torno de 70-100nm e exibiram aparente 

normalidade da atividade nuclear (Figura 3A-G). 
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Figuras 3A-G: Células Vero-E6 não infectadas e não tratadas com mefloquina ou 

daclatasvir coletadas com 48 h de cultivo.  Células sem alterações morfológicas (A). 

Núcleo (A-C, E, G) retículo endoplasmático rugoso (E, F) e complexo de Golgi (B, C) 

com perfis normais. Mitocôndrias com as cristas dispostas regularmente (E, F), 

membrana nuclear com um perfil elétron-denso e bem delineada. Núcleo (A-C, E, G) 

e lisossomos contendo em seu lúmen material com diferentes perfis de elétron-

densidade (D). Poros nucleares com as medidas entre 70 e 100nm. 

 

4.3.1.2. Controle da infecção pelo SARS-CoV-2 da cultura celular 

Monocamadas de Células Vero-E6 infectadas com MOI de 0,01 e não 

tratadas com daclatasvir ou mefloquina foram coletadas com 48 h p.i. e processadas 

por técnica padrão para estudos por MET. As células exibiram diferentes alterações 

morfológicas tais quais: formação de sincícios, proliferação de vesículas de 

membrana dupla, figuras de mielina, projeções de membrana citoplasmática 

(filopódios), perfil mitocondrial alterado, nucléolos muito elétron-densos. Partículas 

virais foram observadas adsorvidas à membrana citoplasmática e em diferentes 

compartimentos celulares. As partículas viras observadas apresentaram diâmetro 

entre 80 e 120 nm (Figura 4A-E).  
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Figuras 4A-E: Células Vero-E6 48h p.i. com SARS-CoV-2, MOI de 0,01. 

Formação de sincícios e alterações no perfil das mitocôndrias,figuras de mielina 

(asterisco) (B, D) e proliferação de vesículas de dupla membrana (VDM) (D). 

Partículas virais (setas vermelhas) (A-E) adsorvidas à membrana citoplasmática e 

em diferentes compartimentos celulares.   

 

  4.3.1.3 Ação antiviral do Daclatasvir 

Para avaliar a citotoxicidade do daclatasvir, monocamadas de células Vero-

E6 não infectadas tratadas e coletadas com 48h de cultivo foram processadas por 

técnicas padrão e analisadas por MET. As análises revelaram perfis mitocondrial e 

nuclear normais. Os compartimentos celulares apresentaram-se dispostos de forma 

regular; por raras vezes foram observadas projeções da membrana citoplasmática e 

retículo endoplasmático rugoso espessado (Figura 5A-E).  
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Figuras 5A-E: Células Vero-E6 tratadas com Daclatasvir 10µM e coletadas com 48h 

de cultivo. Núcleos apresentando suas membranas bem delimitadas e de morfologia 

preservada (A, B, D, E). Mitocôndrias normais (A-E). Algumas poucas mitocôndrias 

apresentaram rompimento da membrana (E).  
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Após avaliação da citotoxicidade, foi avaliada a ação antiviral do Daclatasvir 

10 µM em células Vero-E6 infectadas com SARS-CoV-2. 

Células Vero-E6 infectadas com SARS-CoV-2 com MOI 0,01, tratadas com 

Daclatasvir a 10µM e coletadas com 48h p.i., exibiram perfil mitocondrial normal 

assim como os núcleos e lisossomos. As alterações morfológicas observadas foram: 

alteração no complexo de Golgi, presença frequente de vacúolos e de figuras de 

mielina, proliferação de vesículas de dupla membrana, projeções de membrana 

citoplasmática (filopódios) e espessamento de retículo endoplasmático rugoso. 

Raras partículas virais foram observadas no citosol e adsorvidas aos filopódios 

(Figura 6A-E).  
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Figura 6D-E: Células Vero-E6 infectadas com SARS-CoV-2 com MOI 0,01, 

tratadas com Daclatasvir a 10µM e coletadas com 48h p.i. Partículas virais (seta 

vermelha) adsorvidas à membrana citoplasmática (A, C, D, E) e à filopódios (A, B, 

C); raras partículas em vesículas no citosol (A). Retículo endoplasmático espessado 

(RER) (D, E) e figuras de mielina (asterisco) (D, E). 

 

 4.3.1.4 Ação antiviral da Mefloquina 

Para avaliar a citotoxicidade da mefloquina, monocamadas de células Vero-E6 não 

infectadas tratadas e coletadas com 48h de cultivo foram processadas por técnicas 

padrão e analisadas por MET. Nos pellets recolhidos havia um número bastante 

diminuído de células e as análises ultraestruturais revelaram diferentes alterações 

morfológicas, tais como: perfil mitocondrial anormal, núcleos apresentando carioteca 

espessada e desconectada dos corpos de cromatina, presença frequente de figuras 

de mielina, espessamento de ribossomos, vacúolos e corpúsculos amorfos elétron-

densos e espessamento das cisternas do complexo de Golgi e do retículo 

endoplasmático rugoso. Por raras vezes foram observadas projeções da membrana 

citoplasmática (Figura 7A-G).   
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Figura 7A-G: Células Vero-E6 não infectadas, tratadas com Mefloquina a 

10µM e coletadas com 48h de cultivo. Note ribossomos e nucléolo espessado (A), 

mitocôndrias alteradas (B, E, G), proliferação de vesículas de dupla membrana 

(VDM) (F), lisossomos com material amorfo elétron-denso em seu lúmen (cabeça de 

seta) (F) e inúmeras figuras de mielina (asterisco) (A, C, D, E, F, G). Membrana 

citoplasmática apresentando projeções de membrana (filopódios) (C, E). 

 

Após avaliação da citotoxicidade, foi avaliada a ação antiviral da mefloquina 

10 µM em células Vero-E6 infectadas com SARS-CoV-2 

Células Vero-E6 infectadas com SARS-CoV-2 com MOI 0,01, tratadas com 

Mefloquina a 10µM e coletadas com 48h p.i., exibiram alterações morfológicas como 

as observadas nas monocamadas tratadas não infectadas: perfil mitocondrial 

anormal, núcleos apresentando carioteca espessada e desconectada dos corpos de 

cromatina, presença frequente de figuras de mielina, espessamento de ribossomos, 

complexo de Golgi e retículo endoplasmático rugoso, presença de corpúsculos 

amorfos elétron-densos e filopódios. Não foram observadas partículas virais 

adsorvidas à membrana citoplasmática e no citosol (Figura 8A-E).  
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Figura 8D-E: Células Vero-E6 infectadas com SARS-CoV-2 com MOI 0,01, tratadas 

com Mefloquina a 10µM e coletadas com 48h p.i. Note ribossomos (A, D, E) e 
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retículo endoplasmático rugoso (RER) (B, C) espessados, perfil mitocondrial alterado 

(A, B, D, E), presença de figuras de mielina (asterisco) (E), membrana nuclear 

espessada (seta branca) (C), projeções de membrana citoplasmática (filopódios) (A). 

 
 

4.3.2 Avaliação de citotoxicidade da mefloquina e daclatasvir por MTT 

A análise de células metabolicamente ativas foi realizada pelo teste 

colorimétrico MTT. O tratamento da linhagem celular Vero-E6 com os fármacos 

candidatos a reposicionamento daclatasvir e mefloquina por 48h a 37ºC demonstrou 

distinto perfil citotóxico destes compostos. Os dados obtidos revelaram o percentual 

de viabilidade celular média de 94,27 ± 4,14 e 8,95 ± 2,45, respectivamente, para a 

concentração de 10µM dos compostos previamente citados. Os valores referentes à 

viabilidade celular foram normalizados a partir da média das células controle, 

expostas a DMSO, usado para ressuspender as moléculas, na mesma concentração 

que nas células tratadas, e revelaram elevada sensibilidade apenas nas células 

submetidas ao tratamento com a mefloquina (Figura 9). 

 

 

Figura 9: Percentual de células viáveis pós-tratamento com daclatasvir e 

mefloquina a 10µM. Células Vero-E6 incubadas por 48h com mefloquina 

apresentaram elevado efeito citotóxico, contrastando com as células tratadas com 

daclastavir que apresentaram citotoxicidade reduzida e bastante similar grupo ao 

controle.  
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 4.3.3 Titulação viral e quantificação de RNA viral a partir dos sobrenadantes 

das monocamadas pós-tratamento com daclatasvir e mefloquina 

 A titulação viral e a quantificação de RNA viral foram realizadas, 

respectivamente, por contagem de placas e qRT-PCR, após os ensaios de infecção 

viral em células Vero-E6.  

Para avaliar o melhor momento para a quantificação viral, foram realizadas 

coletas sucessivas do sobrenadante de células infectadas e quantificamos o RNA 

viral diferentes tempos pós-infecção (Figura 11A). Decidimos manter a infecção por 

até 48 horas, antes de nossas análises, pois nesse tempo temos o aumento de 

quase 2 logs na quantificação de RNA viral, além de evitarmos muitos ciclos de 

replicação, com a possível síntese de partículas defectivas, devido a sucessivos 

rounds de infecção.  

O tratamento da linhagem celular com os fármacos candidatos a 

reposicionamento Daclatasvir e mefloquina por 48h a 37ºC demonstrou que estas 

moléculas foram capazes de inibir a replicação viral. Através do ensaio de contagem 

de placas, os dados obtidos revelaram o percentual de inibição média de 100% e 

80%, respectivamente. Os valores referentes à inibição da replicação viral foram 

comparados com a média dos valores encontrados nos sobrenadantes das células 

controle, apenas submetidas a infecção sem nenhum tratamento (Figura 11B). A 

titulação viral por ensaio de placa mostra a capacidade de replicação viral após os 

tratamentos e a inibição observada se refletiu na análise da quantificação de RNA 

viral, uma vez que ambas foram reduzidas na presença dos fármacos (Figura 11C). 
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Figura 10: Titulação viral e quantificação de RNA viral pós-tratamento com 

antivirais. Inicialmente, realizamos uma curva quantificando RNA viral no 

sobrenadante de células infectadas. Para tal, células Vero-E6 foram infectadas com 

SARS-CoV-2 no MOI de 0,01 por 1h a 37ºC. Após esse período o meio de cultura foi 

trocado por outro e o sobrenadante foi recolhido e armazenado a -70ºC nos tempos 

de 1, 24, 48 e 72 h pi, quando o RNA viral foi quantificado por qRT-PCR (número de 

cópias de RNA/mL) (A). Posteriormente, o mesmo ensaio de infecção foi realizado, 

porém após 1h de infecção o meio adicionado estava suplementado com as 

moléculas a serem testadas (daclatasvir e mefloquina a 10µM), e passadas 48h da 
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infecção, o sobrenadante viral foi recolhido e armazenado a -70ºC, para então ser 

realizada a análise da progênie viral por ensaio de placa (PFU/mL), para quantificar 

a capacidade replicativa viral (B) e por qRT-PCR, para quantificar o RNA viral (C). A 

análise estatística foi obtida em comparação ao grupo controle. N=3, *p<0.05, 

**p<0.5. (CI-Controle Infectado) 
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5 DISCUSSÃO 

5.1 Morfologia e morfogênese do SARS-CoV-2 em células Vero-E6 

Microscopias eletrônicas de transmissão e de varredura de alta resolução e a 

reconstrução tridimensional foram utilizadas no presente estudo com o objetivo de 

verificar a morfologia e morfogênese da biossíntese do SARS-CoV-2 em culturas de 

células Vero-E6 quando infectadas com o SARS-CoV-2, caracterizar as principais 

alterações celulares induzidas pela infecção, bem como o ciclo replicativo do vírus.  

Em células Vero-E6 diferentes alterações morfológicas foram observadas em 

48 e 72h p.i. dentre as quais, a ativação celular que foi evidenciada por uma 

marcante alteração da topografia da membrana citoplasmática representada pela 

presença de numerosos filopódios com partículas virais associadas. A conexão entre 

as células adjacentes mediada por esses filopódios também foi observada. 

Acreditamos que o papel dos filopódios neste modelo in vitro esteja associado à 

potencialização da infecção. Estudos anteriores in vitro com células Vero infectadas 

com SARS-CoV e SARS-CoV-2 corroboram nossos achados (Ng et al., 2003; 

Caldas et al., 2020; Barreto-Vieira et al., 2020). Os vírus envelopados podem se 

disseminar por duas rotas diferentes: livre em ambiente aquoso ou pelo contato 

célula a célula (Sherer et al., 2007; Mothes et al., 2010; Chang et al., 2016). A 

propagação viral através do contato célula a célula tem vantagens exclusivas: a 

velocidade da transferência das partículas é maior podendo então resultar em ciclos 

replicativos mais rápidos, e a evasão do sistema imune, pois a exposição limitada no 

espaço extracelular evita a interação com anticorpos neutralizantes. Por último, ao 

explorar a comunicação célula a célula, as barreiras físicas e imunológicas podem 

ser superadas para disseminar a infecção (Chang et al., 2016, Tiwari et al., 2015).  

Os vírus podem sequestrar o sistema de filopódios para seu próprio uso 

durante o ciclo viral sob as seguintes estratégias: “surfing viral” (os filopódios 

funcionam como trilhos que carreiam as partículas virais em direção ao citosol), 

retração filopodial (os filópodios contendo partículas virais aderidas se retraem em 

direção ao citosol) e pontes filopodiais (comunicação entre células adjacentes via 

filopódios objetivando a transferência de partículas virais) (Tiwari et al., 2015; Chang 

et al., 2016).  
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A formação de sincícios em monocamadas das células Vero-E6 48 e 72h p.i. 

com SARS-CoV-2 foi comumente observada em nossas análises, como formação de 

figuras de mielina indicando autofagia celular. Estudos ultraestruturais anteriores 

demonstraram a ocorrência ocasional de células sinciciais multinucleadas quando 

células Vero foram infectadas com SARS-CoV (Goldsmith et al., 2004).  Nossa 

análise demonstrou acúmulo de corpúsculos lipídicos em células infectadas, o que é 

corroborado por um estudo anterior conduzido pelo nosso grupo (Dias et al., 2020). 

No estudo mencionado, a infecção in vitro por SARS-CoV-2 modulou as vias de 

síntese e captação de lipídios, conforme monitorado por testes de expressão de 

CD36, SREBP-1, PPARγ e DGAT-1 em monócitos e desencadeou a formação de 

corpúsculos lipídicos em diferentes linhagens de células humanas. A análise 

ultraestrutural por microscopia eletrônica de transmissão de células Vero-E6 

infectadas com SARS-CoV-2, detectou partículas virais co-localizadas com os 

corpúsculos lipídicos, sugerindo que estes podem servir como uma plataforma de 

montagem das partículas. A inibição da formação de corpúsculos lipídicos em Vero-

E6 resultou na diminuição da replicação de SARS-CoV-2 (Dias et al., 2020). Nossos 

dados também são corroborados com os achados de Nardacci et al. (2021) que 

demonstrou que a infecção por SARS-CoV-2 induz o acúmulo de corpúsculos 

lipídicos, tanto em estudos in vitro quanto em pneumócitos do tipo II de pulmão de 

pacientes infectados. Além disso, os corpúsculos lipídicos foram frequentemente 

observados em contato próximo com mitocôndrias espessadas e podem participar 

de mecanismos de citopatogênese (Nardacci et al., 2021).  

Partículas de SARS-CoV-2 aderidas à membrana citoplasmática com 

diâmetro médio de 66 nanômetros, e morfologia esférica exibindo projeções em seu 

envelope, característica de vírus pertencentes à família Coronaviridae, foram 

mostradas no presente estudo. Estes dados são muito consistentes com estudos 

anteriores in vitro com SARS-CoV (Qinfen et al., 2004) e SARS-CoV-2 em que o 

diâmetro do vírion variou de 50 a 200 nm (Chen et al., 2020; Zhu et al., 2020; Wu, et 

al., 2020; Park et al., 2020). Nossos estudos demonstram que a internalização do 

SARS-CoV-2 em Vero-E6 ocorre mais comumente por endocitose, embora a fusão 

do envelope do vírus com a membrana celular também tenha sido observada. Estes 

dados são consistentes com nossos estudos anteriores com SARS-CoV-2 (Barreto-

Vieira et al., 2020) e com os da literatura no que diz respeito à estudos com o SARS-
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CoV e MERS-CoV que suportam ambos os mecanismos (Qinfen et al., 2004; Song 

et al., 2019; Ng et al.; 2003).  

Observamos a formação de VDMs localizadas próximo ao RER, sugerindo 

que essas vesículas resultam da remodelação das membranas do RER. Foi 

observada a presença de filamentos semelhantes a RNA e material elétron-denso no 

lúmen das VDMs. VDMs são induzidas durante a replicação de uma variedade de 

vírus de genoma RNA (Paul et al., 2013; Wolff et al., 2020; Zhou et al., 2020) e 

foram identificados como o único compartimento onde ocorre a transcrição do RNA 

viral para coronavírus (Snijder et al., 2020). Análises morfológicas de diferentes 

linhagens celulares infectadas com SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2, 

demonstram que as VDMss são derivadas do RER. Estudos sobre SARS-CoV e 

MERS-CoV demonstram que as proteínas não estruturais 3 e 4 do vírus foram 

predominantemente responsáveis por orquestrar o processo de formação das VDMs 

(Oudshoorn et al., 2017; Knoops et al., 2008; Mendonça et al., 2020; Cortese et al., 

2020). Em alguns desses modelos, o lúmen RER constitui o espaço entre a 

membrana interna e externa da VDM, enquanto o espaço fechado é de origem 

citoplasmática e enriquecido em RNA de fita dupla (RNAd) (Klein et al., 2020).  

Nossos dados corroboram os achados dos estudos SARS-CoV e MERS-CoV, bem 

como a análise com Vero-E6 e linhagens de células pulmonares humanas (Calu3) 

infectadas com SARS-CoV-2, nas quais foram encontrados VDMs contendo RNA 

viral em seu lúmen (Klein et al., 2020; Barreto-Vieira et al., 2020; Caldas et al., 2020; 

Wolff et al., 2020). Um estudo utilizando criomicroscopia eletrônica para análises de 

células infectadas com SARS-CoV-2 identificou um complexo de poros moleculares 

abrangendo ambas as membranas das VDMs, que seria responsável em 

interconectar o interior das vesículas com o citoplasma o que permitiria a liberação 

de RNA recém-sintetizado do interior da VDM para o citoplasma (Klein et al., 2020) 

Observamos vesículas intermediárias (VIs) associadas à VDMs, bem como a 

presença de partículas virais brotando das membranas das VDMs para o lúmen das 

VIs, sugerindo que parte da montagem das partículas pode ocorrer nesta local. 

Observou-se a proximidade das VIs com o complexo de Golgi, fato que nos permite 

inferir uma possível relação entre as VIs e o complexo de Golgi. Knoops et al. (2008) 

observaram formação de membranas convolutas, frequentemente em estreita 

proximidade com aglomerados de VDMs em células Vero-E6 infectadas com SARS-

CoV. Os autores sugerem que essas estruturas são provavelmente idênticas às 
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"inclusões reticulares" que foram observadas pela primeira vez em células infectadas 

com vírus da hepatite de camundongos (David-Ferreira et al., 1965) e que foram 

posteriormente referidas como 'grupos de cisternas tubulares', que podem ter uma 

conexão com o compartimento intermediário do retículo endoplasmático-Golgi 

(ERGIG) (Krijnse-Locker et al., 1994). As proteínas estruturais M, N, E e S, 

juntamente com o RNA genômico, conduzem a montagem de novas partículas de 

vírus, que no caso de outros coronavírus ocorrem no ERGIG (Perlman, 2020), este 

achado é corroborado em nosso estudo.  

Observamos vírions em múltiplas vesículas lisas na periferia da célula, 

próximo à membrana celular. A fusão da membrana das vesículas lisas com a 

membrana celular resultando na liberação das partículas também foi observada. O 

mecanismo de liberação de progênie viral por exocitose foi detectado em nossos 

estudos anteriores com SARS-CoV-2 (Barreto-Vieira et al., 2020) e corroborados por 

resultados apresentados por Qian et al. (2013) em estudos in vitro com linhagens de 

pneumócitos do tipo II infectadas com SARS-CoV, nos quais os vírions foram 

encontrados em vesículas secretoras de paredes lisas expandidas no citoplasma 

das células e por Qinfen et al. (2004) que mostrou em células Vero-E6 infectadas 

com SARS-CoV, partículas de vírus dentro de vesículas lisas na periferia da célula e 

eventualmente fundidas com a membrana celular.  

5.2 Antivirais  

Nosso estudo avaliou não só a permissividade das células Vero-E6 a infecção 

pelo SARS-CoV-2, como também sua susceptibilidade a ação de moléculas já 

apontadas como capazes de inibir a replicação deste vírus in vitro (Zhou et al., 2020; 

WHO, 2020). 

Avaliamos a ação do daclatasvir sobre a infecção, e nossos dados são 

corroborados por outros já publicados por Sacramento et al. (2020), que testou dois 

inibidores da replicação do HCV, sofosbuvir e daclatasvir, sobre a replicação do 

SARS-CoV-2, sugerindo o reposicionamento destas moléculas. Seus dados 

mostram que o daclatasvir e o sofosbuvir atuam em sinergia e são capazes de inibir 

a replicação do SARS-CoV-2 em linhagens celulares relevantes, como os 

pneumócitos tipo II (Calu-3). Nossos resultados revelaram que em células Vero-E6 a 
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ação do daclatasvir em isolado foi expressivo contra a replicação do SARS-CoV-2 

sem grandes danos a integridade celular. 

Estudos clínicos já foram iniciados no Egito e no Brasil (Ministério da Saúde, 

2020) para avaliar a eficácia do Daclatasvir e Mefloquina, que já vêm se mostrando 

promissoras para o tratamento da COVID-19. 

Além do reposicionamento de antivirais, moléculas com ação frente a outros 

patógenos também já foram indicadas como inibidoras do SARS-CoV-2, por 

exemplo as aminoquinolinas, que são conhecidas por sua ação antimalárica. A 

cloroquina e a hidroxicloroquina fizeram parte do primeiro grande estudo clínico 

realizado pela OMS, o Solidarity, que não apontou essas duas moléculas como 

promissoras. No entanto, outra aminoquinolina, a mefloquina, já apresentou 

relevante efeito inibitório sobre coronavirus. Os dados de Fan et al. (2020) sobre a 

ação antiviral da mefloquina frente o coronavírus de pangolim 

(GX_P2V/pangolin/2017/Guangxi) corroboram nossos achados em relação ao 

SARS-CoV-2, uma vez que também observamos inibição total da replicação viral 

com a mefloquina a 10 µM. 

Fan et al. (2020) mostraram por diferentes técnicas a modulação de efeito 

antiviral que a cloroquina e a mefloquina geraram em monocamadas de células 

derivadas de pneumócitos humanos, assim como observamos em nossos estudos 

utilizando células Vero-E6, que também corroboraram o efeito inibitório da 

replicação. Além disso, em nosso trabalho e no de Fan et al. (2020), a microscopia 

eletrônica de transmissão demostrou um estresse (e morte) celular interessante, 

refletido em uma diminuição do pellet gerado, em comparação com outros 

compostos testados. 

Até então entendia-se que os coronavírus utilizavam da maquinaria do 

complexo de Golgi para sua maturação e liberação para o meio extracelular, e que a 

cloroquina atuava na alcalinização do meio intracelular impedindo o complexo de 

Golgi de desempenhar sua função na replicação viral. Um estudo conduzido por 

Tooze et al. (1987) utilizando linhagem celular de tumor de glândula pituitária de 

camundongos (Att20) tratada com cloroquina a 200 µM e infectada com coronavírus 

(MHV A59) demonstrou a contínua maturação de partículas elétron-densas. Os 

autores relataram que os agregados proteicos associados as DMV’s e VI’s deixaram 

de ser observados por MET. Nosso trabalho diferencia-se do previamente citado em 

tempo de infecção, concentração do fármaco testado e linhagem celular, e em 
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resultado, visto que nosso tratamento foi capaz de inibir a replicação viral em células 

Vero-E6. 

Nessa dissertação, além de demonstrarmos a alta susceptibilidade das 

células Vero-E6 quando infectadas com SARS-CoV-2 e caracterizarmos a 

morfogênese do SARS-CoV-2 nesta linhagem celular, demonstramos também como 

a microscopia eletrônica é essencial para a análise de um agente causador de uma 

doença desconhecida, situação já vivida em 2003 com a SARS-CoV (Ksiazek et al., 

2003), Ebola (Johnson et al., 1977; Bowen et al., 1977, Pattyn et al., 1977), Hendra 

(Murray et al., 2000), Nipah (Chua et al., 2000), e monkeypox (CDC, 2003). Os 

dados apresentados neste estudo são importantes para uso no desenvolvimento de 

sistemas modelo para avaliar abordagens terapêuticas. 
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6 PERSPECTIVAS 

 Publicação de um artigo sobre os protocolos de processamento das amostras 

para análises por microscopia eletrônica de transmissão; 

 

 Publicação dos dados referentes às análises da ação antiviral do daclatasvir e 

da mefloquina em células Vero-E6 infectadas com o SARS-CoV-2;  

 

 Confecção e submissão de projeto para o Comitê de Ética em Pesquisa 

(CEP) – Fiocruz, objetivando a utilização de amostras provenientes de casos 

humanos de COVID-19 que evoluíram para óbitos, visando estudos 

morfológicos e ultraestruturais de diferentes tecidos.  
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7 CONCLUSÕES 

As células Vero-E6 são susceptíveis e permissivas ao vírus SARS-CoV-2 e bom 

modelo para produção de massa viral para estudos da replicação viral in vitro;  

 

Que a metodologia de MET e outras podem ser utilizadas para avaliar mudanças 

na estruturas das partículas virais e das células infectadas e das mesmas 

tratadas com antivirais, avaliando os sítios de inibição da replicação viral; 

 

Nosso estudo tem importância para validação do modelo celular para testes pré-

clínicos de antivirais, uma vez que observamos a inibição da replicação viral, 

assim como outros grupos já observaram com os mesmos fármacos; 

 

Nossas observações ultraestruturais acrescentam no conhecimento básico e 

translacional do estudo com antivirais com potencial para uso clínico para o 

tratamento da COVID-19 
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9.3 Artigos submetidos durante o desenvolvimento da dissertação   

9.3.1. Unlike Choroquine, mefloquine inhibits SARS-CoV-2 infection in 

physiological relevant cell and does not induce viral variants  
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9.3.2.: Inactivation of SARS-CoV-2 by a novel Chitosan/α-Ag²WO4 Composite 
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