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Sumario

Este trabalho tem como objectivo investigar e refletir sobre o futuro das moléculas
antivirais, através de uma intensiva pesquisa bibliogréfica e leitura de artigos cientificos
sobre as propriedades e desenvolvimento dos antivirais e quais os desafios que a
virologia encontra no desenvolvimento de antivirais eficazes e seguros. Esta pesquisa
coloca de imediato duas questdes pertinentes: aperfeicoamento de antivirais ja
existentes e aplicar as novas tecnologias na descoberta de novos mecanismos de acgao e

consequente desenvolvimento de novos farmacos.

Apesar do conhecimento adquirido nesta area ao longo de varias décadas, este tipo de
farmacos continua a ser produzido numa quantidade muito inferior a que seria
desejavel. O défice observado podera estar relacionado com a dificuldade que os
investigadores encontram em ultrapassar as maiores limitagcbes dos antivirais, como
toxicidade, laténcia viral, discrepancia entre fase de tratamento e diagndstico e
resisténcia adquirida dos virus a estes farmacos. As dificuldades nas etapas finais desta
pesquisa como 0s ensaios clinicos em humanos, também surgem como um obstaculo ao

seu desenvolvimento. (Saxena et al., 2009).

Estando as infecdes virais entre as maiores causas de morbilidade e mortalidade no
mundo inteiro, importa refletir sobre o futuro dos farmacos antivirais como tratamento,
direcionando a atencdo para 0S que se encontram neste momento ainda numa fase
precoce de desenvolvimento e apontar estratégias no sentido de melhorar este tipo de

terapia.



Abstract

This paper aims to investigate and reflect on the future of antiviral molecules, through
an intensive literature search and reading of scientific articles on the properties and
development of antiviral agents and what challenges virology is to develop safe and
effective antiviral. This research raises two questions immediately relevant:
improvement of existing antivirals agents and apply new technologies in the discovery

of new mechanisms of action and consequent development of new drugs.

Despite the knowledge acquired in this area over decades, such drugs continue to be
produced in an amount much lower than would be desirable. This deficit observed may
be related to the difficulty that investigators are to overcome the major limitations of
antiviral such as toxicity, viral latency, phase discrepancy between the treatment and
diagnosis of virus and acquired resistance to these drugs. The difficulties in the final
stages of this research and clinical trials in humans, also appear as an obstacle to its

development (Saxena et al., 2009).

Being viral infections among the major causes of morbidity and mortality in the
worldwide, it is important to reflect on the future of antiviral drugs as treatment,
directing attention to those who are currently at an early stage of development and

strategies to improve this type of therapy.
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Introducéo

Os virus infetam todas as formas celulares de vida, desde os eucariotas (animais
vertebrados, invertebrados, plantas e fungos) aos procariotas (bactérias e archaea),

chegando mesmo a perturbar o ciclo viral de outros virus (Flint et al., 2009).

Um dos primeiros registos foi de uma infecdo virica de que ha conhecimento tera sido
encontrado num hieroglifo proveniente da capital do Antigo Egito, Memphis, datada de
3700 a.C. Nele, retratava-se um sacerdote que aparentava, segundo a descricéo, aquilo

que hoje em dia sabemos ser poliomielite (Cann, 2005).

Assim, e ao longo de varios séculos, surgiram Vvarias tentativas no sentido de perceber a
origem destas doencas para as quais néo se tinha encontrado ainda qualquer tipo de cura
(Enquist, 2009).

O virus, como agente submicroscopico, s6 pode ser visualizado através de microscopia
eletronica, pois o seu tamanho varia na ordem de nandmetros (na escala de
milionésimos de milimetros). O surgimento do primeiro microscépico eletronico data os
anos 1930 e foi um marco importante na historia da virologia, pois foi a partir desta
descoberta que ja foi possivel confirmar a dimensdo submicroscépica do virus, ao
mesmo tempo que foi possivel fazer uma classificacdo racional do virus (Flint et al.,
2009).

Ao longo do tempo foram estudas e elaboradas diretrizes para compreender o
mecanismo 0s virus e assim ser possivel de identificar quais as formas de prevencéo de
determinada doenca causada por virus, como também desenvolver farmacos capazes de

controlar a infe¢do causada por este (Blair et al., 1998).

Ainda que a defini¢cdo mais basica que podemos encontrar sobre virus €: “ Os virus sdo
parasitas intracelulares obrigatorios, de dimensdes submicroscépicas” (Carter e
Saunders, 2007). Esta definicdo permite-nos compreender algo de importante no
funcionamento dos mesmos que é a necessidade da existéncia de um hospedeiro para

realizar a sua fungéo de replicacéo.

Assim, para que haja replicagdo do virus, € necessario que este entre na celula pela
transposicdo da membrana celular. A membrana celular € uma barreira fisica da propria

célula.
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Quando dentro da célula, o virus precisa replicar o seu acido nucleico, e para isso usa
parte da maquinaria que € sintetizada pela célula hospedeira. Depois, 0 &cido nucleico e
as proteinas virais sdo transportados na célula para locais de montagem, onde se da a
formacdo de uma nova progénie de particulas virais infetantes, que sdo finamente

liberadas para fora da célula” (Simoni, 2003; Luria, 1978).

A crescente incidéncia de patologias provocadas pelo virus fizera com que houvesse a
necessidade de estudo e de desenvolvimento de farmacos. O objectivo destes quimicos é
atuar nas diferentes etapas da replicacdo do virus, o que fard com que haja uma inibigéo

da replicacédo (Clercq, 2004).

Idealmente, este tipo de antivirais ndo deve interferir nos mecanismos de defesa da
célula contra a infecdo, mas sim complementar a imunidade e a resposta humoral de

anticorpos para deter a reproducdo viral (Flint et al., 2009).

Embora muitos dos virus tenham ja& sido descobertos, novos virus continuam a surgir
exigindo um aprofundamento cada vez maior acerca da sua forma de funcionamento,
contribuindo assim para o estudo da sintese de farmacos cada vez mais eficazes, quer

nos virus ja conhecidos, quer nos que ainda possam surgir (Simoni, 2003).
A virologia encontra pela frente um grande desafio, por varios motivos:

e Constante aparecimento de novos virus, bem como a variabilidade genética
inerente de muitos virus ja conhecidos;

e Os alvos disponiveis sdo reduzidos, uma vez que existe uma estreita relacéo
entre o virus e a célula hospedeira, o que dificulta a tarefa de encontrar um

antiviral que ndo afete a célula hospedeira
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Capitulo I - Introducdo a virologia
1. O surgimento da virologia como ciéncia

O primeiro registo de uma infegdo virica de que ha conhecimento tera sido encontrado
num hierdglifo proveniente da capital do Antigo Egito, Memphis, datada de 3700 a.C.
Nele, retratava-se um sacerdote que aparentava, segundo a descricdo, aquilo que hoje

em dia sabemos ser poliomielite (Cann, 2005).

Este registo leva-nos a perceber a importancia das infecdes viricas para as civilizaces

mais longinquas, percorrendo e afetando varias das Antigas Civilizacdes.

Assim, e ao longo de varios séculos, surgiram varias tentativas no sentido de perceber a
origem destas doencas que limitavam de forma marcante a evolugdo das sociedades
(Enquist, 2009).

Em 1880 Robert Kock e Louis Pasteur propuseram a “teoria dos germes”, escrevendo
postulados que, segundo eles, permitiam a identificacdo de agentes infeciosos, caso
estes postulados fossem verificados. No entanto, Pasteur ndo foi capaz de distinguir
bactérias de outros agentes causadores de doencas (Flint et al., 2009).

Foi em 1892 que Dmitri lvanovsky, um botanico russo, mostrou que extrato de plantas
de tabaco infetadas podiam contaminar outras plantas, apos passagem por filtros de
porcelana suficientemente finos para reter as bactérias mais pequenas conhecidas até
entdo. Dmitri descobre assim a doenca do mosaico do tabaco, cujo agente causador, ndo
era retido pelos filtros. No entanto, ndo entendeu na totalidade o significado destes

resultados (Ferreira e Sousa, 1998)

Em 1930 V. Zworkin, inventa o microscépio eletronico revolucionando a virologia,
confirmando a dimens&o submicroscopica dos virus (de 20 nm a 600 nm) (Flint et al.,
2009).

O surgimento da bioquimica viral, dos anos 30 aos anos 50, veio confirmar a
constitui¢do dos virus por acido nucleico, portador de informacdo genética sob a forma
de RNA nuns e de DNA noutros (Flint et al., 2009).
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De uma maneira geral, nos anos 30 e décadas subsequentes, virologistas pioneiros como
Salvador Luria, Max Delbruck e outros, usaram virus bacteriéfagos como modelos para
investigar muitos aspetos da virologia, incluindo a sua estrutura, genética e replicagéo.
A restante historia da virologia baseia-se essencialmente no desenvolvimento de
técnicas experimentais e sistemas nos quais 0s virus possam ser estudados, bem como

as células hospedeiras, cujo papel ira ser abordado posteriormente.

Os estudos realizados pela virologia no sentido do conhecimento do metabolismo viral
permitiram saber em que situacdes os virus utilizam as suas proprias enzimas no seu
ciclo de replicacdo. A partir daqui tornou-se entdo possivel tentar desenvolver farmacos

que inibissem as proteinas virais especificamente. (Murray et al., 2009).
2. A importancia da virologia

A Virologia é uma ciéncia que estuda os virus, esta contudo tradicionalmente incluida
na Microbiologia pois esta disciplina detém o seu foco de estudo sobre os seres vivos de
dimensfes microscopicas. A virologia tem extrema importancia para a humanidade,
uma vez que 0s virus sdo ameacas a salde humana. Como grandes ameacas
identificamos, por exemplo, o VIH, Hepatite B. Papiloma virus, Sarampo e Gripe, entre
outros (Flint et al., 2009).

Os virus afetam todas as formas da vida celular: eucariontes (animais vertebrados,
animais invertebrados, plantas, fungos) e procariontes (bactérias e archaea). E 6bvia a
presenca de virus em organismos hospedeiros que apresentam sinais de doenca. No
entanto, muitos organismos saudaveis sdo hospedeiros de infecdes ndo-patogénicas,
alguns dos quais estdo ativos, enquanto alguns sdo quiescentes. Além disso, 0s virus

também podem ser encontrados no ar, solo e agua (Flint et al., 2009).

A nossa espécie é o0 objeto de estudo que detém maior atencdo para a virologia, pois é
de todo 0 nosso interesse perceber mais sobre 0s agentes e processos que afetam a nossa

saude.

Existe uma forte correlacdo entre a intensidade com que é encontrado um virus numa
espécie e a o estudo que € feito sobre essa mesma espécie. Por isso, ndo é novidade
nenhuma que o nimero de virus humanos estudados seja maior que virus que afetam

qualquer outra espécie. Novos virus humanos sao encontrados continuamente.
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Sem duavida que os virus encontrados até hoje representam uma pequena fracdo dos
virus que existem na terra. A presenca de virus, assim como potenciais hospedeiros tém
ainda que ser estudados em muitas plantas, animais, fungos e bactérias, pois muitos

continuam por descobrir (Flint et al., 2009).

Além disso, a anélise do DNA a partir de ambientes naturais apontam para a existéncia
de muitas espécies de bactérias que ainda néo foram isoladas em laboratdrio. E provavel

que estas bactérias também sejam hospedeiras de virus (Cann, 2005).
3. Razdes para estudar os virus

Os virus por provocarem doencas infeciosas afetam o bem-estar da sociedade. Os virus
provocam doengas que podem ir desde a simples constipacdo até doencas letais, como a
raiva, por exemplo, ou a variola que teve grande impacto no passado, ou até mesmo o

VIH que continua a ter grande importancia nos dias de hoje (Carter e Saunders, 2007).

Figura 1-Doente infetada com o virus variola. Retirado de OMS adia destruicdo do virus da variola. Em
linha. Disponivel em <http://www.bbc.co.uk/portuguese/ciencia/020518_variolaae.shtml> [Consultado
em Setembro de 2012]

E portanto, de extrema importancia que se estudem os virus, para que se compreenda a
sua natureza, como eles se reproduzem e como causam as doencas. E através deste
conhecimento que € possivel desenvolver métodos eficazes de prevencéo, diagnostico e
tratamento, bem como medicamentos antivirais. Estas aplicagdes técnicas constituem,
portanto, os principais aspetos da ciéncia da virologia (Carter e Saunders, 2007; Flint et
al., 2009).



Moléculas Antivirais — Que futuro?

A virologia veterinaria e a virologia vegetal sdo igualmente importantes devido ao
impacto econémico dos muitos virus que causam doencas em animais e plantas.
Podemos identificar a febre aftosa e o virus do arroz moodle (Flint et al., 2009; Field et
al., 2011).

Figura 2- Febre afetosa. Retirado de VVegana animais. Em linha. Disponivel em
<http://veganaporamoraosanimais.blog.terra.com.br/2011/09/20/febre/> [Consultado em Setembro 2012].

Os virus poderdo igualmente causar danos econémicos na industria alimentar, pois 0s
fagos podem infetar as bactérias lacticas que sdo responsaveis pela fermentacdo do
acido latico. O &cido latico é usado: na industria alimenticia para producdo (queijos,
iogurtes, em sintese organicas na fabricacdo de tintas, vernizes, polimeros, entre outros
(Carter e Saunders, 2007).

Figura 3- Fago ampliado 250.000 vezes. Retirado de Cientista Em linha. Disponivel em
<http://isaninhacientista-minicientista.blogspot.pt/2012_04_01_archive.html> [Consultado em Setembro
2012].
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O estudo dos virus tem ainda outras aplicagdes, tais como:

a)

b)

d)

f)

9)

Fagotipagem de bactérias: alguns tipos de bactérias como a Salmonela séo

classificadas como estirpes com base no espectro de fagos. A identificacdo deste
tipo de fagos isolados pode fornecer-nos informacgfes epidemioldgicas Uteis
durante surtos causados por este tipo de virus (Carter e Saunders, 2007).

Identificacdo das fontes de enzimas, pois uma parte das enzimas usadas em

biologia sdo enzimas virais, como por exemplo polimerases de RNA a partir de
fagos (Carter e Saunders, 2007).

Pesticidas: Os virus sdo igualmente usado para controlar pragas. O virus
mixoma, por exemplo, foi usado para controlar pragas de coelhos (Carter e
Saunders, 2007).

Agentes anti bacterianos: inicialmente, no século XX, os fagos foram utilizados

para o tratamento de algumas infecBes bacterianas nos humanos. Esta técnica
entrou em desuso com a descoberta de antibidticos. No entanto, esta técnica foi
retomada com o surgimento de estirpes bacterianas resistentes aos antibidticos
(Carter e Saunders, 2007).

Agentes anticancerigenos: algumas estirpes de virus geneticamente modificados

estdo a ser estudados para o tratamento de cancros, tais como o virus do herpes
simplex e o virus vaccinia. Estas estirpes foram modificadas de modo a serem
capazes de infetar e destruir as células tumorais, mas sao incapazes de infetar as
celulas “normais” (Carter e Saunders, 2007).

Vetores de genes para a producdo de proteina: alguns virus sdo utilizados como

vetores para transferir genes para células animais em cultura. Esta tecnologia
pode ser utilizada para a producédo de proteinas em massa. Como exemplo deste
virus temos o adenovirus (Carter e Saunders, 2007).

Vetores de genes para o tratamento de doencas genéticas: criangas com

imunodeficiéncia genética combinada grave foram tratadas com sucesso com a
utilizacdo de retrovirus como vetores para introduzir nas suas células estaminais
uma coépia ndo modificada do gene responsdvel por essa doenca (Carter e
Saunders, 2007).
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4. Contributo do estudo de virus para o desenvolvimento cientifico

Carter e Saunders (2007) referiram que muito do conhecimento béasico de biologia

molecular, biologia celular e cancro derivaram de estudos sobre virus. Ao longo deste

ponto destacamos alguns exemplos:

a)

b)

Foi através de uma experiencia realizada em 1952 por Alfred Hershey e Chase
Martha, onde foi usado o fago T2 e E. coli, que foram fornecidas fortes
evidéncias de que os genes sdo compostos por DNA.

Os primeiros promotores a serem caracterizados estavam em genes do virus
Simio 40 (SV40).

O primeiro fator de transcricéo a ser caracterizado foi o transplante de antigénio
(T) de SV40.

O primeiro sinal de localizacdo nuclear de uma proteina foi identificado no
antigénio (T) do SV40.

Os Intrdes foram descobertos durante os ensaios de transcri¢do do adenovirus.

O papel da estrutura da extremidade 5 do mensageiro eucariético de RNA foi
descoberto durante os estudos do virus vaccinia e de um reovirus.

A primeira entrada interna ribossomal a ser descoberta foi encontrada no RNA

do poliovirus.
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Capitulo Il - Virus
1. O que sdo Virus

Tal como foi referido no capitulo anterior, os virus sdo alvo de estudo por parte de
virologistas, pois é de extrema importancia o entendimento de como afeta, ndo s6 o

homem mas também todo o ecossistema que nos envolve.

Deste modo, sera relevante, antes de entender o modo de funcionamento de um virus,

descrever a sua estrutura.

A definicdo mais basica que podemos encontrar sobre virus €: “ Os virus sdo parasitas

intracelulares obrigatdrios, de dimensdes submicroscépicas” (Cann, 2005).

Esta definigdo fica por isso muito aquém ndo nos permitindo diferenciar os virus de
outros grupos de organismos vivos de carater patogénico, nomeadamente algumas
bactérias, igualmente parasitas intracelulares, mesmo que por um curto periodo de

tempo.

Segundo Carter e Saunders (2007), o desenvolvimento do conhecimento da estrutura
das particulas viricas e os mecanismos pelos quais se reproduzem nas células

hospedeiras, permitiram formular definicdes mais precisas que compreendem:

= O virus é um parasita intracelular obrigatorio, de carater infecioso.

= O genoma viral contém DNA e/ou RNA.

= Dentro da célula hospedeira apropriada, o genoma viral controla a sintese de
todos os componentes virais, elaborada pelos sistemas celulares.

= Qs virides, particulas infeciosas provenientes do virus, sdo formados a partir dos
novos componentes, sintetizados no interior da célula.

= O virido formado durante o ciclo de infecdo € o veiculo de transmissdo do

genoma viral para a proxima célula hospedeira, iniciando um novo ciclo.

Os virus sdo, na sua generalidade muito simples, dependendo dos seus hospedeiros para
as suas necessidades, incluindo componentes essenciais como aminoacidos e
nucleosideos, maquinaria capaz de sintetizar proteina (ribossomas) e energia na forma
de ATP.
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E possivel entdo, e de acordo com Carter e Saunders (2007), concluir que os virus se
comportam como particulas “vivas” dentro da célula hospedeira, mas no exterior desta

ndo passam de montagens complexas de quimicos metabolicamente inertes.
2. Estrutura de um virus

Um virdo é um sistema de entrega de genes, isto €, 0 virido contém o genoma do virus e
a sua funcgdo é proteger 0 genoma e ajudar a entrega deste na célula, onde se podera
replicar e agrupar-se em novos virides (Flint et al., 2009).

Assim, a constituicdo basica de um virido é composta por um nucledide onde se
encontra o acido nucleico viral (DNA ou RNA) associado a proteinas e uma estrutura de
protegdo proteica denominada cépside. As unidades constituintes da capside
denominam-se capsomeros. No seu conjunto, o nucledide e a capside denominam-se

nucleocéapside (Cann, 2005; Ferreira e Sousa, 1998).

Alguns virus contém ainda um componente lipidico, geralmente presente na superficie
do virido formando um involucro (o qual também contém proteinas), cuja finalidade é

facilitar a entrada na célula hospedeira . Tal é o caso do HIV e do HSV (Cann, 2005).

Nucleoprotein
(RNA)
Influenza

Virus
Anatomy

=0 — Neuraminidase
(Sialidase)

Figura 4- Estrutura do Virus Influenza. Retirado de The Influenza Virus. Em linha. Disponivel em

<http://micro.magnet.fsu.edu/cells/viruses/influenzavirus.html> [Consultado em Outubro de 2012].
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A cépside tem uma elevada importancia na replicacdo do virus, uma vez que a sua
funcdo compreende a protecdo do genoma viral e o reconhecimento e ligacdo a célula
hospedeira (Ferreira e Sousa, 1998).

Apesar da capside ter de ser suficientemente estavel para sobreviver num ambiente
extracelular, também devera ter a capacidade de alterar a sua conformacdo para que no

momento apropriado possa libertar o genoma na célula hospedeira (Flint et al., 2009).

A capside pode assim apresentar 2 tipos de simetria: helicoidal e icosaédrica. A simetria
helicoidal é caracteristica de muitos virus contendo RNA. O RNA encontra-se enrolado
sob a forma de uma hélice e varias copias da mesma proteina encontram-se distribuidas

ao longo do tubo, formando uma estrutura alongada (Ferreira e Sousa, 1998).

Figura 5- Cépside de simetria helicoidal. Retirado de Los Virus. Em linha. Disponivel em
<http://b-log-ia20.blogspot.pt/2009/05/l0s-virus.html> [Consultado em Outubro de 2012].

Na simetria icosaédrica as capsides adquirem a forma de uma concha, constituida a
partir de moléculas de proteina que parecem ter sido organizadas de modo a formar um
icosaedro. Neste tipo de simetria as proteinas tém menor contacto com o genoma do
virus do que as proteinas de uma cépside helicoidal. Os capsdmeros organizam-se em

icosaedros (Flint et al., 2009; Ferreira e Sousa, 1998).

Figura 6- Capside de simetria icosaédrica. Retirado de Propriedades gerais dos virus. Em linha. Disponivel

em <http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/virus/virus-19.php> [Consultado em Qutubro 2012].
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3. Classificacéo dos virus

Na tentativa de criar um sistema universal para a classificagdo dos virus e uma
taxonomia uniforme, em 1966 foi criado o Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV) (Carter e Saunders, 2007).

O ICTV reconhece cerca de 3000 espécies, 71 familias, 11 subfamilias e 175 géneros.
Os critérios taxondmicos mais importantes para a diferenciacdo entre as ordens, familias
e generos sdo: tipo e organizagcdo do genoma viral, estratégia da replicagdo viral e
estrutura do virido. A biologia molecular veio contribuir em grande parte para o
aparecimento de um sistema de classificacdo mais simples do que o sistema taxonémico
que se revelava mais complexo, uma vez que através da andlise detalhada do material
genético representativo de algumas familias de virus, foi possivel agrupé-los segundo o
seu genoma viral, tarefa que se verificaria mais tarde ser bastante mais simples (Carter e
Saunders, 2007).

Assim, em 1971 David Baltimore, vencedor de um prémio Nobel em Fisiologia e
Medicina (em 1975) inventou o chamado Sistema de Baltimore. Através deste sistema,
conhecendo a estrutura do genoma viral é possivel deduzir os passos essenciais que
devem ocorrer na producdo de RNA. Com base neste pressuposto, Baltimore classificou

0S Virus em 7 grupos:

Grupo I: Virus de DNA de cadeia dupla (dsDNA)

Estes genomas podem ser lineares ou circulares. O RNA mensageiro (mMRNA) é obtido
por transcricdo do genoma levada a cabo por enzimas celulares ou por enzimas virais
existentes no virido (exemplos: Adenovirus e Herpesvirus) (Baltimore,1971; Carter e
Saunders, 2007).

Grupo Il: Virus de DNA de cadeia simples (ssDNA)

Neste grupo, o DNA de cadeia simples é transcrito para 0 mRNA antes da producédo das
proteinas. No entanto, 0 RNA pode ser produzido a partir de apenas um molde de DNA
de cadeia simples, independentemente do seu sentido. A sintese de DNA devera
preceder a producdo de mRNA nos ciclos de replicacdo destes virus. O genoma de
cadeia simples é produzido por polimerases DNA (exemplo: Parvovirus)
(Baltimore,1971; Carter e Saunders, 2007).

12
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Grupo Il1: Virus RNA de cadeia dupla (+/-) (dsRNA)

Neste grupo os virus de RNA de cadeia dupla apresentam uma cadeia positiva e outra
negativa. A cadeia de sentido negativo (-) dsSRNA é transcrita para mRNA por uma
RNA polimerase viral, produzindo proteinas virais. Os novos mMRNA (s) sdo
encapsulados e copiados para produzir dsSRNA (exemplo: Reovirus) (Baltimore,1971;
Carter e Saunders, 2007).

Grupo 1V: Virus RNA de cadeia simples sentido positivo (SSRNA)

Os genomas de (+) ssSRNA geralmente sdo traduzidos diretamente em proteinas por
ribossomas do hospedeiro. O genoma é replicado em dois passos. Primeiro, a partir da
cadeia de sentido positivo é formada uma cadeia de sequéncia complementar (sentido
negativo). Em seguida, esta cadeia de (-)ssSRNA ¢ utilizada como molde para a sintese
do genoma viral (+)ssRNA (exemplo: Picornavirus ) (Baltimore,1971; Carter e
Saunders, 2007).

Grupo V: Virus RNA cadeia simples sentido negativo (ssSRNA)

No que diz respeito a replicacdo deste virus, uma vez que as células hospedeiras nao
codificam RNA polimerases, o material genético viral (sentido negativo) ndo é
isoladamente infecioso, a menos que seja transcrito para sentido positivo por um RNA
polimerase viral. E comum os virides conterem RNA polimerases empacotadas, as quais
atuardo prontamente para gerar copias infetivas (sentido positivo) do genoma (por
exemplo: Filovirus - genericamente conhecido por Ebola) (Baltimore,1971; Carter e
Saunders, 2007).

13
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Grupo VI: Virus RNA cadeia simples (+) com DNA intermedidrio na formacédo de
proteinas

S&o virus que possuem um genoma constituido por RNA de cadeia simples de sentido
positivo e que replicam o seu material genético gerando moléculas de DNA de cadeia
dupla intermediaria. Este processo € levado a cabo pela transcriptase reversa (enzima
DNA polimerase RNA- dependente). Este DNA serve entdo como molde para 0 mRNA
viral e sintese de genoma RNA pelas enzimas celulares (exemplo: Retrovirus)
(Baltimore,1971; Carter e Saunders, 2007).

Grupo VII: Virus de DNA cadeia dupla transcriptase reversa (dsDNA-RT)

Possuem genoma constituido por DNA cadeia dupla e uma zona de DNA de cadeia
simples. Esta falha é primeiro preenchida por enzimas celulares. Uma RNA-polimerase
celular transcreve este DNA reparado em mRNA para os diversos genes e num RNA +
continuo, que cobre todo o genoma. Esta RNA+ é o molde para sintese, por uma
transcriptase reversa codificada pelo virus, de um hibrido RNA-DNA, que depois é
convertido em DNA viral (exemplo: Virus da hepatite B) (Baltimore,1971; Carter e
Saunders, 2007).

Na figura abaixo encontra-se a sintese desta classificacéo:

ss DNA
virus
Class Il

ds DNA (#) Synthesis of other strand

virus
Class | (and
Class VIl) ds DNA intermediate

Reverse

thon
=
Transcription \,,/' \ f
s$5 RNA (+)
o —— = retrovirus
Transcription Class VI
e of - strand
Can be used (+ sense) Transcription
directly of - strand
e ANV AV AV
S5 HNA (») 88 RNA (- ds RNA (+)
virus virus virus
Class IV Class V Class Il

Figura 7- Classificagdo de Baltimore. Retirado de Evolution of Virus. Em linha. Disponivel em
<http://varuncnmicro.blogspot.pt/2012/04/evolution-of-virus-is-it-fitting-right.html> [Consultado em
Outubro de 2012].
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4. Ciclo de replicagéo dos virus

A compreensdo do modo de funcionamento dos antivirais passa necessariamente pela
compreensdo do modo como os virus se replicam, pois é nos diferentes passos de

replicacdo do virus que os antivirais atuam.

Deste modo, pretende-se realizar uma breve descricdo do ciclo de replicagdo viral no
sentido de incorporar a ag&o antiviral nas varias etapas do ciclo. E importante referir que
estas fases (ou etapas) ndo se referem a nenhum virus em particular. Mas sim, as
semelhancas no padrédo de replicacdo de diferentes virus que infetam vertebrados. Por
outro lado, nem todas estas etapas sdo detetaveis para todos os virus. Algumas etapas

poderdo mesmo ocorrer simultaneamente.

Numa perspetiva mais simplificada, segundo Cann (2005), podemos considerar a
existéncia de 7 fases de replicacdo viral: Adsorcdo, Penetracdo, Descapsidacéo,

Replicacdo do Genoma Viral e dos Genes, Montagem, Maturacdo, Extrusao.
Seguidamente apresenta-se uma explicacdo sumaria destas fases.
A) Adsorcdo

A adsorcao corresponde a fase em que o virus, apds reconhecimento da célula alvo,
se liga aos recetores da mesma. Tecnicamente, a adsorcdo do virus consiste na ligacdo
especifica entre uma proteina de fixacdo do virus a um recetor molecular da célula
hospedeira. As moléculas alvo dos recetores na superficie celular podem ser proteinas
(geralmente glicoproteinas) ou residuos de carbohidratos presentes nas glicoproteinas

ou glicolipidos (Carter e Saunders, 2007; Cann, 2005; Ferreira e Sousa., 1998).

Esta interacdo da particula viral com o recetor inicia alteragdes conformacionais que
mais tarde preparam o virus para a descapsidacdo. Alternadamente, o recetor celular
poderd direcionar o virido para um caminho endocitico onde a descapsidacdo podera ser
despoletada pela diminuicdo do pH ou pela acéo das protéases. Esta situagdo leva-nos a

segunda etapa (Flint et al., 2009).
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B) Penetracédo

A penetracdo de célula alvo ocorre geralmente num curto periodo de tempo apds a
ligagdo do virus ao recetor na membrana celular. Ao contrério da adsorcéo, a penetracao
celular é geralmente um processo energeticamente dependente ou seja, a célula tem de
ser metabolicamente ativa para que tal possa ocorrer. Este processo pode ocorrer por

trés mecanismos (Cann, 2005).

= Translocacdo da particula viral através da membrana citoplasmatica da célula.
Este € um processo menos frequente e tem de ser mediado por proteinas
existentes na capside do virus e recetores especificos da membrana.

= Endocitose do virus nos vacutolos intracelulares. Este mecanismo é o mais
vulgar uma vez que envolve um processo que j& é caracteristico das células,
usado como forma de absorverem material.

= No caso de virus com involucro, da-se uma fusdo destes virus com a membrana
celular diretamente na superficie da célula ou por endocitose numa vesicula
citoplasmatica, o0 que requer a presenca de uma proteina de fusdo especifica no
invélucro do virus (proteina F). Estas proteinas promovem a unido da membrana
celular e do virus, resultando na nucleocapside, a qual é diretamente depositada

no citoplasma.

C) Descapsidacgédo

Esta fase corresponde ao processo de disrupc¢éo total ou parcial do virido que, uma vez

no interior da célula, liberta o acido nucleico viral.

Como referido anteriormente, este processo inicia-se por vezes logo na fase de
absorcdo, em que a interacdo entre o recetor celular e a particula viral pode provocar
mudancas na sua conformacédo, preparando a capside para a descapsidacdo. A partir
daqui a descapsidacdo podera ocorrer por um abaixamento do pH dentro do endossoma
ou por acdo de protéases (Carter e Saunders, 2007; Cann, 2005)

D) Replicac¢do do Genoma Viral

Na maioria dos casos, 0 genoma é replicado no mesmo local onde ocorre a transcricéo

do material genético do virus, isto €, no citoplasma ou no ndcleo. Normalmente os virus
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de RNA replicam-se no citoplasma e os de DNA no ndcleo, no entanto existem

excecdes como o retrovirus para 0 RNA e o da Variola para 0 DNA (Flint et al., 2009).

Esta é a fase em que ocorre a sintese de todas as proteinas virais, sejam enzimaticas,
reguladoras ou estruturais e a replicacdo do genoma viral. No papovavirus esta etapa
pode ser muito simples pois sdo sintetizadas apenas proteinas estruturais e algumas
proteinas que cooperam com as enzimas celulares para a replicacdo do DNA. Pelo
contrario em virus de RNA, ja é necessario a sintese de enzimas virais para replicarem
ou transcreverem o RNA viral, funcdo para que a célula ndo esta preparada. Noutros
ainda, mais complexos, como por exemplo os herpes virus o genoma codifica para
muitas enzimas homologas de enzimas celulares e ainda outras fungdes, por exemplo a

inducdo da morte celular programada (Ferreira e Sousa., 1998).
E) Montagem

A montagem corresponde ao processo de formagdo do virido. O local da montagem
depende do local onde se terd dado a replicacdo do genoma viral dentro da célula,
variando assim para os diferentes virus (Cann, 2005)

Por exemplo, nos poxvirus e reovirus a montagem ocorre no citoplasma. Ja nos
adenovirus e parvovirus ocorre no nucleo. Na maioria dos casos as membranas celulares
sdo usadas como ancoras para as proteinas do virus, e € aqui que se inicia 0 processo de
montagem. Este processo requer por isso uma especificidade consideravel e grande
coordenacao entre as maltiplas reacGes que ocorrem. A inclusdo do genoma viral pode
ocorrer na fase inicial da montagem ou numa fase posterior, quando o genoma ja se
encontra contido na capside proteica quase completa. Em determinados casos, como no
HIV, a montagem termina no exterior da célula Cann, 2005)

F) Extrusdo

A libertagdo de particulas virais com invélucro (formadas a partir da membrana
plasmatica) € um processo complexo que compreende a inducdo de uma curvatura na
membrana por componentes virais. Apesar da gemulacdo ter sido repetidamente
visualizada, 0s mecanismos que a acompanham ainda ndo sdo totalmente

compreendidos (Cann, 2005).
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G) Maturacéo

A maturacdo é o passo do ciclo no qual o virus se torna infecioso. A maturacéo
envolve mudancas estruturais na particula viral que poderdo resultar em clivagens
especificas das proteinas da capside para formar novos produtos ou mudancas
conformacionais nas proteinas durante a montagem. Alternadamente poderdo ocorrer
alteracOes na estrutura interna, como condensacao de nucleoproteinas com o genoma do
virus, provocando alteragdes substanciais. Desta forma os virides permanecem inativos

até encontrarem uma nova célula hospedeira, reiniciando o ciclo (Cann, 2005).

Infectious
Envelope Virus g

Receptor : 3
Binding Qo
Fusion p .
and Entry P

Transcription

N
Reverse Transcription

Figura 8- Exemplificagdo do ciclo de replicagdo do virus (Golan et al., 2007)

5. Mutacdes dos virus

Quando os acidos nucleicos virais sdo copiados pelas polimerases por vezes ocorrem
erros. Se o erro se encontrar na sequéncia de codificacdo de uma proteina, resultando
numa alteracdo do aminoacido codificado, entdo estaremos perante uma mutacao
(Wagner e Hewlett., 2004).

Neste sistema entrara posteriormente a selecdo natural, que ird favorecer as mutagGes

que melhor servirem as fungdes e “sobrevivéncia” do virus.

As mutagdes podem ocorrer essencialmente por dois mecanismos diferentes: mutagéo

espontanea e mutacao induzida.

As mutagBes espontaneas sdo endogenas, resultando de erros das polimerases de DNA e

RNA, ao incorporar formas tautoméricas naturais dos nucledtidos. Os virus DNA sao
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tipicamente mais estaveis geneticamente do que os virus RNA: a taxa de mutacédo é de
10E-8 a 10E-11 por nucleodtido incorporado. Tal acontece porque, em parte, as
polimerases de DNA frequentemente possuem alguma habilidade para correcdo de
erros. Os virus RNA sdo consideravelmente menos estaveis com taxas de mutacdo
espontanea na ordem dos 10E-3 a 10E-4 por nucledtido incorporado. As polimerases de
RNA tipicamente ndo possuem capacidade de correcdo de erros. Apesar disso, alguns
virus RNA sdo relativamente estaveis geneticamente (polivirus). Como resultado, os
virus DNA como os papilomavirus evoluem muito mais lentamente que os virus RNA
como os picornavirus. No entanto, ha que ter cuidado com esta generalizacdo porque,
por exemplo o virus Hepatite B (HBV) € um virus DNA mas como a replicagéo do seu
genoma ocorre via transcricdo reversa, observam-se taxas de erro semelhantes as
verificadas em virus RNA (Wagner e Hewlett., 2004).

As mutacOes induzidas sdo exdgenas, resultando da exposicdo a agentes mutagénicos
(quimicos ou radiacdo) que aumentam significativamente a taxa de mutagdo dos virus.
A radiacdo U.V, por exemplo, pode provocar a formacdo de dimeros de pirimidinas,
radiacdo ionizante pode danificar o DNA diretamente pela quebra de ligacGes quimicas
ou indiretamente por formar radicais livres que por sua vez irdo danificar o DNA
(Wagner e Hewlett., 2004).

6. Papel dos antivirais no ciclo de replicacéo dos virus

Compreendido o ciclo geral que envolve a replicacdo dos virus e as mutacfes a que
estdo sujeitos, realizar-se-a sequidamente uma abordagem aos antivirais e a forma como

podem atuar numa infecéo viral.

Os agentes antivirais atualmente disponiveis ndo destroem os virides, atuando antes por
inibicdo da sua replicacéo, interferindo nalguns passos do ciclo descrito anteriormente.
Deste modo, torna-se importante a participacdo do sistema imunitario do paciente na
eliminacdo do virus infecioso. Genericamente, cada um dos passos descritos
anteriormente e em particular as enzimas implicadas nos mesmos sdo passiveis de
intervengdo terapéutica (Field e Clercq, 2004; Chung, 2011). Assim, 0s antivirais

podem atuar essencialmente:

» Na prevencdo da entrada do virus;
» Bloqueando a replicacdo RNA/DNA na célulg;
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» Inibindo os fatores da transcriptase para 0 DNA viral;
= Destruindo as protéases virais, para que as proteinas virais ndo sejam clivadas e
rearranjadas numa forma otimizada;

» Impedindo a saida do virus da célula.

Os antivirais que atuam como prevencdo da entrada do virus na célula sdo geralmente
substancias capazes de bloquear a intera¢do do virus com a membrana celular, ligando-
se a este ou ao proprio recetor. Poderdo ser ainda péptidos similares aos recetores
celulares, bloqueando a ligacdo do virus a célula hospedeira. Como exemplo deste tipo
de farmaco temos o T-20 (enfuvirtide) que inibe o processo de fusdo entre a membrana
celular e o involucro do HIV-1. Estruturalmente é um polipeptideo que forma uma

hélice « que interatua com as membranas biol6gicas (Field e Clercq, 2004).

A replicacgdo e a transcricdo do genoma sdo processos sobrepostos nos virus e por isso,
estas etapas sdo analisadas conjuntamente. Os antivirais que atuam nesta fase fazem-no
bloqueando a sintese de DNA e RNA (Field e Clercq, 2004).

A sintese proteica ou de traducdo € a etapa do ciclo em que o parasitismo obrigatorio
dos virus é mais pronunciado: como 0s virus ndo contém ribossomas na sua estrutura, a
sintese proteica realiza-se na sua totalidade pelos ribossomas celulares. Por esta razéo,
qualquer substancia que iniba a sintese proteica viral, a partida, também afetara
gravemente o metabolismo celular e ndo se conhece substancias sintéticas que possam
inibir seletivamente a traducdo dos virus mRNA (Field e Clercq, 2004; Razonable
2011).

Na etapa que compreende a montagem viral os farmacos utilizados podem ser inibidores
de protéase (IP), uma vez que estas enzimas atuam na clivagem de polipéptidos grandes,
de modo a originar proteinas estruturais que ap0s montagem irdo proporcionar a

maturacdo viral (Field e Clercq, 2004).

No processo de extrusdo, os farmacos (Oseltamivir e Zanamivir) utilizados atuam
inativando a enzima que, existindo no invélucro de muitos virus, remove o0s residuos de
acido neuraminico presentes nas membranas celulares. Sendo este acido responsavel
pela ligacdo do virus a membrana celular, a inibicdo da enzima presente no virus,

impedira a libertacdo deste e consequentemente da sua saida (Dias, 2000).
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Capitulo 111 - Antivirais

O verdadeiro esforco aplicado no sentido da criacdo de antivirais remonta aos anos 50,
em que os investigadores procuravam atuar nos inibidores da replicacdo do virus da
variola (Flint et al., 2009).

No entanto, apenas nos anos 60 € que se d& a primeira administracdo bem-sucedida de
um farmaco antiviral contra esta doenc¢a (Saxena et al., 2009). Entre os anos 60 e 70,
com um maior conhecimento de como se desenvolviam as doencas virais, a industria
farmacéutica empenhou-se mais na descoberta de novos antivirais, com o lancamento de
programas de monotoriza¢do que permitiam pesquisar quimicos com estas propriedades
(Flint et al., 2009). O maior problema na descoberta do antiviral “ideal” surge porque
este deve bloquear a replicacdo do virus sem afetar a célula hospedeira, parametro
bastante dificil de executar pois 0s virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios que

exploram a maquinaria celular.

Até que um antiviral seja lancado no mercado, desde a sua descoberta podem passar
anos e embora se conhega o0s seus efeitos, pode ndo se compreender na totalidade o seu
funcionamento. Tal é o caso da Ribavirina, sintetizada em 1972, cujo seu mecanismo de

acao ainda permanece controverso. (Flint et al., 2009).

No entanto acredita-se que nas futuras décadas, com o desenvolvimento da tecnologia
nesta area nomeadamente da Bioinformatica, os antivirais possam ser rapidamente

descobertos, testados e aprovados (Flint et al., 2009).
1. Modo de agéo dos antivirais e respectivos alvos

Algumas infegcdes virais podem ser controladas de forma eficiente por medidas
preventivas de salde publica como por exemplo a vacinacdo, eliminacdo do vetor,
quarentena, entre outras. No entanto, para muitas outras infecdes, algumas destas

medidas ndo tém qualquer efeito.

Apesar do conhecimento adquirido sobre os virus conhecidos ser cada vez maior, apés
quase 50 anos de pesquisa, 0os farmacos antivirais continuam a ficar muito aquém no

que diz respeito a quantidade (Flint et al., 2009).
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Na verdade, atualmente os farmacos antivirais disponiveis sdo ainda menos de 50,
estando grande parte direcionados para o HIV e HSV (Flint et al., 2009). Tal, podera ser

facilmente constatado pela tabela apresentada em anexo (ver anexo 1).

Neste ponto, pretende-se discutir os farmacos antivirais disponiveis, bem como o0s

principais alvos.

Os farmacos antivirais podem ser divididos consoante o alvo disponivel e o seu modo

de acdo. Assim, dos farmacos antivirais podem ser separados segundo:

i.  Inibidores de fusdo/ adsor¢édo

ii.  Inibidores de descapsidacao
iii.  Inibidores de DNA polimerase
iv.  Inibidores de transcricdo reversa
v. Inibidores da integrase
vi.  Inibidores de protéase

vii.  Inibidores da transmissao de virus

viii.  Inibidores da neuramidase
N /‘f Receptor
Inibidores da fusao
Enfi tida (T-20 $ 7<,r/,=n;-\‘,-».n_’rd.r.11-1 )
’ (Celula hospedeira

7 Descapsidagio!

/

'

I Replicagao do genoma

‘l' Sintese de RNA
Ribossoma do
hospedeiro

<= Sintess protéca

S Mortagem @ maturacio

s\ Saida elibertacdo
.
Inibidores da neuraminidase

Figura 9- Descricdo dos principais alvos e respectivos antivirais (adaptada de Golan et al., 2007)
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I. Inibidores de fusdo/absorc¢éao

Este grupo inclui os antivirais que tém como alvo os recetores das células hospedeiras e

as proteinas da superficie viral.

Os inibidores de fusdo/absorc¢éo inibem a fixacdo do virus a célula hospedeira, evitando
assim a entrada do virus na célula. Eles atuam sobre as proteinas da superficie viral
como o Enfuvirtida, ou sobre os recetores celulares, Maraviroc. O Maraviroc liga-se ao
recetor CCR5 presente na membrana das células CD4+ dos linfécitos (Saxena et al,
2009; Moore e Dams, 2003).

1.1) Enfuvirtida

A Enfuvirtida (T-20) pode ser citada como um exemplo deste tipo de inibidores. E um
antirretroviral que atua impedindo a fixacdo do virus as células hospedeiras. Quando o
virus (por exemplo HIV-1) se liga a uma célula, a glicoproteina transmembranar (gp41),
deve fixar o invélucro do virido com a membrana da célula por forma a libertar o seu

contetido no citoplasma (Golan et al., 2007).

Para isso, a gp41l tem de sofrer uma mudanca conformacional iniciada pela interacao
entre diferentes regides da molécula. A Enfuvirtida é um peptideo constituido por 36
aminoacidos com a sequéncia de uma regido gp41, que ligando-se a outra sequéncia de

gp41 vai inibir a mudanga conformacional (Golan et al., 2007).
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Figura 10- Estrutura da Enfuvirtida

(retirada de Golan et al., 2007)
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ii. Inibidores da Descapsidagao

Os inibidores da descapsidacdo funcionam por inibicdo da proteina M2, proteina
membranar que funciona como canal i6nico. Este canal permite que protdes penetrem
no involucro viral e acidifiguem o centro do virus, fazendo com que este se “desmonte”,
libertando o acido nucleico viral. Dentro destes inibidores temos a Amantadina e

Rimantadina (analogo da amantadina) (Golan et al., 2007; Fredericksen., et al 2002).
2.1) Amantadina

A amantadina foi o primeiro farmaco antiviral potente e altamente especifico contra

qualquer virus (Flint et al., 2009).

Funciona como inibidor de descapsidacéo viral, com atividade exclusiva contra o virus

influenza A (mas néo contra o virus influenza B ou C).

Os virides do influenza penetram nas células através endocitose, mediada por recetores
e sdo agregados em endossomas. Com a acidificacdo dos endossomas, devido a acao de
uma bomba de protGes endossémica, da-se uma mudanca drastica na conformacdo da
proteina do invélucro viral (hemaglutinina). Essa alteracdo permite a fusao do involucro
do virus influenza com a membrana do endossoma. Esta acdo por si s6 poderia libertar o
genoma de RNA do virido, mas ndo é suficiente para permitir a sua transcricdo. E
necessario ocorrer outro processo dependente do pH no interior virido. Tal consiste num
influxo de protdes através de um canal chamado M2 existente no invdlucro viral, que
induz a dissociacdo da proteina matriz do virido do restante da ribonucleoproteina (Flint
et al., 2009). A amantadina inibe o fluxo de protbes através do M2. A especificidade da
amantadina pelo virus Influenza A e nédo Influenza B pode ser compreendida pelo facto
de os genomas virais do influenza B n&o codificarem a proteina M2 (Flint et al., 2009).

NH,
HCI

Figura 11- Estrutura da Amantadina
(retirada de Golan et al., 2007)
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iii. Inibidores da DNA polimerase

A maioria dos farmacos que inibem a replicacdo do genoma viral atua através da
inibicdo de uma polimerase. Cada virus utiliza uma polimerase para a replicacdo do seu
genoma. Sendo os virus a codificar as suas proprias polimerases, tornam-se um

excelente alvo para os farmacos antivirais (Enomoto., et al 2010).

Dentro deste grupo de antivirais encontram-se trés tipos de inibidores: os anélogos
nucleosideos, os analogos ndo nucleosideos e os analogos nucleétidos (Enomoto., et al
2010).

3.1) Anélogos nucleosideos

Para exercerem os seus efeitos, os andlogos nucleosideos precisam de ser ativados por
fosforilagao, habitualmente a forma de trifosfato. Os trifosfatos obtidos vao “imitar” os
trifosfatos de desoxirribonucleosideos (substratos naturais das DNA polimerases). Os
analogos nucleosideos inibem as polimerases ao competir com o substrato trifosfato
natural. Geralmente, estes analogos sdo também incorporados na cadeia de DNA em
crescimento, onde frequentemente interrompem este processo (Elion, 1986).

O aciclovir é um dos farmacos pertencente a este tipo de inibidores de DNA
polimerase, sendo o exemplo de um farmaco especifico, altamente eficaz contra 0 HSV
(genital e oral) e, até certo ponto contra 0 VVZ. Tendo sido descoberto em 1974, s6 em
meados dos anos 80 é que este antiviral atingiu o seu potencial maximo no combate ao
HSV (Flint et al., 2009; Pellet, 2007).

O aciclovir é um analogo nucleosidico da guanina (base azotada utilizada pelo virus

para a replicacdo do seu DNA), contendo um grupo agucar aciclico (Elion,1986).
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Figura 12- Molécula do Aciclovir
(retirada de Golan et al., 2007).
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A ativacdo do farmaco requer a presenca de 3 cinases na célula para converter o
aciclovir num derivado trifosfatado (Flint et al., 2009).

Dado que a enzima timidina cinase (TK) ndo se encontra em células normais (ndo
infetadas), o aciclovir ndo tem qualquer efeito na replicacdo do DNA do hospedeiro,
uma vez que ndo pode ser fosforilado e incorporado no DNA, resultando numa baixa
toxicidade para este. (Flint et al., 2009; (Golan et al., 2007).

As enzimas celulares completam a sintese do trifosfato de aciclovir, o qual é
incorporado no DNA viral pela DNA polimerase viral, inibindo a replicacdo do virus.
Como o aciclovir tem falta do grupo 3’-OH do anel do aclcar, a cadeia de DNA
termina. (Flint et al., 2009).

O ganciclovir € um derivado do aciclovir desenvolvido para tratar as infecGes pelo
CMV ( Lalezari et al., 2002).

Nas células infetadas pelo CMV, o ganciclovir ¢é fosforilado inicialmente a monofosfato
de ganciclovir pela proteina cinase viral UL97. Posteriormente, as cinases celulares
fosforilam-no a trifosfato de ganciclovir, o qual é metabolizado lentamente no meio
intracelular. Como a fosforilacdo depende em grande medida da cinase do virus, a
fosforilacdo do ganciclovir ocorre preferencialmente em células infetadas (Flint et al.,
2009; Lalezari et al., 2002).

Figura 13- Estrutura do Ganciclovir
(retirada de Golan et al., 2007).

A seletividade destes farmacos depende do grau com que as enzimas virais fosforilam

mais eficientemente o fA&rmaco do que as enzimas celulares, bem como o grau com que
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a sintese de DNA viral é mais potente e efetivamente inibida do que as funcgdes

celulares (Golan et al., 2007).

O desafio da induastria farmacéutica na manipulacdo dos analogos nucleosideos é
formular um farmaco que seja semelhante com o nucleosideo natural para que possa ser
ativado por enzimas celulares, porém nem tdo semelhante a ponto de inibir 0s processos

celulares (Golan et al., 2007).
3.2) Inibidores analogos nao nucleosideos

Os inibidores analogos ndo nucleosideos surgiram como necessidade de atuar
seletivamente sobre as enzimas virais, ao contrario dos nucleosideos que tanto atuam
sobre as enzimas virais como sobre as enzimas celulares. Este tipo de farmacos nédo

necessita de ativacao por enzimas celulares ou virais.

O foscarnet (acido fosfonoférmico) inibe especificamente a DNA polimerase viral
(HSV), em concentracdes que ndo afetam a DNA polimerase celular e inibe também
seletivamente a transcriptase reversa dos retrovirus (HIV). Possui um espetro de
atividade relativamente amplo in vitro, uma vez que inibe tanto as DNA polimerases
como as transcriptases reversas. E essencialmente virustatico, pelo que obriga a um

tratamento continuado. N&o necessita da ativacéo prévia (Golan et al., 2007).

Clinicamente é utilizado no combate a infecdo por HSV e CMV, quando a terapia com
aciclovir ou com ganciclovir respetivamente ndo é bem-sucedida, devido ao

desenvolvimento de resisténcia (Flint et al., 2009).

O foscarnet inibe diretamente a DNA polimerase viral, dado ser um analogo inorganico
dos pirofosfatos. A seletividade resulta da sensibilidade aumentada da DNA polimerase
viral em relacdo as enzimas celulares. (Flint et al., 2009). Dado que este farmaco imita
tdo estreitamente uma substancia natural (pirofosfato), a seletividade do foscarnet nédo é
tdo elevada quanto a do aciclovir. (Flint et al., 2009). As principais desvantagens do uso
do foscarnet incluem a falta de biodisponibilidade oral e baixa solubilidade, o

comprometimento renal constitui a sua principal toxicidade, que limita a dose.
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Figura 14- Estrutura do Foscarnet
(retirada de Golan et al., 2007).

3.3) Analogos nucleotideos

Os analogos nucleotideos diferem dos nucleosideos por possuirem na sua estrutura

quimica um grupo fosfato, resultando num mecanismo diferente de atuagédo

O cidofovir € um analogo nucleotideo que atua igualmente na DNA polimerase viral,

cujo mecanismo de acdo se encontra seguidamente descrito (Golan et al., 2007).

Este andlogo de citosina contendo fosfato, também conhecido como HPMPS
(hidroxifosfonilmetoxipropilcatosina), representa um desvio no mecanismo de acdo dos

analogos nucleosideos (Golan et al., 2007).

Com o grupo fosfonato o cidofovir ja se encontra fosforilado, ndo necessitando de
cinases virais para a sua fosforilagdo. Deste modo, torna-se ativo contra mutantes virais

deficientes em cinase, resistentes ao aciclovir (Golan et al., 2007).

O cidofovir é utlizado no tratamento do HPV, na renite por CMV em pacientes com
HIV (Snoeck et al., 2001). Apesar de ser um composto fosforilado, penetra nas células
com eficiéncia razoavel. E ainda fosforilado duas vezes por enzimas celulares,
produzindo um analogo de dCTP que inibe de forma mais potente as DNA polimerases

do virus do que as DNA polimerase celulares (Golan et al., 2007).

HO™

Figura 15- Estrutura do Cidofovir
(retirada de Golan et al., 2007).
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iv. Inibidores da Transcriptase Reversa

A transcriptase reversa (TR) € uma DNA polimerase capaz de copiar tanto o DNA
quanto o RNA. A TR transcreve o genoma retroviral de RNA em DNA de cadeia dupla,

apos a entrada do virus numa nova célula (Golan et al., 2007; Razonable, 2011).

Os inibidores da TR atuam sobre a replicagéo viral, impedindo que haja converséo do
RNA viral em DNA o qual, posteriormente entraria no nucleo da célula hospedeira.

Dentro destes farmacos e, tal como os inibidores de DNA polimerase existem as NRTI,
ntRTI e NNRTI.

4.1) Analogos nucleosideos inibidores da transcriptase reversa (NRTI)

Como exemplos de NRTI podem apresentar-se a Zidovudina e Lamivudina. Todos estes

analogos atuam como elementos obrigatdrios da terminagdo de cadeia.

A zidovudina ¢ um anélogo nucleosideo com um acucar alterado. Especificamente
contem uma base timina ligada a um agucar em que a 3'-OH normal foi convertida num

grupo azido (Golan et al., 2007).

Figura 16- Estrutura do Zidovudina
(retirada de Golan et al., 2007).

A zidovudina s6 € ativo quando trifosforilado (sendo fosforilado pelas quinases

celulares. A zidovudina trifosfato bloqueia a transcrigdo inversa por dois mecanismos:

¢ Inibe a transcriptase reversa (para a qual apresenta uma afinidade 100x superior
a apresentada para as DNA polimerase das células hospedeiras);

e Serve de substrato a transcriptase reversa incorpora-se na cadeia de DNA
nascente provocando a paragem da sua sintese (terminador de cadeia) (Golan et
al., 2007).
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Muito ativo in vitro contra retrovirus, incluindo o HIV. Em relagéo aos efeitos adversos
0s mais frequentes e mais graves sdo: anemia, neutropenia, leucopenia (implicam por
vezes transfusdes de sangue frequentes), cefaleias, mialgia, vomitos e nduseas. Séo
conhecidas estipes com sensibilidade reduzida a Zidovudina, devido a mutagénese da

transcriptase reversa (Golan et al., 2007).

A lamivudina é um anélogo nucleosidico da citosina, que necessita de ser ativado pelas
cinases intracelulares a fim de formar lamivudina-trifosfato (forma ativa) que

posteriormente atua como terminador de cadeia (Golan et al., 2007).
Tem-se mostrado eficaz ao bloguear a transcriptase reversa do HBV e HIV.

O farmaco é altamente biodisponivel e tem baixa toxicidade, sendo indicada no
tratamento de infecBes cronicas como a do HBV. A principal limitacdo no uso da
lamivudina é a ocorréncia de resisténcias, uma taxa de 16%-32% durante o primeiro ano
de tratamento e aumenta em 15% a cada ano de tratamento adicional. (Flint et al.,
2009).

Figura 17- Estrutura do Lamivulina
(retirada de Golan et al., 2007).

4.2) Inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa (NNRTI)

Estes farmacos ligam-se préximo do sitio catalitico da transcriptase reversa. Os NNRTI
executam a ligacdo a TR a um trifosfato de nucleosideo e a um molde iniciador, porém
inibem a juncdo dos dois. Os NNRTI sdo biodisponiveis por via oral e, tipicamente,
seus efeitos adversos sdo menos graves que aqueles do foscarnet e da maioria dos
anélogos nucleosideos. A principal limitacdo para o uso de NNRTI consiste no rapido
desenvolvimento de resisténcia, exigindo o uso destes farmacos em associagdo com
outros agentes retrovirais. Dentro destes farmacos temos o Efavirenz, Nevirapina e
Delavidina (Dieterich.,et al 2004).
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A nevirapina é utilizada no tratamento do HIV-1, inibindo a sua replicacdo por
interferéncia com a atividade da transcriptase reversa de polimerase viral, sendo
geralmente combinada terapeuticamente com outros agentes anti-retrovirais (Saxena et
al., 2009).
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Figura 18- Estrutura do Nevirapina
(retirada de Golan et al., 2007).

4.3) Anélogos nucleotideos inibidores da transcriptase reversa
Como exemplo de ntRTI existem o adefovir e o tenofovir.

O adefovir ¢ um andlogo nucleotideo da adenina. Este farmaco é utilizado
especialmente no tratamento da infecdo crénica do HBV que desenvolveram resisténcia
a lamivudina. O adefovir por fosforilagcdo forma o metabolito ativo fosfato de adefovir,
através das cinases celulares, que se assemelha ao trifosfato de deoxiadenosina, a
molécula que a transcriptase reversa incorpora na cadeia de DNA. No entanto, o
adefovir ndo pode ser adicionado a essa cadeia, pelo que impede a transcriptase reversa
de a completar, interrompendo o ciclo de replicacdo do virus (Kahn et al., 1999; Feng et
al., 2009).
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Figura 19- Estrutura do Adefovir
(retirada de Golan et al., 2007).
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v. Inibidores da Integrase

Os inibidores da integrase tém como alvo a inibi¢do da enzima integrase responsavel

pela integragdo do DNA viral no genoma do hospedeiro.

A 16 de Outubro de 2007, a FDA aprovou o raltegravir para o tratamento da infecéo
causada pelo HIV-1, primeiro farmaco deste grupo aprovado para uso humano.
(Temesgen et al., 2008).

O mecanismo de acdo do raltegravir envolve a integrase, que é uma enzima necessaria
ao virus HIV-1 para que consiga inserir com sucesso 0 seu DNA viral no DNA do
hospedeiro. Os inibidores da integrase, como o raltegravir, bloqueiam o HIV-1 antes de
ele alterar o material genético humano. As células humanas ndo possuem a enzima
integrase, portanto, os efeitos adversos e a toxicidade para células humanas é baixa
(Flint et al., 2009 e Golan et al., 2007).

O raltegravir exibe uma toxicidade muito baixa, alta poténcia e farmacocinética
favoravel. Na terapia de primeira linha, a formulacdo oral provoca uma grande
diminuicdo na carga de RNA viral, abaixo dos niveis de dete¢do dentro de algumas
semanas. (Temesgen et al., 2008; Métifiot et al., 2010).

Figura 20-Estrutura do Raltegravir
(retirada de Golan et al., 2007).
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vi. Inibidores da protéase

Para muitos virus, incluindo o HIV, a montagem das proteinas e do acido nucleico em

particulas n&o é por si so suficiente para produzir virus infeciosos (Flint et al., 2009).

Por vezes € necessaria uma etapa adicional, a maturacdo. Geralmente é necessaria uma
proteina viral (a protéase), responsavel pela clivagem das proteinas percursoras para
formar unidades funcionais ou libertar componentes estruturais durante o processo de
montagem de particulas organizadas, originando assim novos virides (Golan et
al.,2007).

Logo, os inibidores da protéase atuam sobre essa proteina viral. No caso do HIV, as
celulas infetadas, expostas a inibidores da protéase continuam a produzir proteinas
virais. No entanto, essas proteinas ndo sdo processadas de forma eficiente. Como
resultado, as particulas virais sdo libertadas da célula infetada, imaturas e ndo infeciosas
(Flexner, 1998; Martinazzo, 2008).

Os agentes antivirais, cujo alvo € a protéase sdo: Saquinivir, ritonavir, nelfinavir,

lopinavir, etc (Golan et al., 2007).
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Figura 21- Estrutura do Ritonavir
(retirada de Golan et al., 2007).

vii. Inibidores da transmisséo do virus

Estes inibidores atuam nos percursos de transmissdo do virus, bloqueando qualquer
componente chave nesse percurso, essencial para a transmissdo do virus. Ainda assim,
os farmacos incluidos nesta classe considera-se possuirem mecanismos de acao

desconhecidos, tal é o caso da Ribavirina (Graci e Cameron, 2005).
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A ribavirina foi sintetizada em 1972 e desenvolvida como “agente antiviral de largo
espectro”. Com efeito, a ribavirina exibe atividade contra numerosos virus in vitro e in
vivo (Golan et al., 2007).

A nivel estrutural a ribavirina difere dos outros analogos nucleosideos visto possuir um
acucar natural (ribose) fixado a um componente sintético que se assemelha mais as

purinas.

Figura 22-Molécula de Ribavirina
(retirada de Golan et al., 2007).

Embora o seu mecanismo de acdo ndo seja ainda bem compreendido, sabe-se que é
convertida em monofosfato de ribavirina pela adenosina cinase celular e que o farmaco
inibe a monofosfato de inosina desidrogenase, reduzindo assim o0s reservatorios
celulares de GTP (guanosina 5’-trifosfato) (Graci e Cameron, 2005; Flint et al., 2009).

A inibicdo da RNA polimerase viral podera representar um segundo mecanismo seletivo

possivel para a acao da ribavirina (Graci e Cameron, 2005).

Mesmo desconhecendo na totalidade o seu mecanismo e toxicidade, este antiviral exibe
acdo terapéutica contra HSV, HCV, HIV, adenovirus, poxvirus, arenavirus (febres

hemorragicas, como a febre de lassa) e Influenza A (Flint et al., 2009).
viii. Inibidores da Neuramidase

Os inibidores da neuramidase tém como alvo a fase de libertagdo do novo virus. A
neuraminidase é uma enzima que desempenha um papel fulcral durante as fases finais
de gemulacdo do virido das celulas infetadas. A neuraminidase € uma hidrélase que
cliva as ligacGes glicosidicas do acido neuraminico. Se esta enzima for inibida, os

virides ndo séo libertados (Ferraris., et al 2010).
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Estes farmacos tém-se revelado eficazes no tratamento do virus Influenza A e B. Tal é o
caso do zanamivir e oseltamivir (comercializado como Tamiflu) (Jackson., et al 2010).

Ambos os farmacos sdo inibidores da enzima neuraminidase, sintetizada pelos virus

Influenza A e B. Funcionam na fase de extrusao celular.

» H
\H _ N—
O
Figura 23- Molécula do Zanamivir Figura 24- Molécula do Oseltamivir
(retirada de Golan et al., 2007). (retirada de Golan et al., 2007).

O fundamento légico destes inibidores, que blogueiam a libertacdo do virus da célula
hospedeira, provém do mecanismo de libertagdo do virus. O virus de Influenza fixa-se
as células através da hemaglutinina e componentes de acido sialico (encontrados em
muitas glicoproteinas da superficie celular) (Nicholson., et al 2003).Ap6s a saida do
virus Influenza das células, no final de um ciclo de replicacdo, a hemaglutinina presente
nos novos virides liga-se novamente a superficie celular, inibindo a libertacdo do virus.
No entanto, o virus da influenza supera este problema dado que codifica uma enzima
ligada ao invélucro chamada neuramidase, que cliva o acido sialico das glicoproteinas
da membrana, permitindo a saida do virus. Sendo estes farmacos inibidores da
neuramidase, impedem a saida do virus, ficando este “preso” a célula e sem capacidade

de se propagar para novas células (Golan et al., 2007; Beigel e Bray, 2008).
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Capitulo IV- Antivirais: que futuro

1.Métodos de detecao de novos virus

Atualmente um dos maiores desafios com que se deparam o0s investigadores na
indUstria farmacéutica € com a capacidade de prever ou antecipar o aparecimento de
novos virus, de forma a desenvolver farmacos, que possam ser utilizados
imediatamente. A detecdo de um novo virus é precedida por varios acontecimentos.
Assim primariamente um virus sofre uma série de mutagdes/alteracdes evolutivas,
transformando-se num novo virus na maior parte das vezes sO sdo feitas
pesquisas/analises quando este infeta humanos e apresenta sintomas resultantes da
infecdo viral. Aquando do aparecimento de sintomas nos individuos, é feito um
diagnostico, de forma a determinar com eficicia o agente de infecdo. Esta detecdo
permite indicar um possivel tratamento. Os métodos de diagnostico a nossa disposicdo

~

Sao:

= Culturas celulares (visualizacéo de efeitos citopaticos nas células)
= Elisa
» Meétodos de imunofluorcéncia com flourcromo

= Técnicas imunoldgicas e moleculares

Todos estes métodos apresentam eficacia, porém mostram possuir limitacoes
principalmente em quadros clinicos mais sérios, onde o tempo é um fato diferencial para

a sobrevivéncia do paciente (Wacha et al., 2011).

A aplicacdo de novas técnicas de diagnostico rapido vai poder reduzir este intervalo de
tempo de forma a melhorar a eficicia dos compostos antivirais. Técnicas Nucleares,
como o uso neutrongrafia na detecdo de agentes infeciosos, principalmente bactérias e
particulas virais, tem de ser mostrado um meio alternativo para o diagnostico
microbiologico, trazendo um ganho significativo no tempo de analise, por ndo

necessitar de amostras pré-cultivadas em meio apropriado (Wacha et al., 2011).

Na técnica de neutrongrafia as amostras sdo submetidas a um feixe de neutrbes
térmicos. A interacdo desses neutrfes com o0s virfes gera raios gama cujo espetro em
energia € caracteristicas da composicdo quimica das amostras. Pode-se detetar a

presenca de um virido na amostra atraves de distingdo das suas respetivas composi¢es
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elementares, podendo-se, inclusive realizar essas analises em tempo real (Wacha et al.,
2011).

Estas novas técnicas nucleares de diagnostico irdo permitir um diagnostico rapido do
virus que esta infetar o individuo, possibilitando uma intervencdo terapéutica mais
rapida e consequentemente mais eficaz. Quando um virus é detetado precocemente,
torna-se mais fécil elimina-lo do organismo, pois este s6 se replicou em algumas
células, ou seja, sé infetou uma quantidade minima de células, por este motivo é tdo

importante um diagnostico rapido (Wacha et al., 2011).

O grande problema surge quando o virus que detetamos, € um “novo virus “, e a terapia
antiviral existente é ineficaz e desapropriada para o virus em questdo. Assim surge a

necessidade de criar métodos que possam antecipar /prever a formagédo de novos virus.

Muito recentemente um novo virus foi descoberto na Grd-Bretanha num homem que
esteve na Arabia Saudita. O novo virus é um coronavirus, este tem ligacdo com 0 SARS
(sindrome respiratorio agudo grave; que ja infetou a China em 2002 e matou 800
pessoas em todo mundo). Este coronavirus foi detetado em 2 individuos ambas as
infecGes foram originadas do Médio Oriente (Boheemen et al., 2012; Al-ahdal et al.,
2012).

Figura 25 - Imagem microscépica do Virus SARS. Retirado de SARS veterans tackle coronavirus. Em
linha. Disponivel em <http://www.nature.com/news/sars-veterans-tackle-coronavirus-1.11513>
[Consultado em Outubro 2012]
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O relatorio da agéncia de protecdo a saude fez sequéncias genéticas do genoma do
microorganismo, e revela que o virus pode ser transmitido por animais — alem de
morcegos, a lista suspeita, inclui camelos, ovelhas e bodes. Os coronavirus provocam
infecdes respiratdrias em humanos e animais. Os dois homens contaminados tiveram

febre, tosse e dificuldades em respirar (Boheemen et al., 2012).

Figura 26- Zoonoses sdo fonte de novos virus. Retirado de Virus descoberto no Reino Unido pode ser
transmitido por animais. Em linha. Disponivel em <http://g1.globo.com/bemestar/noticia/2012/09/virus-

descoberto-no-reino-unido-pode-ser-transmitido-por-animais.html> [Consultado em Outubro 2012]

O paciente na Arabia Saudita acabou por falecer e o Britanico apds ter passado pelos
cuidados intensivos, recuperou. O virus transmite-se por fluidos expelidos da tosse ou
pelo espirro. Os investigadores acham que ndo se trata de uma doenca altamente
contagiosa, pois até ao momento os individuos que trataram 0s pacientes nao
evidenciaram qualquer tipo de sintoma. Os coronavirus sdo bastante frageis, fora do
hospedeiro sobrevivem em média um dia e sdo facilmente eliminados por detergentes e
outros desinfetantes. Os cientistas ainda ndo sabem qual o melhor tipo de tratamento,
mas as pessoas com sintomas graves necessitam de cuidados intensivos sobretudo a

nivel da respiracdo (Boheemen et al., 2012).

Os especialistas ainda ndo sabem a origem do microorganismo, estes especulam e
analisam que se possa tratar de uma nova mutacdo de virus ja existente ou talvez seja
uma infecdo que ja exista entre animais e s6 foi transmitido para aos seres humanos. Por
enquanto a organizacdo mundial de saide descartou qualquer tipo de restricdo a viagens
ao Médio Oriente, onde 0s casos surgiram. Mas esta decisdo encontra-se em constante
reavaliacdo. Como se pode constatar através do exemplo anterior o aparecimento de
novos virus ndo é tao raro, como as vezes se possa pensar, desta forma torna-se

importante e necessario a criacdo de métodos de detecdo precoce de novos virus, de
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forma a poder garantir-se um tratamento eficaz e especifico para cada tipo de infecdo
viral (Boheemen et al., 2012).

Mas esta ndo € de todo uma tarefa facil, pois novos virus podem emergir: a partir de
novos hospedeiros em novas regides globo, resultantes de mutacfes e ainda virus
reermergentes, que haviam entrando numa face de laténcia e que se voltam a manifestar.
As deslocagbes dos individuos entre os paises faz com que os virus se espalhem por
varias zonas do planeta, como no exemplo do coronavirus que é proveniente de Arébia
Saudita, mas devidas as deslocagdes dos individuos um caso ja foi verificado na Gra-

Bretanha.

A interacdo homem-animal também tem contribuido para o aparecimento de novos
virus e novas estipes. Porque virus que afetam animais podem ser transmitidos aos seres
humanos. Ao longo de toda a historia da virologia varios casos de virus transmitidos dos
animais aos humanos podem ser referenciados, por exemplo virus da raiva, virus da

febre-amarela (mosquitos Aedes aegypti) (Carter e Saunders, 2007).

Também se suspeita que o virus da imunodeficiéncia simia (SIV) poderd estar na
origem HIV-1 HIV-2, devido a possiveis interacdes entre humanos e primatas (Carter e
Saunders, 2007).

De fato se um virus passar para um hospedeiro de outra espécie, podera sofrer um série

de alteracdes evolutivas no novo hospedeiro resultando num novo virus.

Em relacdo por exemplo ao virus do influenza A, os hospedeiros destes virus sao
principalmente aves que ao migrarem para novas regioes provocam a disseminacdo do
virus, neste virus o hospedeiro ¢ uma ave, assim sdo elaborados estudos sobre as
possiveis rotas migratorias, de forma a prever antecipadamente o local para onde o virus

possa ser transportado e consequentemente transmitido (Flores et al., 2009).

Os esforgos dos investigadores ocorrem no sentido de prever possiveis transmissoes de
um virus entre hospedeiros e analisar as alteracbes genéticas dos virus que possam
ocorrer na escala do tempo. Estas sdo possiveis estratégias que permitem controlar a
disseminacdo do virus, e assim poder adotar medidas preventivas de forma a evitar

possiveis infecdes virais (Flanagan et al., 2011).
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A andlise do material genético dos virus, com intuito de verificar possiveis alteracdes
genéticas ao longo do tempo, que podera resultar num novo virus permitird futuramente
criar antivirais especificos para o virus em questdo, de forma a eliminar o virus

atempadamente.
2. Limitagdes dos antivirais

Com o conhecimento que tem vindo a ser adquirido ao longo dos anos tanto a nivel
biolégico, como a nivel farmacoldgico, parece dificil de compreender o fato de

existirem tdo poucos antivirais disponiveis.

A verdade é que essa limitacao se prende essencialmente com o fato de os antivirais ndo
serem seletivos afetando simultaneamente o virus na célula hospedeira e a célula ndo
infetada, pelo facto de este ser um parasita obrigatdrio intracelular dependente da célula
hospedeira para realizar as suas fungées metabdlicas. Isto ird conduzir inevitavelmente a
uma citotoxicidade, sendo esta uma das muitas limitacGes inerentes aos antivirais e que

constituem um desafio para os investigadores.

Deste modo as principais limitaces a que estao sujeitos os antivirais sao:
1. Toxicidade
2. Capacidade de resisténcia do virus
3. Laténcia do Virus

4. Custo e tempo de investigacao

1) Toxicidade

Um dos problemas com que os investigadores se deparam aquando da sintese de
antivirais é a toxicidade que lhes € inerente. O que aparenta ser um problema de
resolucdo simples verifica-se mais complexo se considerarmos que 0s Vvirus sdo
parasitas dos mecanismos celulares, dependendo destes para a sua replicacdo. Uma vez
que os antivirais ndo possuem atividade especifica contra virus, vao obrigatoriamente
afetar o funcionamento celular normal do organismo (Flint et al., 2009). De fato, ndo é

facil encontrar compostos capazes de atuar sobre o ciclo viral sem afetarem o
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mecanismo da célula hospedeira (Cann, 2005).Por exemplo, muitos antivirais usados no
combate ao HIV sdo altamente toxicos para os globulos brancos, o que ira afetar ainda
mais 0s pacientes imunodeprimidos (Bean, 2005).

E entdo de extrema importancia a sintese de farmacos com menos efeitos toxico. A
toxicidade pode ser descrita em termos do indice citotdxico (para as células) e indice
terapéutico (para os hospedeiros). Este indice é obtido por divisdo da dose que inibe a
replicacdo viral sobre a dose toxica para a célula do hospedeiro. O ideal é este indice ser
o menor possivel (Flint et al., 2009).

2) Capacidade de resisténcia do virus

E um dado adquirido que os virus, podem sofrer mutagbes muito rapidamente e
desenvolver meios de codificacdo de genotipos resistentes aos farmacos existentes
(Cann, 2005).Uma estirpe de um virus é considerada resistente a um farmaco se for
capaz de se replicar num organismo mediante uma dose desse farmaco que iniba a

replicacdo de estirpes sensiveis (Saxena et al., 2009).

Os virus que adquirem resisténcia aos farmacos apresentam uma ou mais mutagdes nos
genes que codificam as proteinas alvo dos antivirais. Essas mutacGes podem resultar de
substituicdes de aminoacidos, mas também de exclusdes ou insercGes destes. Estas
resisténcias tornam-se particularmente probleméticas em doentes sob tratamento e
quando as estirpes resistentes ao farmaco sdo transmitidas para outro individuo
(Griffiths, 2009).

Outro dos grandes problemas ¢ a chamada “resisténcia cruzada”, isto ¢, algumas
mutacdes levam a que determinados virus se tornem resistentes a inibidores similares.
Por exemplo, os virus mutantes do HIV resultam frequentemente de substituicbes de
aminoacidos na transcriptase reversa, tornando-se resistentes a diferentes analogos
nucleosidicos (Flint et al., 2009). Verificou-se que o nelfinavir/ saquinavir provocava

resisténcia cruzada com o indinavir/ ritonavir.

A forma de combate a esse problema tem passado pela utilizacdo de terapias

combinadas, muito utilizadas, por exemplo, para o caso do HIV. (Golan et al., 2007).

Este tipo de tratamento baseia-se no facto de existir uma probabilidade muito reduzida

dos virus mutantes serem resistentes a todos os farmacos inseridos nessa combinag&o.
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No caso do HIV, por exemplo, utilizam-se simultaneamente dois inibidores de

transcriptase reversa e um inibidor de protéase (Bean, 2005).

No entanto, nem sempre a combinacdo de farmacos atinge os objetivos desejados uma
vez que esta combinagdo resultard inevitavelmente na adicdo de todos os efeitos
secundarios inerentes a cada um dos farmacos, provocando um desconforto geral no
paciente, levando-o muitas vezes a parar com o tratamento. Com esta paragem, a
replicacdo do virus reinicia-se devido a uma possivel sele¢do de virus resistentes as
moléculas usadas. Surge desta forma uma nova resisténcia: a multirresisténcia que
dificultarad este tipo de tratamento, esta multirresisténcia deve a uma acumulagdo de
mutagdes no virus em causa. Esta realidade esta igualmente patente quando o estado da

doenca é ja muito avancado ou a combinacgdo de farmacos néo é suficientemente eficaz.
3) Laténcia

Uma vez que os antivirais sdo virustaticos e ndo virucidas, o uso prolongado destes
pode resultar num periodo de laténcia do virus. Este continua deste modo, presente no
organismo embora ndo manifeste qualquer sintomatologia infeciosa. Ap6s paragem do

tratamento, o virus latente retoma a sua replicacdo (Saxena et al., 2009).

Outro dos problemas com que os investigadores se deparam é com o fato de muitos
virus permanecerem sem qualquer manifestacdo infeciosa durante longos periodos,
sendo que as primeiras manifestacdes de infecdo correspondem a estados ja muito
evoluidos da doenga. Os antivirais ndo conseguem deste modo atuar de forma
preventiva ou nem sempre no inicio imediato de uma infecdo onde a replicagéo seria

mais facilmente controlada (Saxena et al., 2009).

4) Relacdo Custo/Risco

O estudo e desenvolvimento de antivirais € um processo de elevado custo e de elevado

risco.

A Industria farmacéutica enfrenta alguns desafios uma vez que a grande fatia da despesa
nestes processos ocorre quando falham as ultimas etapas da investigagdo como por
exemplo o teste em seres humanos. Este processo torna-se portanto dispendioso,
demorado, arriscado e nem sempre com a obtencdo de resultados desejaveis, o0 que nédo

alicia propriamente estas indudstrias (Saxena et al., 2009).
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3. Novos antivirais

Atualmente existem farmacos com potencial antiviral que se encontram ainda em fase
de experimentacdo e que prometem ultrapassar toda uma série de limitacbes como

anteriormente descritas.

Tais farmacos variam desde os antivirais especificos até aos de largo espetro que
aparentam ser 0s mais promissores. Neste capitulo abordar-se-a alguns desses antivirais,

com especial incidéncia sobre os antivirais de largo espetro.

i. Métodos de desenvolvimento dos novos antivirais

A descoberta de um antiviral € um processo complexo que envolve varias etapas, nas
quais se recorre a diferentes areas como a quimica, a biologia, 0 metabolismo antiviral e

a observacdo clinica (Flint et al, 2009).

Com o aparecimento da virologia molecular moderna e tecnologias de recombinacao de

DNA, deixou de ser utilizada a investigacdo aleatéria de procedimentos.

A identificacdo de um alvo antiviral obriga a uma elevada compreensdo das suas
propriedades estruturais, moleculares e bioldgicas (Castel et al.,2009).Para além disso, 0
desenvolvimento de um possivel candidato a antiviral necessita de uma avaliacdo in
vivo por forma a compreender as suas propriedades farmacocinéticas, o seu

metabolismo e toxicidade (Saxena et al., 2009).

Assim, o desenvolvimento de uma terapia antiviral € um processo longo e complicado

que envolve os seguintes passos:

= Identificagdo de um alvo e sele¢do de antivirais
= Geragao de um prototipo e sua otimizacao
= Estudos pré clinicos e clinicos

= Registo final do antiviral

Este processo de desenvolvimento ficou bastante facilitado com o aparecimento de
novas tecnologias capazes de encurtarem algumas destas fases, que de outra forma

seriam ainda mais morosas e complexas (Saxena et al., 2009).

Atualmente, o desenvolvimento de antivirais compreende analises baseadas HTS

(Highthroughput screenings) ou seja, méetodos que envolvem robotica, processamento
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de dados e software de controlo, o que permite a um investigador conduzir milhdes de
testes quimicos, genéticos ou farmacoldgicos em simultaneo. Atraves deste processo é
possivel identificar rapidamente compostos ativos, anticorpos ou genes capazes de

modelar uma determinada via molecular (Flint et al., 2009).

O resultado destas experiéncias fornecem pontos de partida para o design de farmacos e
para a compreensao do papel ou interacdo num determinado processo bioquimico em

biologia (Saxena et al., 2009).

Por outro lado, existe ainda o design de farmacos, que consiste num processo de
descoberta de novos medicamentos com base no conhecimento de um alvo bioldgico.
Este método envolve uma manipulagdo de pequenas moléculas que sejam
complementares na forma e na carga ao alvo biomolecular, com o qual possam
interatuar ligando-se assim a este. Muitas vezes, este planeamento é feito com recurso a
técnicas de modelacdo informética ou, mais concretamente, modelagdo molecular
(Saxena et al., 2009).

Esta modelacdo permite frequentemente uma visualizagdo tridimensional a qual

favorece o estudo e viabilidade de ligacdo do farmaco.

Na figura abaixo € possivel visualizar uma imagem computorizada deste tipo de

modelacao.

[[] Residucs Cawicos
B Diceoiciio 16
. Nafindina 4

D Pmmdna 1

Figura 27- Representacdo de um modelo de dados de Raio X — HIV Integrase

(retirado de Kazmierski, 2011)
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A figura anterior refere-se a uma representacdo de um modelo de dados de raio X de um
sitio ativo de uma HIV integrase. Os residuos coloridos indicam residuos encontrados
em virus mutantes. A cor amarela representa os residuos cataliticos de HIV integrase. A
cor verde indica os aminoacidos mutados como resposta a uma incubacdo prolongada
com um inibidor dicetoacido. A cor rosa: aminoacidos mutados como resposta a uma
incubagdo prolongada com um inibidor andlogo da naftiridina. Por fim, o azul claro
representa 0s aminoécidos mutados como resposta a uma incubagdo prolongada com um
inibidor analogo da pirimidina (Kazmierski, 2011).

Verifica-se entdo que os grandes desenvolvimentos nesta area se deram essencialmente
na investigacdo baseada em células, no HTS, na quimica combinatéria e na pesquisa

informatica.

Na investigacdo baseada em células, os elementos essenciais de um mecanismo a serem
inibidos sdo montados numa célula apropriada. Este tipo de analises pode fornecer
informacdo ndo s6 acerca da inibicdo da reacdo no alvo como da citotoxicidade e
especificidade. Aqui, sdo utilizados meios 6ticos para seguir o0 movimento da molécula

dentro da célula.

No HTS, como referido anteriormente existem mecanismos ou células que permitem
testar um grande nimero de compostos de uma forma automatizada, podendo chegar até
aos 10000/dia. Neste método € possivel armazenar dados numéricos, mas também
capturar imagens das reacGes das células, podendo assim armazenar e analisar

posteriormente esta informacao (Flint et al., 2009).

A quimica combinatéria € uma espécie de livraria quimica a qual fornece aos
investigadores de farmacos, acesso a um enorme numero de pequenas moléculas
sintéticas para investigacdo. Esta tecnologia fornece todas as combinagdes possiveis de
um conjunto de componentes modulares, fazendo milhares de compostos em poucos
dias (Flint et al., 2009).

A pesquisa informatica compreende 0s programas capazes de prever os mecanismos de
acdo de uma enzima, ajudando o investigador no design de ligacGes capazes de se

ligarem a um sitio catalitico e inibir a funcdo da proteina (Saxena et al., 2009).

Utilizando estas quatro metodologias em simultaneo é possivel tracar de forma mais

répida eficaz um protdtipo para um novo antiviral, com uma margem minima para erros.
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Bem como a livraria quimica, que o investigador tem ao seu alcance, apenas a distancia
de um click o que antigamente demoraria horas e até dias, apenas para a pesquisa.
Mediante os desenvolvimentos tecnoldgicos apresentados e presumindo uma maior
evolucdo no futuro, compreende-se mais facilmente o “salto” dado na investigagdo da

terapéutica antiviral e o0 avango que podera ainda ser conseguido no futuro.
ii. Antivirais especificos
2.1) Farmacos antivirais que atuam no CMV

O citomegalovirus humano continua a ser uma ameaca para 0s individuos
imunocompremetidos. Até a data, as drogas comercializadas para o tratamento da
infecdo por citomegalovirus sdo os inibidores da DNA polimerase. Embora estes
farmacos sejam eficazes, existem varios inconvenientes associados a sua utilizacdo,
incluindo a toxicidade e resisténcia adquirida por estes virus (Lischka et al., 2010;
Heidelberger, 1975).

O estudo de farmacos antivirais para 0 CMV surgiu pela necessidade de controlo desta

infecdo oportunista nos pacientes com HIV (Vadlapudi et al., 2011).

No caso do CMV, a complicacdo mais recorrente € a retinite, uma inflamacdo da retina
do olho que pode mesmo levar a perda de visdo. Estes virus pertencem a familia
Herpesviridae, estes virus sdo classificados como de cadeia dupla de DNA (Oliveira, et
al., 2011).

Tal como noutras infecGes virais, a infecdo primaria do CMV é seguido de um periodo
de laténcia. O virus reativa-se quando o sistema imunitario se encontra severamente
comprometido, ou seja, em individuos com HIV, transplantados, recém-nascidos e

individuos sob o uso de medicamentos imunossupressores (Oliveira, et al., 2011).

Neste sentido foram desenvolvidos os seguintes fArmacos cujo 0s mecanismos de agéo e

vantagens se encontram sintetizados na tabela (Vadlapudi et al., 2011)
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Tabela 1: Novos antivirais contra o Citomegalovirus (adaptado de

Valdaperdi, 2011).

Novas drogas contra o
citomegalovirus

Mecanismo de Acao

Vantagens

DNA

Maribavir Interferem na saida do Mecanismo acao diferente
nucleocapsideo viral do reduz a resisténcia cruzada
nucleo da célula infetada associado com as drogas

Bay 38-4766 Inibidores da maturagdo do | Diminui¢ao das mutagdes nos

genes UL89 e UL56
responsaveis pelo
desenvolvimento das
resisténcias aos farmacos

Esteres cidofovir

Inibidores da sintese DNA
viral

Melhoria significativa da
biodisponibilidade oral (88-
97%) sem qualquer toxicidade
renal

Ribosideos de benzimidazole

Bloqueia a clivagem e o
empacotamento do genoma
viral

Novo mecanismo de agao
confere eficacia contra
estirpes resistentes aos
farmacos

Analogos de ciclopropavir e
metilenociclopropano

Inibidores da sintese do DNA
viral e da atividade normal da
quinase UL 97

Mantém atividade contra
ganciclovir- resistentes e
isolados clinicos

AIC246

Bloqueia a clivagem e 0
empacotamento do genoma
viral

Atividade antiviral excelente
contra isolados clinicos por
CMV (Citomegalovirus)

iii. Antivirais de Largo Espetro

Os antivirais de largo espetro sdo grande promessa futura contra a maior parte das

infecdes virais existentes. Os antivirais de largo espetro tem atividade antiviral contra o

virus de DNA e RNA. Os antivirais de largo espetro que existem atualmente sdo a

Ribavirina e o Interferdo, os antivirais deste grupo atualmente estudados e que véo ser
abordados neste trabalho cientifico s&o o DRACO e o LJOO1.
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O interferdao quando descoberto no ano 1950, foi intitulado como uma “Droga
maravilhosa”, isto porque o interferdo faz com que a célula infetada imita um sinal de
alerta para as outras células ndo infetadas permitindo que estas ativem as sua defesas
naturais (por exemplo segregacao da proteina PKR). A droga também ativa o sistema
imunitario, que envia glébulos brancos para imunizar a infecdo. Atualmente o interferéo
é utilizado para combater doencas graves, como o virus da hepatite C (Arosa et al.,
2012; Jacob, 2006).

A ribavirina é um anéalogo sintético nucleosideo da guanina e da inosina. A Ribavirina
foi sintetizada pela primeira vez em 1972 por Sidwell. Era suposto ter uma atividade de
amplo espetro contra muitos virus de DNA e RNA, no entanto, é relativamente toxica e
seu desenvolvimento e indicagdes de uso tem sido controversos. Exibe atividade
antiviral contra HSV, HCV e HIV, adenovirus, poxvirus, paramixovirus, arenavirus
(febres hemorragicas, febre de lassa) e influenza. A ribavirina € usada em combinacao
com o interferdo-a no tratamento de infe¢des por HCV. Mais de 30 ano decorridos
desde a sua descoberta 0 seu mecanismo de a¢do permanece controverso (Cummings et
al.,2001; Cooper et al., 2003).

Alguns estudos demonstram que atividade antiviral da ribavirina esta relacionada
diretamente com a sua atividade mutagénica. Mesmo com 0 Seu mecanismo
desconhecido e alguma toxidade, a ribavirina € utilizada no tratamento da infecdo pelo
virus da hepatite C crénica em adultos, criancas com idade igual ou superior a 3 anos e
sO deve ser utilizado no ambito de um regime terapéutico combinado com o interferéo.
Ribavirina ndo deve ser utilizado em monoterapia. A ribavirina também € utilizada no
tratamento de infecBes mais esporadicas por exemplo na infecdo do virus da febre da
lassa e infe¢Bes por hantavirus. A viramidina e levovirina sdo analgos da ribabirina que

estdo em desenvolvimento clinico no tratamento do HCV (Crotty et al.; 2000).

O DRACO é um farmaco de largo espetro de agdo recentemente apresentado, de todas
as abordagens em relacdo a este grupo de farmacos o Draco é o que desperta maior
entusiasmo e maior critica a nivel da comunidade cientifica. Tal com o interferdo o
DRACO é uma proteina com potencial para provocar uma resposta imunoldgica. O seu
modo de acdo bem como os seus resultados experimentais serdo abordados

posteriormente (Rider, 2011).
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O LJO01 é um farmaco de largo esperto de acdo, este apenas atua em virus com
invélucro, apesar de existir esta restricdo, este continua a ser um antiviral de largo

esperto pois engloba uma grande parte dos virus existentes (Wolf et al., 2009).

Como se pode analisar ao longo dos anos tem havido um crescente estudo sobre este
grupo de antivirais, pois estes farmacos permitem atuar em qualquer tipo de virus com
probabilidade de eficacia garantida e também ira permitir intervir mais rapidamente no

tratamento dos doentes.

3.1) DRACO

Atualmente existem relativamente poucos agentes terapéuticos eficazes contra
determinadas infe¢des virais, e 0s que existem séo altamente especificos para o virus em
questdo. Numa tentativa de contrariar esta tendéncia tém surgido moléculas com
aplicacdo de largo espectro, entre elas o DRACO, um farmaco antiviral de largo
espectro de acdo. DRACO (D double-stranded RNA Activated Caspase Oligomerizer) é
um grupo de drogas antivirais em desenvolvimento no Instituto de Tecnologia de
Massachusetts. O DRACO é uma proteina quimérica que possui dois dominios. Um
dominio que se liga ao dsRNA viral (através da via do interferdo) e um segundo
dominio (através da ativacdo das caspases) que induz a apoptose, desta forma o
DRACO combina dois processos de atuacao, 0 que vai aumentar a sua eficacia antiviral
e diminuir possiveis resisténcias (Rider, 2011). Na terapéutica atual o que é sugerido, €
a combinacdo de varios farmacos de diferentes grupos de forma atuar em distintos
pontos do clico viral, mas isto ndo é tdo simples porque os efeitos secundarios vao ser
somados na totalidade, podendo provocar ao doente um efeito ndo desejado (Feng., at al
2009).Por isso surge 0 DRACO que combina dois processos em simultaneo sendo

altamente eficaz e diminuindo assim possiveis resisténcias (Rider, 2011).
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DEACD i 20k

i

J!'. Py

Figura 28- Draco. Retirada de Biomedicine Update: Are We About to Slay Viruses Forever?. Em linha.
Disponivel em <http://www.21stcentech.com/biomedicine-update-slay-viruses-forever/> [Consultado em
Outubro 2012]

O DRACO foi desenvolvido para induzir rapidamente o processo de apoptose em
células infetadas, ou seja, tem uma elevada seletividade para células infetadas em
detrimento das células ndo infetadas. A seletividade desta molécula é conseguida devido
ao comprimento e tipo de hélices de transcricdo de RNA presentes no interior de células
infetadas e ndo infetadas. A maioria dos virus produz hélices longas de dsRNA durante
0s processos de replicagdo e transcricdo. Ao contrario das células dos mamiferos ndo
infetadas regra geral produzem menos de 24 pares de bases durante a transcrigdo, desta
forma o DRACO consegue distinguir uma célula infetada de uma ndo infetada,
induzindo apenas a morte celular nas células infetadas. Estudos feitos demonstraram
gue o DRACO é eficaz contra 15 tipos de virus e ndo é toxico em 11 tipos de células de

mamiferos, como se pode verificar nas tabelas 2 e 3, respetivamente (Rider, 2011).
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Tabela 2: Virus utilizados para testar a eficacia de Draco (adaptado de Rider, 2011).

Virus Familia Genoma Invélucro Espécie
Rinovirus 1B Picornavirus +ssRNA Nao Humano
Rinovirus 2 Picornavirus +ssRNA Néo Humano
Rinovirus 14 Picornavirus +ssRNA Nao Humano
Rinovirus 30 Picornavirus +ssRNA Nao Humano
Enceéfalo mielite de | Picornavirus +ssRNA Néo Rato
Theiler's

Dengue tipo 2 | Flavivirus +ssRNA Nao Humano
Inluenza H1N1 Orthomy Xovirus | -ssRNA Sim Humano
AIPR/8/34

Inlfuenza H1N1 Orthomy Xovirus | -ssRNA Sim Humano
AWS5/33

Tacaribe Arenavirus -ssRNA Sim Morcego
Amapari Arenavirus -ssRNA Sim Roedor
Guama Be Ar Bunyavirus -ssRNA Sim Roedor
Guama Be Ar Bunyavirus -ssRNA Sim Roedor
Reovirus 3 Reovirus dsRNA Nao Humano
Adenovirus 5 Adenovirus dsDNA Néo Humano
Murine Adenovirus dsDNA Néo Rato
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Tabela 3: Células utilizadas no estudo — Draco (adaptado de Rider, 2011).

Células Tecidos Virus

Fibroblastos Pulméao Rino 1B, 2, 30; Flu 33, 34

Hepatocitos Figado Rino 1B, 2, 30; Flu 33, 34

Células epiteliais do tecido | Traquéia Flu A/IPR/8/34

respiratorio

Osteoblastos Osso Rino 1B, 2, 30; Flu 33, 34

Células Coragao Rino 1B, 2,14, 30; Flu 33, 34

AD 293 Rim Adeno 5

Células Hela Nuca Rino 14

Células Vero Rim Amapari, Tacaribe,
Guama, Dengue

L 929 Fibroblastos Encéfalo, Madeno, Reo 3

BALB/3T3 Fibroblastos Reo 3

NIH/ 3T3 Fibroblastos Encéfalo mielite

Maioritariamente os virus tem dupla ou simples cadeia de RNA no seu genoma e
produzem longas hélices dsSRNA durante a transcri¢do e replicacdo. Os restantes virus
tem DNA no seu genoma e tipicamente produzem hélices longas dsRNA via transcri¢cdo
simétrica (ambas as cadeias da molécula de DNA sdo utilizadas como molde para
formagdo de RNA). Em contraste e como ja foi referido as células de mamiferos néo
infetadas geralmente ndo produzem longas hélices dsRNA (21 -23 pares de bases). As
defesas naturais exploram esta diferenca de forma a detetar e a eliminar as infe¢Oes
virais (Rider, 2011; Bray, 2008).

Como j4 foi referido o DRACO possui dois dominios de atuacdo diferente. O primeiro
processo envolve a detecdo dsSRNA pela via do interferdo. Os interferbes sao
glicoproteinas naturais produzidas pelo sistema imunitario em resposta a ameaga de

agentes como virus, bactérias, parasitas e tumores (Razonable, 2011).

Os interferdes fazem parte da imunidade inata, mas estes sé atuam depois da entrada do

patogénio na célula (Arosa et al., 2012).
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Existem 2 tipos de interferdes, que incluem 3 classes principais:

» Interferdo o ¢ Interferdo B (Tipo I);

» Interferdo y (Tipo II);

A funcdo dos interferGes é inibir a replicacdo dos virus em células infetadas, evitando a
propagacgdo do virus a outras células e aumentando também atividade de certas células
do sistema imunitario, tais como linfdcitos T, linfocitos B e macrofagos (Arosa et al.,
2012).

Quando as células possuem elevadas concentracdes de dsSRNA, é emitido uma espécie
de sinal, aumentado a producao de interferdo, ou seja, 0 gene que codifica esta citoquina
é ativado nas células infetadas e liberta interferdo para as células circundantes como se
pode visualizar na imagem referente a via do interferdo. As células circundantes nédo
infetadas iniciam a producdo de grandes quantidades da proteina PKR (Proteina Kinase
R). Quando virus infeta uma célula ja pré- sinalizada pelo interferdo, esta ja esta pronta

imunizar o virus, devido a acdo da PKR (Bennett et al., 2012).

A proteina quinase R (PKR) contém dois dominios um N-terminal e C-terminal, a
ligacdo de multiplas proteinas PKR ao dsRNA viral, ativa as PKRs via autofosforilagao.
A proteina PKR ativada fosforilada, inibe a traducéo viral de proteinas. Todos os RNA
dentro da célula sdo degradados, impedindo o RNAm de ser traduzido, e assim
impedindo a replicacdo do virus. O DRACO sendo uma proteina quimérica contém um
dominio que se vai ligar ao dsRNA viral, por um processo semelhante ao da proteina
PKR, ndo descrito até momento (Rider, 2011).
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Figura 29 - Via do Interferdo. Retirado de Imunidade e Controlo de doencas Em linha. Disponivel em
<http://biologial2eportefolio.blogspot.pt/p/imunidade-e-controlo-de-doencas.html>
[ Consultado em Setembro 2012].

O segundo processo utilizado pelo DRACO ¢ a via da apoptose, 0 DRACO como ja foi

7

referido € uma proteina quimérica que possui um segundo dominio de ligacdo a
procaspases, ativando desta forma a via de apoptose. A maquinaria intracelular
apoptotica € semelhante em todas as células animais (Cohen, 1997). Nesta via sdo
utilizadas caspases, que pertencem a familia das protéases, responsaveis pela ocorréncia

da degradacéo celular caracteristica da apoptose (Alberts et al., 2004).

Até aos dias de hoje apenas foram descritas 14 caspases em células de mamiferos que
normalmente estdo presentes nas células numa forma inativa até que sejam ativadas por
um determinado estimulo. As caspases envolvidas na apoptose dividem-se em duas
classes: a classe | composta pelas caspases iniciadoras (caspase -2 -8 -9 -10) e a classe 1l
das caspases efectoras (Alberts et al., 2004; Shearwin-Whyatt e Kumar, 1999).

As caspases sao protéases com um residuo de cisteina (pertencem ao grupo de protéases
de cisteina) que tém a capacidade de reconhecer e clivar substratos que possuam
residuos de aspartato. O nome “caspase” ¢ derivado desta fungdo molecular “Cysteine-
aspartic-acid-proteases”. S8o produzidas como precursores inativos designados de
procaspases, 0s quais sdo, por sua vez, ativados pela clivagem proteolitica em resposta a

sinais que induzem a morte celular programada. As protéases ativas clivam outras
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proteinas-chave na célula, a atividade das procaspases é especificamente regulada na
célula para garantir um controlo apertado da PCD (Morte celular progamda) (Alberts et

al., 2004; Cohen, 1997).

A via intracelular é ativada, em resposta a um determinado estimulo, induzindo na
mitocdndria alteracBes estruturais e bioquimicas, havendo libertagdo de fatores pro-
apoptdéticos (por exemplo: factor indutor da apoptose). (Twomey e McCarthy, 2005;

Vaux and Korsmeuer, 1999)..

Este fatores pré-apoptoticos contém moléculas de sinalizacdo intracelular de apoptose,
tais como o fator de ativacdo de protéase apoptético 1 (Apaf-1),0 cyt ¢ um fator
citosélico e procaspase-9. A formacdo deste complexo na presenca de adenosina
trifosfato (ATP) resulta na ativacdo da caspase-9 e, subsequentemente, de uma cascata

de caspases, levando entdo a morte celular programada - apoptose (Alberts et al., 2004).

N&o tratado Tratado com DRACO Nao tratado Tratado com DRACO

Nao infetado
Nao infetado

Infectado com Rinovirus
Infectado com Virus Dengue

Figura 30 - Imagens de microscdpico que demonstram a eficécia do Draco contra o rinovirus e dengue.
Adaptado de New drug could cure nearly any viral infection Em linha. Disponivel em
<http://web.mit.edu/newsoffice/2011/antiviral-0810.htmlI> [Consultado em Outubro de 2012].
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As imagens da figura 25 comprovam a eficacia do DRACO, uma vez que ndo se

observa qualquer efeito citopatico apos o tratamento (Rider, 2011).

Do lado esquerdo da imagem referente ao virus rinovirus, este mata as células humanas
quando ndo tratado com o DRACO, verificando-se como efeitos citopaticos a
degeneracdo celular e perda de adesdo a lamina. Depois verifica-se o tratamento das
células infetadas com Rinovirus ap6s o tratamento com DRACO, utilizando para

verificagdo de resultados a imagem com as células ndo infetadas.

O proposito de administrar 0 DRACO as células ndo infetadas, teve como intuito de
demonstrar que 0 DRACO ndo tem nenhuma toxicidade em células ndo infetadas, ou
seja, este tem a capacidade de seletividade entre células infetadas e ndo infetadas este é

sem ddvida um dos grandes passos de evolucdo futura nos antivirais (Rider, 2011).

A imagem do lado direito é referente ao virus Dengue, em que processo de leitura de
resultados é igual ao rinovirus, a Unica diferenca € que foram usadas para este virus

celulas de macaco (Celulas Vero).

Contudo ainda serdo necessarios ensaios mais extensos para determinar quanto tempo
depois da infecdo o DRACO pode ser utilizado com sucesso e se tem alguma utilidade
contra infecBes cronicas, sem produzir niveis inaceitaveis de morte celular in vivo.
(Rider, 2011).

3.2) LJ001

O LJ001 é uma pequena molécula antiviral derivada da rodamina metileno arilo que se
verifica ser eficaz apenas contra virus com invélucro incluindo Influenza A, filovirus,
poxvirus, arenavirus, bunyaviruses, paramixovirus, flavivirus e HIV-1 (Wolf et al.,
2009; Palese, 2009). J& em virus sem invélucro como por exemplo o Adenovirus e

Reovirus o composto nédo teve qualquer efeito.

=
gy 7N
@]
LJ-001
Figura 31 - Antiviral de largo espectro - LJ001-Retirado de An viral for enveloped viroses Em linha.

Disponivel em <http://www.virology.ws/2010/02/18/an-antiviral-for-enveloped-viruses/> Consultado em

[Outubro de 2012]

56


http://www.virology.ws/2010/02/18/an-antiviral-for-enveloped-viruses/

Moléculas Antivirais — Que futuro?

O LJ001 é especificamente intercalado entre membrana viral e a membrana celular,
inativando a entrada do virus momentos apds etapa de ligagdo do virus, mas antes da
fusdo do virus com a célula. Embora a membrana da célula hospedeira também fique
danificada, esta possui a capacidade de regeneracdo ao contrario da membrana viral. A
sua especificidade para as membranas lipidicas, verifica-se devido a sua estrutura

antipatica (possui uma extremidade polar e outra apolar) (Wolf et al., 2009).

Resumindo, os dados revelam um grupo de antivirais de largo espectro eficazes contra
virus com involucro tendo como alvo as membranas lipidicas, comprometendo a

capacidade de mediar a fusdo virus-célula (Wolf et al., 2009).

Tabela 4: LJ001- Capacidade de inibigdo sobre virus com e sem invdlucro (retirado de Wolf et al., 2009).

Marburgt (cat A) Filoviridae ssRNA(-) Y "
Influenza A (cat A) Orthomyxoviridae ssRNA(-) Y b
Juninc (cat A) Arenaviridae ssRNA(-) Y g
Rift Valley fever. (cat Bunyaviridae ssRNA(-) Y o
LaCrosseL (cat B) Bunyaviridae ssRNA(-) Y by
Nipahtp (cat C) Paramyxoviridae ssRNA(-) Y kil
Omsk hemorrhagic Flaviviridae ssRNA(+) Y id
RSSEL (cat C) Flaviviridae ssRNA(+) b § i
PIV-5L Paramyxoviridae ssRNA(-) b § L
HPIV-3L Paramyxoviridae ssRNA(-) Y =
Newcastle diseaseL* Paramyxoviridae ssRNA(-) Y S
HIV-1Lp* Retroviridae ssRNA(-)RT Y A
Murine leukemia. Retroviridae ssRNA(-)RT Y i
Yellow fever. Flaviviridae ssRNA(+) Y it
Hepatitis CL Flaviviridae ssRNA(+) Y e
West NileL Flaviviridae ssRNA(+) 4 bacd
Vesicular stomatitisLp ~ Rhabdoviridae ssRNA(-) Y hiid
Cowpoxt Poxviridae dsDNA Y ¥

VacciniaL Poxviridae dsDNA Y &4
AdenovirusL** Adenoviridae dsDNA N -

Coxsackie BL** Picornaviridae ssRNA(+) N B

Reovirus. Reoviridae dsDNA N -
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Concluséao

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatérios, cujos genomas (DNA ou RNA) se
replicam no interior de células vivas, usando a maquinaria sintética celular. Sao
constituidos por uma zona central denominada nucledide, constituido por DNA e/ou
RNA, sendo este revestido pela capside de origem proteica. Alguns virides ainda

possuem um involucro, derivado da membrana celular.

Virus e doencas virais tém estado no centro da ciéncia, sendo que alguns dos nossos
maiores desafios e conquistas envolveram a virologia. Com o aumento da incidéncia de
varias patologias causadas por virus, e com 0 aumento do impacto socioecondmico
houve a necessidade de pesquisar e desenvolver novos agentes antivirais. Apesar da
necessidade de formular antivirais eficazes, estes continuam a ser produzidos numa
quantidade inferior ao desejado. Esta baixa produtividade deve-se principalmente a
dificuldade dos investigadores ultrapassarem certas limitagdes, como a toxicidade,
laténcia viral e possiveis resisténcias associadas aos antivirais. Apesar destas
dificuldades, o conjunto de farmacos disponiveis para combater os virus tendo sido de
inestimavel utilidade para salvar milhdes de vidas a cada ano e melhorar a qualidade de
vida de incontéveis pacientes acometidos de doencas virais como € o caso do HIV. Para
além do uso dos antivirais no tratamento das infecGes virais, estdo disponiveis ainda as

vacinas profilaticas, usadas como uma medida preventiva de salde publica.

A falha nos ensaios clinicos em humanos também surge como uma grande limitacdo no
desenvolvimento dos antivirais, pois mesmo executando ensaios in vivo em animais
esses resultados ndo podem ser transportados diretamente para 0os humanos. Temos
como exemplo o DRACO, farmaco de largo espetro abordado neste trabalho cientifico.
Teve a sua capacidade antiviral avaliada em ratinhos, apresentando resultados bastante
satisfatorios, pois o seu efeito antiviral apenas atinge as células infetadas, enquanto as

células ndo infetadas mantém-se intatas sem qualquer tipo de efeito tdxico associado.

Como ja foi referido o desenvolvimento e a pesquisa de novos antivirais sdo um
processo demorado e caro. A falta de sucesso deve-se muitas vezes ao fato das
moléculas antivirais interferirem ndo s6 com a replicacdo dos virus bem como afetarem
negativamente a célula hospedeira, uma vez que o ciclo viral esta intimamente ligado as
funcgdes celulares. Um dos problemas com a producdo de substancias antivirais esta na

rapida dinamica das infecOes virais, que muitas vezes por falha de diagndésticos rapidos,
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torna obsoletos os préoprios tratamentos que pecam por ser tardios. Esta falha podera ser
futuramente ultrapassada com o uso de técnicas rapidas como a biologia molecular, ou

técnicas mais recentes como a neutrografia.

Os virus sofrem replicagdo intracelular, utilizando os mecanismos da célula hospedeira,
0 modo de replicacdo intracelular diminui o nimero de alvos potenciais para 0s
farmacos antivirais. Os agentes antivirais exploram as diferencas existentes entre as
estruturas e fungdes das proteinas virais e humanos para obter uma seletividade de acéo
antiviral. Neste trabalho cientifico, foram abordados duas classes de farmacos
importantes, os farmacos especificos e farmacos de largo espetro. Os farmacos
especificos atuam seletivamente sobre um tipo de virus, por outro lado os farmacos de

largo espetro atuam numa maior diversidade de virus.

Os farmacos especificos abordados neste trabalho sdo antivirais que atuam no
citomegalovirus. O citomegalovirus humano continua a ser uma ameaga para 0S
individuos imunocompremetidos. Até a data, as drogas comercializadas para o
tratamento da infecdo por citomegalovirus sdo os inibidores da DNA polimerase
(Ganciclovir). Embora estes farmacos sejam eficazes, existem alguns inconvenientes
como a toxicidade e resisténcia adquirida por estes virus. O estudo de farmacos
antivirais para 0 CMV surge pela necessidade de controlo desta infe¢do oportunista nos
pacientes com HIV. Neste trabalho foram abordados os seguintes farmacos: maribavir,
bay 38-4766, ésteres cidofovir, ribosideos de benzimidazole, analogos de ciclopropavir
e metilenociclopropano e AlIC246. Estes antivirais atuam no ciclo viral, bloqueiam por
exemplo a sintese do DNA viral, blogueiam a clivagem e o empacotamento do genoma
viral, estes sdo apenas alguns alvos de atuacdo dos antivirais especificos para o

citomegalovirus.

Em relacdo aos farmacos antivirais de largo espetro foram pesquisados neste trabalho o
DRACO e LJ001. O DRACO é um antiviral de largo espetro que ainda se encontra em
fase de estudo, este atua por dois mecanismos de acdo distintos: um dominio que se liga
ao dsRNA viral (através da via do interferdo) e um segundo dominio (através da
ativagdo das caspases) que induz a apoptose, assim com dois mecanismos conjugados, a
sua eficacia antiviral serd& maior e poderd diminuir possiveis resisténcias. Até ao

momento apenas foi divulgado que irdo ser iniciados testes em macacos e comecando
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obter resultados promissores. Rider espera licenciar a tecnologia para testes em animais

maiores e para eventuais testes clinicos em humanos.

O LJOO01 é um farmaco antiviral de largo espetro que apenas atua em virus que tem
invélucro. O LJO01 é especificamente intercalado entre a membrana viral e membrana
celular, inativando a entrada do virus momentos apos etapa de ligagdo do virus, mas
antes da fusdo do virus com a célula. O LJO01 também ainda se encontra na fase dos

testes clinicos.

De um modo geral, a analise pormenorizada da literatura bibliografica permitiu-me
concluir que a terapia antiviral ainda se encontra numa fase ascenséo cientifica. Para
que este progresso seja alcancado varios parametros tem de ser correlacionados e
estudados. Parametros estes como a prevencdo, epidemiologia, diagnéstico, uso de

antivirais de largo espetro e identificacdo no ciclo viral de novos alvos de atuacéo.

A prevencdo é uma das medidas de controlo das infe¢Bes virais. Como medidas de
prevencdo destacam-se a vacinagéo, eliminacéo do vetor, veiculacdo da informagéo para
a populagéo, quarentena, entre outras. A vacinagdo representa a medida mais eficaz

porque torna o individuo resistente a infecao.

A epidemiologia é uma ciéncia que estuda as doencas na populacéo, investiga os fatores
envolvidos na transmissdo das infecdes, a sua dindmica e distribui¢do. Existem infecdes
virais que sdo mantidas na populacdo por uma cadeia sucessiva de infe¢bes agudas entre
hospedeiros de uma unica espécie animal e outras infetam véarias espécies de
hospedeiros. Assim através da epidemiologia é possivel determinar a frequéncia e
distribuicdo das doencas virais, conhecendo os fatores responsaveis pela infecdo e

adotando medidas de prevencéo.

O diagnostico das infecdes virais emergiu nas ultimas décadas como uma importante
ferramenta em medicina, contribuindo de forma efetiva na identificagdo do patogénico,
direcionando o tratamento da doenga. Assim através de técnicas de diagnosticos (Ex:
biologia molecular) é possivel identificar o virus responsavel pela infe¢do, sendo desta

forma um parametro de extrema relevancia.

Por fim em relagdo ao tratamento das infecGes virais, se todos 0s ensaios clinicos forem

ultrapassados estardo futuramente disponiveis mais farmacos de largo espetro de acéo e
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também surgirdo mais pesquisas/investigacdes com intuito de identificar novos alvos de

atuacdo a fim diminuir as resisténcias existentes e a toxicidade.
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Anexo 1

Modo de funcionamento dos antivirais e respectivos alvos (adaptado de Saxena et al., 2009).

Antivirais Alvo Modo de Acédo Exemplo
Inibidores de Proteinas da superficie Inibem a ligagdo, fusdo e e Ciclosporina
fusdo/ absorcéo viral ou recetores das entrada de virus na célula e  Enfurvitida (T-20)
células hospedeiras hospedeira, protegendo as e Maraviroc
células ndo infetadas de
uma infecéo
Inibidores de Proteina de Membrana Blogueia a M2 (proteina e Amantadina

descapsidacéo

M2

membranar que funciona
como canal i6nico)

e Ramantadina

Inibidores de
DNA polimerase

DNA polimerase viral

Atuam como substrato da
DNA polimerase
provocando uma paragem
na sintese da cadeia de
DNA viral (Terminador de
cadeia)

Anélogos nucleosideos

e Vidarabina

e Aciclovir

e  Ganciclovir
Anélogos nucleébtidos

e Cidofovir
Anélogos ndo nucleosideos

e  Foscarnet

Inibidores da Transcriptase Reversa Inibe a acéo da NRTI:
transcriptase transcriptase reversa e Zidovudina
reversa ligando-se diretamente a e Didanosiva
enzima ou blogueando a e Zalcitabina
cadeia de DNA em e Lamivudina
crescimento ntRTI:
e Tenofovir
o Adefovir
NNRTI:
e Efavirenz
o Nevirapina
e Delavirdina
e FEtravirina
Inibidores da Integrase Bloqueia a acdo da o Raltegravir
integrase integrase, evitando que o
DNA viral seja inserido no
DNA do hospedeiro
Inibidores da Protéase Inibem a clivagem das e Saquinavir
protéase novas proteinas dos virus e Indinavir
necessarios para a e Amprenavir
montagem e formagao de e Nefinavir
novos virus. e Ritonavir
Inibidores da Percursores da Reducdo do GTP; Inibicdo
transmissdo do transmisséao da iniciag8o e alongamento e Ribavirina
virus do RNA
Inibidores da Neuraminidase Blogueia a saida do novo e  Zanamivir

neuramidase

virus por inibicéo da
proteina neuramidase

Oseltamivir (Tamiflu)




Anexo 2

Descoberta de antivirais nas Ultimas trés décadas (adaptado de Saxena et al., 2009)

-

Raltegravir
Maraviroc
Telbivudine, darunavir
Etravirine
Entecavir, atazanavir
Valganciclovir, resveratrol, emtricitabine
Palivizumab, tipranavir
Abacavir, adefovir, tenofovir, oseltamivir
Enfuvirtide
Amprenavir, efavirenz, nelfinavir, ritonavir
Indinavir, docosanol, cyclosporine
Zanamivir, valaciclovir, delavirdine
Saquinavir
Lamivudine
Nevirapine
Famciclovir
Cidofovir
Penciclovir, didanosine, stavudine, zalcitabine
- Zidovudine
Ganciclovir
Aciclovir, foscarnet
Trifluridine, ribavirin
Phosphonoacetic acid
Rimantadine
Amantadine
Vidarabine
Idoxuridine




