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Sumario

A Virologia é uma area em expansdo, através desta conseguiu-se caracterizar os
virus conhecidos atualmente. Estes possuem caracteristicas comuns entre eles, tais como
acido nucleico ou uma cépside e outras que sdo caracteristica apenas de alguns, por
exemplo, invélucro. Os virus sdo ainda parasitas intracelulares obrigatorios e

necessitam da maquinaria do hospedeiro para se replicarem e provocar uma infegéo.

No ambito das inimeras doencas provocadas por virus a ciéncia tem-se dedicado
a investigacao de formas de combater estes parasitas capazes de provocar grandes danos
nas populagdes. Das moléculas abordadas, algumas j& existiam e apenas se descobriu a
sua acdo antiviral ate entdo desconhecida, por outro lado novas moléculas tém sido
exploradas com resultados terapéuticos animadores, contudo é ainda necessario mais

tempo e mais investigacao.

A procura de novas formas/moléculas para combater os virus exige tempo,
dedicacdo e tem custos elevados, para isso sd0 necessarios meios, paciéncia e apoios.
Apesar de tudo tém surgido resultados prometedores nesta area de investigacdo o que

representa esperanca num futuro melhor.
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Abstract

The Virology is a growing area, through this we were able to characterize the
currently known viroses. These have common characteristics between them, such as
nucleic acid or capsid and others that are characteristic of only some, for example,
housing. Viroses are obligate intracellular parasites and still require the machinery of
the host to replicate and cause an infection.

Within the numerous diseases caused by viruses science has been dedicated to
research ways to combat these parasites capable of causing extensive damage in
populations. Addressed some of the molecules existed and only discovered its antiviral
action until then unknown, on the other hand new molecules have been explored with

promising therapeutic results, yet it is still needed more time and research.

The search for new forms/molecules to combat the virus requires time,
dedication and has high cost, to that it is necessary means, patience and support. After
all there have been promising results in this area of research which represents hope for a

better future.

Vi
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Capitulo I - Introducéo

Os virus existem desde os primordios do Planeta Terra, desde o aparecimento
dos primeiros seres vivos que a sua existéncia se tornou possivel e assim se iam
multiplicando e passando de ser vivo para ser vivo perpetuando a sua existéncia e

proliferacdo até aos dias de hoje.

Antes da segunda Guerra Mundial foram introduzidas algumas vacinas que
preveniam infe¢des por determinados virus, por exemplo, vacina contra a Variola,
Raiva, Tuberculose, Tosse Convulsa, entre outros. Mais tarde, ja depois da segunda
grande Guerra foram introduzidas outras igualmente importantes, tais como, vacina
contra Rubéola, Sarampo, Hepatite B, entre outras. A vacinacdo contra 0s agentes
responsaveis pelas infegdes anteriormente referidas trouxe uma redugdo drastica no
nimero de infetados e consequentemente no numero de mortes dai advindas.
Conseguiu-se reducdo de taxas de morte precoce, aumento da longevidade,
consequentemente aumento da esperanca média de vida. Para além disso, conseguiu-se
um aumento na qualidade de vida das populagdes. Estava encontrada uma forma para
combater agentes que provocavam morte e devastacdo nas populagdes, os virus. Deste
modo a ciéncia procura solucionar questdes ainda ndo resolvidas por forma a reduzir o
ndmero de infegBes virais, bem como tratar as ocorréncias da forma mais eficaz

possivel, assim surge um interesse acrescido pelo presente trabalho.

Diferentes antivirais tém sido usados ao longo dos anos por forma a combater as
inimeras infegdes causadas por diversos virus, tais como Herpes virus, Influenza virus,
VIH entre outros. Atualmente ha varios antivirais, apesar de alguns serem de largo

espetro, como a Ribavirina, apresentam especificidade baixa o que ndo garante uma boa
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eficdcia no tratamento e pode gerar resisténcias (Debing et al. 2013). Deste modo

demonstra-se a necessidade de descobrir novas substancias antivirais.

As novas moléculas antivirais sdo o ponto fulcral deste trabalho, explorando o
futuro das mesmas, tanto do ponto de vista das ja existentes mas também averiguando

qual o caminho a seguir no desenvolvimento de novas moléculas.

O tratamento de infe¢Oes viricas tem um peso relevante no orcamento das
sociedades, por exemplo, o uso de novas moléculas para o tratamento da SIDA acarreta
custos elevados a curto prazo (Rizzardini et al. 2012). A infecdo virica traz ao infetado
desconforto, mau estar fisico e mental e por vezes perigo de vida mediante o tipo de
infecdo, isto porque as infegdes viricas podem estar associadas a outro tipo de males no
hospedeiro, tal como o cancro, exemplo disso mesmo é o HPV. Para além deste Gltimo
pode-se associar 0s virus a outros tipos de cancros, ndo descurando que 0s cancros nao
sdo causados exclusivamente por virus mas sim por uma série de fatores entre os quais

se enquadram os virus (Pagano et al. 2004).

Atualmente ha milhdes de pessoas infetadas por virus, exemplo disso mesmo é a
Hepatite B que regista cerca de 400 milhdes de pessoas infetadas por todo o globo
(Odaibo et al. 2012). Verifica-se também o aumento de determinadas infecdes virais,
por exemplo, a SIDA ou Hepatite C, como revela um estudo efetuado na Carolina do
Norte (Kolman et al. n.d.), sendo que os valores apresentados no estudo ndo ocorrem de
forma igual em todo o mundo. Deste modo podemos aferir que h4 um aumento
generalizado por todo o planeta do nimero de infetados por virus, podendo-se excluir
deste lote todos aqueles para os quais ja ha vacinacdo o que leva a uma tendencial

reducdo do nimero de infetados.
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Mediante o supra mencionado o presente trabalho ganha outro relevo, dado que
novas moléculas antivirais podem trazer melhor qualidade de vida aos infetados, curar
algumas infecOes até entdo ndo curaveis, prevenir a disseminacdo virica, reduzir custos
com o tratamento, eventualmente aumentar a esperanca média de vida em grupos de

risco e potenciar uma melhoria dos tratamentos.

Antes de se explorar as formas de tratamento e eliminagéo/controlo de um dado
agente virico é crucial conhecer bem o mesmo, o seu ciclo de vida, o ciclo infecioso e
de replicacdo, mas também avaliar o hospedeiro, as caracteristicas que este tem que
permitem ao agente infecioso instalar-se e proliferar. Apds esta primeira fase estdo
reunidas as condi¢des bésicas para se procurar novas moléculas antivirais que sejam
cada vez mais rapidas a atuar, com menos efeitos secundarios para o hospedeiro, mais

eficazes e eficientes mas também com um espectro de acdo cada vez mais alargado.

O presente trabalho visa entdo uma revisdo bibliogréfica onde serdo abordados
0s pontos anteriormente referidos, tendo em conta que inerente a cada um deles existem
aspetos mais ou menos importantes e o aprofundamento € feito de acordo com este
mesmo aspeto. Assim, sdo utilizados livros e artigos que revelam importancia no ambito
do trabalho.
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Capitulo Il - Virus

A definicdo de virus ndo foi sempre a mesma, foi modificada ao longo dos
tempos por forma a adequar-se aos novos conhecimentos sobre estes agentes até &
definicdo que se conhece na atualidade. Inicialmente os virus eram conhecidos como
agentes patogenicos, de pequeno tamanho e dependentes de um organismo hospedeiro

para se reproduzirem, hoje em dia é possivel ir mais além.

A elaboracéo do relacionamento entre virus e a celula hospedeira permite atingir
um conhecimento mais profundo e uma definicdo de virus mais adequada que
anteriormente. Deste modo pode, para la do descrito anteriormente, acrescentar-se mais
algumas caracteristicas destes agentes por forma a obter uma descricdo mais completa
dos mesmos. Os virus sdo agentes infeciosos, sdo parasitas intracelulares, no seu
genoma tem apenas um acido nucleico, RNA ou DNA. Dentro de uma célula hospedeira
apropriada, o genoma viral dirige a sintese celular para efetuar inimeras cépias de todos
0s componentes virais. Virido é o nome dado a particula infeciosa formada pela
automontagem dos compostos recém sintetizados na célula hospedeira, assim o virido é
um descendente do virus. Este virido formado durante o ciclo infecioso torna-se o
veiculo para a transmissdo do genoma viral para a proxima célula onde ocorrerd novo

ciclo infecioso (Jane S. Flint et al. 2009).
1.1 — Constituicéo dos Virus

Os virus ndo sdo todos iguais, apresentam diferentes caracteristicas e por isso

sdo agrupados de formas diferentes, tais como familia, subfamilia, género e espécie. De
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forma geral, os virus sdo compostos por um acido nucleico, DNA ou RNA e céapside,

podendo ainda alguns virus ter uma outra camada mais externa designada involucro.

No que concerne ao genoma viral este pode ser DNA ou RNA, cadeia dupla ou
apenas uma unica cadeia. O DNA pode ter as suas extremidades ligadas de forma
covalente o0 que origina um genoma circular, ou ter as extremidades livres e ser um
genoma linear, podendo ser também cadeia dupla, ter as extremidades ligadas e ser
linear na mesma. Quanto ao RNA apresenta-se de forma linear, geralmente os virus com
este acido nucleico apresentam-no sob a forma de uma cadeia apenas. O RNA pode ser
ainda classificado como RNA positivo (RNA+) quando o0 RNA gendémico serve também
como RNA mensageiro (RNAm) e é traduzido pelos ribossomas da célula hospedeira.
Por outro lado pode também ser classificado como RNA negativo (RNA-) quando o
RNA genémico é complementar ao RNA que é traduzido e por isso nao pode ser
traduzido diretamente pelos ribossomas da célula hospedeira. Existem mais alguns
tipos, como o virus da hepatite B que é um virus de cadeia dupla, simples e uma
"cauda" de RNA. Dado que os virus apresentam diferentes mecanismos de transcri¢cdo
foi criada a classificacdo de Baltimore (sete grupos), que agrupa os virus mediante o seu

modo de transcri¢do (Jane S. Flint et al. 2009):
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Viruses all the rest
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Figura 1: Classificagdo Baltimore (Anon n.d.)

Grupo | - Virus DNA de cadeia dupla (dsDNA)

Grupo Il - Virus DNA de cadeia simples (sSDNA)

Grupo 111 - Virus RNA de cadeia dupla (dsSRNA)

Grupo IV - Virus RNA de cadeia simples positivo ((+)ssSRNA)

Grupo V - Virus RNA de cadeia simples negativo ((-)ssSRNA)

Grupo VI - Virus RNA com transcricdo reversa (SSRNA-RT)

Grupo VII - Virus DNA com transcrigdo reversa (SSDNA-RT)
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A cépside é formada por uma associagdo proteica, varias copias de uma mesma
proteina ou juncao de diferentes proteinas, tem como funcdo proteger o genoma viral de
agressdes fisico-quimicas e a sua transferéncia entre células e hospedeiros (Mateu
2012). E caracteristica de cada familia viral uma forma geométrica da capside que pode
ser diferente da de outras familias. Pode-se encontrar cinco formas estruturais bésicas de
particulas virais: Icosaédrico sem involucro (ex.: adenovirus), Helicoidal sem involucro
(ex.: virus do mosaico do tabaco). Icosaédrico com involucro (ex.. togavirus e

flavivirus), Helicoidal com involucro (ex.: rabdovirus) ou ainda os Complexos (ex.:

bacteriéfagos e poxvirus) (Jane S. Flint et al. 2009).

42 - 200 nmM ——48—

465 - 2200 nm ———

—-18 - 60 M ——

Virus Helicoidal sem involucro

Virus Icosaédrico sem involucro
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Virus Helicoidal com involucro Virus Complexos

Figura 2: Estrutura dos virus (Anon n.d.)
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O involucro, apenas presente em algumas familias de virus, € composto por uma
camada dupla de lipidos associados a proteinas, estas desempenham diferentes funcoes,
ancoragem inicial a célula, penetracédo, fusdo e disseminacdo do virus entre as células.
Alguns farmacos antivirais atuam sobre as glicoproteinas do involucro dificultando a

ancoragem a célula, atrasando assim a infecdo viral (Arenzana-Seisdedos 2008).

O genoma dos virus codifica proteinas estruturais e nao estruturais. As primeiras
dizem respeito as proteinas que fazem parte da estrutura fisica da particula viral, capside
e involucro. Por outro lado as ndo estruturais sdo sintetizadas no interior da célula
hospedeira e desempenham diferentes funcBes na replicacéo viral. Em alguns virus com
involucro hd uma camada proteica designada de tegumento entre a capside e o
involucro, as proteinas que o compde sdo também estruturais. A transcriptase reversa
dos retrovirus, que produz cépias de DNA a partir de RNA para serem incorporados na
célula hospedeira, € um exemplo de proteina ndo estrutural, apresentando-se como um
alvo de farmacos antivirais (Imaz & Podzamczer 2012). Ha virus que codificam varias
proteinas ndo estruturais com fungdes acessdrias na regulacdo da expressdo dos genes
quer celular quer viral, nomeadamente, regulacdo do ciclo replicativo do virus,

neutralizacdo de mecanismos de defesa do hospedeiro, entre outros (J. Han et al. 2012).

1.2 - Ciclo Viral

Os virus ndo se replicam fora de células, apenas de forma intracelular. Por forma
a desenvolver novos farmacos antivirais é necessario entender todo o ciclo viral, desde a
sua entrada na célula, a replicacdo e a libertacdo do virus, em suma, todas as etapas do

ciclo infecioso.
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Figura 3 Ciclo infecioso (Peterlin & Trono 2003)

A adsorcdo é uma fase que ocorre entre o virus e a superficie da célula, recetor e
ligante unem-se através de proteinas presentes no involucro ou capside e a célula. Estas
ligacGes podem ocorrer, por exemplo, por pontes de hidrogénio ou forcas de Van Der
Waals. Muitas das proteinas celulares que intervém nestas ligacdes sdo imunoglobulinas
ou transportadores transmembranares. Uma maior quantidade de virus presente aumenta
a probabilidade de haver a interacdo entre ligante e recetor. A ndo ocorréncia de
adsorcdo garante que ndo ocorra infecdo, por outro lado a ocorréncia de adsor¢do nao

garante infecdo j& que esta depende de outros parametros para acontecer. Esta € uma
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potencial etapa do ciclo viral a ser explorada para se investigarem novos farmacos
antivirais (Villar & Barroso 2006).

A penetracdo € o processo de introducdo do acido nucleico do virus na célula
hospedeira, pode ocorrer por endocitose, formando endossomas. Os virus com involucro
podem recorrer a um processo de fusdo, onde o involucro se funde com a membrana
plasmaética, esta pode acontecer de forma direta (fusdo a partir do meio extracelular) ou
de forma indireta (endocitose inicial com posterior fusdo ja no interior da célula).
Posteriormente ocorre a descapsidacao no citosol ou no nucleo celular, este é o processo
através do qual o material genético do virus € libertado e exposto no meio intracelular
por forma a ser posteriormente transcrito, traduzido e replicado (Jane S. Flint et al.
2009).

Apbs a libertacdo do material genético no interior da célula inicia-se a sintese
proteica. Independentemente do material genético, DNA ou RNA, cadeia dupla ou
simples 0 genoma deve ser capaz de originar RNA mensageiro que seja reconhecido e

traduzido pela célula.

Apds a replicacdo viral ocorre a montagem das particulas virais. Nos virus que
ndo tém involucro acontece uma associa¢do entre 0 genoma e as proteinas que formam a
nucleocapside, € um processo espontaneo que ocorre devido as interagcdes entre as
proteinas e entre estas e 0 genoma. Noutro tipo de virus a nucleocapside adquire uma
camada mais externa, o involucro, que deriva de membranas celulares (nuclear, reticulo
endoplasmatico, complexo de Golgi ou membrana plasmatica), com uma camada dupla
de lipidos de origem celular e também proteinas virais (Wild et al. 2002). O involucro é

adquirido por um processo de rompimento que ndo implica necessariamente a morte

10
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celular, que leva & libertacdo das novas particulas virais. Por outro lado os virus ndo

contendo involucro sdo libertados através da lise celular (Shaikh & Crowe 2013).

Capitulo Il — Antivirais

1.1 — Dados Histéricos

Os virus representam uma classe de microrganismos que sempre causaram
incomodo ao Homem, com diferentes consequéncias para este ultimo, desde situaces
como uma simples gripe até situacdes mais extremas provocando a morte ao ser

humano.

Atualmente a Unica doenca erradicada do globo é a variola, esta devastou
indmeros povos por todo o planeta. A vacina contra a variola apareceu na década de
1970. A vacinagdo permitiu reduzir drasticamente o numero de infecGes referentes a
varias doencas até entdo causadoras de milhares de mortes, como sarampo, poliomielite,

febre amarela ou raiva.

Ao longo dos anos muitas outras descobertas foram feitas, como o0 uso de
Amantadina nos anos 60 para tratamento de infe¢bes pelo virus influenza A, ou a
Ribavirina sintetizada pela primeira vez em 1970 e usada, por exemplo, no tratamento
da hepatite C. As descobertas ndo se limitaram ao tratamento de infe¢Ges viricas mas
também bacterianas, também neste campo foram descobertas novas moléculas para o

tratamento de determinadas infe¢des (Enquist 2009).

11
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Deste modo os investigadores e a industria procuraram sempre a descoberta de
novas moléculas que permitissem erradicar ou pelo menos reduzir para valores muito
baixos o numero de infecdes viricas, tendo sempre em conta a melhoria de determinadas
caracteristicas, tais como a biodisponibilidade do farmaco, a sua solubilidade, a menor
toxicidade possivel, um tempo de semivida adequado, bem como outras caracteristicas
inerentes a propria forma farmacéutica (Enquist 2009).

1.2 — Caracteristicas

Ha varios tipos de farmacos antivirais, cada qual apresenta um mecanismo de
acdo unico, mas todos eles apresentam fins comuns, impedir a infecdo, a evolugdo ou o
tratamento da infegdo virica. Como tal o antivirico a ser usado deveria, idealmente,

apresentar determinadas propriedades:

Largo espectro de acao;

e Eficéacia acentuada na inibi¢do da replicacéo virica;

e Baixa toxicidade para o hospedeiro;

e Ndo interferir com o sistema imunitario do hospedeiro;
e Boa biodisponibilidade;

e Na&o permitir o desenvolvimento de resisténcias.

Apesar de inGmeros antivirais disponiveis no mercado estes ainda néo
preenchem as caracteristicas do antivirico ideal, uma das razdes prende-se com a falta
de um espectro de acdo alargado, perante este facto os farmacos antivirais séo
agrupados de acordo com o seu mecanismo de acdo. Dentro dos antiviricos mais
recentes pode-se encontrar alguns farmacos importantes usados na Gltima década, tais

como o valganciclovir, ativo contra citomegalovirus (Kotton 2013), a emtricitabina

12
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usada em terapia de associacdo de primeira linha para o tratamento de VIH-1 (Plosker
2013), bem como o atazanavir, também utilizado no tratamento de infe¢do por VIH
(Dumond et al. 2013). Um outro farmaco antiviral usado nos ultimos anos é o
tipranavir, € um inibidor de protéases nao peptidico, ativo contra alguns virus resistentes
a outros inibidores de protéases (M. Aoki et al. 2012). Estes farmacos bem como outros

tém sido importantes mas néo suficientes no tratamento de determinadas infegdes virais.

Capitulo 1V — Novas Moléculas Antivirais

1.1 — Niclosamida

A Niclosamida foi introduzida no mercado no inicio da década de sessenta,
utilizada como anti-helmintico, antineoplasico e mais recentemente como antiviral, é
um acido lipofilico fraco que inibe infecdes provocadas por determinados tipos de virus,
como influenza virus ou rinovirus, € um inibidor de ampla gama contra virus
dependentes de pH, estes virus fundem-se com a membrana do endossoma dado que a
proteina G necessita do pH acido desse mesmo endossoma para facilitar o processo de

fusao.

Para se avaliar a eficacia da niclosamida esta foi usada em diferentes tipos de
rinovirus e influenza virus, verificou-se que as estirpes dependentes de pH eram mais

sensiveis & niclosamida do que as ndo dependentes de pH (Jurgeit et al. 2012).

13
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Para testar se de fato a atividade antiviral estava relacionada com a alteracdo de
pH efetuou-se um comparacdo entre um grupo controlo e 16 substancias relacionadas
com a niclosamida mudando apenas um grupo funcional. Verificou-se que 4 dos 16
compostos tinham resultados idénticos & niclosamida, levando a crer que o grupo
hidroxilo em R1 ou a amida central s&o os grupos relacionados com a sensibilidade ao
pH (Jurgeit et al. 2012).

CH C|

=T

|

==

Figura 4: Estrutura quimica da Niclosamida (Sack et al. 2011)

Ficou demonstrado que a acdo antiviral da niclosamida é mais acentuada antes
da libertacdo do material gendmico do virus, pensando-se que possivelmente a
niclosamida impedia a entrada do mesmo na célula. Esta substancia obteve resultados
semelhantes a outros antivirais como o pleconaril, que inibe a entrada do virus na célula

ligando-se a capside viral.

Verificou-se que o uso de niclosamida apenas se revela eficaz se usado nos
primeiros 30 minutos apds a entrada do virus no organismo, ja apds 120 minutos a
niclosamida ndo se revelou eficaz. A mesma conclusdo se tira de outras substancias
semelhantes a niclosamida, variando apenas em grupos funcionais, verificam-se
eficazes nos primeiros 30 minutos apds entrada do virus no organismo e 120 minutos

depois ja ndo apresentam qualquer eficacia (Jurgeit et al. 2012).
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Percebeu-se entdo que a niclosamida altera a distribuicdo dos endossomas
devido & neutralizacdo do pH, dado que estes possuem um pH baixo e a niclosamida
provoca um aumento de pH pelo fato de ser um transportador de protfes para o exterior
do endossoma (Jurgeit et al. 2012). Deste modo a niclosamida impede a disseminagéo
do material gendmico viral no interior da célula hospedeira, assim se justifica também a
eficdcia ou ineficacia desta molécula nos primeiros 30 minutos ou 120 minutos,

respetivamente, ap0s a entrada do virus no organismo.

Em Novembro de 2002 no sul da China foi identificado pela primeira vez o
SARS, mais tarde, em 2003 ocorreu em Hong Kong um surto grave desta nova doenca,
a mesma tem revelado uma consideravel morbilidade e mortalidade entre os humanos,

estando associada a um coronavirus, SARS-CoV (Lee et al. 2003).

Avaliou-se a eficacia da niclosamida na inibicdo da replicacdo do SARS-CoV,
usando células Vero. Estas foram infetadas com E6 SARS-CoV, com uma
multiplicidade de infecdo de 0.1. As células Vero E6 quando infetadas a esta
multiplicidade comecaram a apresentar um suave efeito citopatico dois dias apds a
infecdo. O uso de niclosamida 1h antes da infecdo impediu o efeito citopético, dado que
impediu a replicacdo do SARS-CoV. Uma analise de imunomarca¢do mostra que a
niclosamida, a uma concentracdo de 1,56 mM ou mais elevada, inibiu totalmente a
sintese de antigénios virais de SARS-CoV em células Vero E6 (C.-J. Wu et al. 2004).

Para avaliar se a sintese de virus teria sido também inibida pela niclosamida foi
ainda analisado o sobrenadante das diferentes culturas, usando a transcriptase reversa
para a detecdo de RNA viral. Constatou-se que a niclosamida inibiu a sintese de novos

virus para concentracdes iguais ou superiores a 3,12mM. Verificou-se ainda que a
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adicdo de niclosamida 3h apos infecdo ndo impedia a interagdo entre o virus e a célula
(C.-J. Wu et al. 2004).

Tal como antigamente a niclosamida é usada como anti-helmintico e pesticida,
porém, estuda-se atualmente o seu potencial no tratamento de certas doencas, por
exemplo o cancro (H. Chen et al. 2013), (J.-X. Pan et al. 2012), bem como o tratamento

de infegdes bacterianas por Pseudomonas aeruginosa (Imperi et al. 2013).

1.2 - DRACO

Hoje em dia, a variedade de antivirais ndo é muita face ao desejado e 0s que
existem sdo especificos para determinados virus ou entdo apresentam algumas
desvantagens, tais como custo de producdo, dificuldade de manipulagédo ou ainda efeitos

secundarios sobre o hospedeiro.

Um antiviral com caracteristicas proximas do ideal seria aquele que junta-se
poucos ou nenhuns efeitos secundarios para o hospedeiro e que por outro lado tivesse
um amplo espetro de agdo, abrangendo um grande nimero de virus. DRACO pode
representar o inicio de uma nova fase na histéria dos antivirais dado que apresenta
caracteristicas que o colocam na rota do antiviral ideal. Esta nova molécula apresenta
eficacia contra quinze tipos de virus diferentes, incluindo o da virus da Dengue,
Amapari, Arenavirus Tacaribe e HIN1, ndo sendo toxico em onze tipos de células de
mamiferos (Rider et al. 2011). DRACO ¢ ja considerada por muitos como a maior

descoberta desde a penicilina.

Quando os virus infetam uma célula, eles assumem a sua maquinaria celular para

criar mais copias do virus, durante este processo o0s virus criam longas cadeias de RNA
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de cadeia dupla (dsRNA), estas ndo sdo encontradas em células animais humanas ou de

outros mamiferos.

Esta nova abordagem no estudo da DRACO utiliza dois mecanismos celulares
naturais. O primeiro processo é relativo a detecdo de dupla cadeia de RNA por via do
interferdo, as células dos mamiferos ndo produzem cadeias longas duplas de RNA, ou
seja, com mais de 22 ou 23 pares de bases, as defesas celulares exploram este facto para
tentarem eliminar virus presentes na célula através da identificacdo destas longas

cadeias caracteristicas de determinados virus (Rider et al. 2011).

Por outro lado ha um segundo processo que completa 0 mecanismo de acdo da
DRACO, este relaciona-se com uma das Ultimas fases do processo de apoptose onde as
caspases (enzimas que clivam proteinas, mecanismo de morte celular programado
(Hensley et al. 2013)) séo ativadas com a finalidade de provocar apoptose. Ha virus que
conseguem impedir a apoptose, por exemplo inibindo o p53 (supressor de tumor
(Kofman et al. 2013)), por outro lado alguns inibem diretamente a acdo das caspases,
por exemplo o virus da peste suina africano (que diminui a atividade da caspase 3 pelo
menos durante as primeiras horas de infecdo (Portugal et al. 2009)), este é um dos factos
pelos quais 0 organismo ndo consegue provocar a morte da célula antes do término do

ciclo de multiplicagéo viral.

Assim, DRACO ndo é mais do que uma proteina com uma zona que se liga ao
dsRNA viral e uma segunda zona (por exemplo, zona de ligacdo a uma procaspase) que
induz a apoptose. Se ndo estiver presente na célula dsRNA viral a DRACO néo forma
ligagbes cruzadas e ndo ocorrera morte celular. Deste modo quando uma das
extremidades do DRACO se liga ao dsRNA, ele sinaliza a outra extremidade do

DRACO para iniciar o mecanismo de apoptose.
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Dado que a DRACO provoca a morte imediata de qualquer célula infetada que
contenha o dsSRNA viral, torna-se mais dificil para o virus ganhar resisténcia a esta nova

droga.
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Figura 5: Mecanismo de a¢do da DRACO (Anon n.d.)
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1.3 — Melitina

A melitina é uma substancia presente no veneno das abelhas, tem sido usada
pela industria para a producao de cremes com efeito antirrugas, a melitina transmite a
sensacdo da picada de uma abelha, levando a um reacdo inflamatoria ao veneno, de tal
modo que aumenta o fluxo sanguineo, estimula a producdo de colagénio (fortalece os
tecidos corporais) e de elastina (aumenta a flexibilidade dos tecidos), reduzindo as

rugas.

Por outro lado esta toxina tem outras poténcialidades, nomeadamente no campo
da Virologia. Investigadores da Universidade de Washington identificaram eficacia
desta toxina sobre diferentes virus, entre os quais o VIH. A melitina forma pequenos
complexos porosos e atua sobre o involucro do virus criando buracos neste, mas nédo
afeta as células normais isto porque a melitina é veiculada em nano particulas que tém
um composto que funciona como barreira (“para-choques”) deixando passar apenas
substancia de menor tamanho, por exemplo o virus VIH, porém ndo permite a passagem
de células dado que estas apresentam um tamanho superior a nano particula, assim
apenas as substancias com tamanho inferior & nano particula entraram em contacto com

a mesma e consequentemente com a toxina (Hood et al. 2013).

O estudo feito pelos investigadores Americanos visa 0 desenvolvimento de um
gel vaginal que blogueie a infecdo viral (Hood et al. 2013). O estudo foi feito usando
nano particulas carregadas com melitina por forma a avaliar a sua toxicidade sobre as
células bem como avaliar a capacidade de inibir o CXCR4 e CCR5 do VIH-1. Apoés 0s
testes sobre células vaginais e sobre 0 CXCR4 e CCR5 do VIH-1 verificou-se que a
melitina livre € citotoxica mas quando veiculada nas nano particulas ndo apresenta

qualquer citotoxicidade. Por outro lado verificou-se também eficacia das nano particulas
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na inibicdo do CXCR4 e CCR5 do VIH-1 (CMI 50% - 3,7ug/ml e 0,03ug/ml
respetivamente) (Hood et al. 2013). Deste modo demonstra-se que a melitina apresenta
diferentes modos de atuacdo, por um lado atua sobre o invélucro do virus provocando a
destruicdo do mesmo por lado atua também inibindo o0 CXCR4 e CCR5 do VIH-1.

Para além do supra referido um estudo recente sobre uma melitina mutante
(melitina mutante humano interleucina 2, melitina MhIL-2) tem apresentado resultados
animadores no tratamento do cancro no ovario ao inibir o crescimento do mesmo
(Mingjun Liu et al. 2013), apesar de ainda estar em fase inicial promete ser muito Util
num futuro proximo. Est4d também em fase inicial de estudo a acdo da melitina
combinada com E. coli para o tratamento do cancro, apresentando j& os primeiros
resultados com eficacia no tratamento de leucemia, provocando a destruicdo das células
anormais e afetando em baixa percentagem os eritrocitos saudaveis (Hongyan Liu et al.
2013).

As nano particulas com melitina apresentam um elevado potencial no que
concerne ao tratamento ou prevencao de infecGes provocadas por virus com involucro, é
por isso uma area de elevado interesse dadas as inumeras infecdes provocadas por estes

tipos de virus no seres vivos, nomeadamente no Homem.

Anteriores abordagens terapéuticas visavam a inibi¢do da replicacdo viral, esta
nova abordagem (melitina) permite o que outros farmacos ndo permitiam, impedir ou

diminuir a probabilidade de ocorrer uma infecdo inicial.
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HIV particles captured and disintegrated

Figura 6: Mecanismo de acdo da Melitina (Hood et al. 2013)

1.4 - Boceprevir e Telaprevir

O virus da hepatite C € um dos agentes com maior importancia no que respeita a
doencas cronicas no figado, sendo responsavel por cerca de 40% dos casos de cirrose,

70% das hepatites cronicas e 60% dos cancros hepaticos (Alter 2007).

Existem seis tipos (genétipos) de HCV, com inumeros subtipos, sendo que o

subtipo 1a e 1b provocam aproximadamente 60% das infe¢fes mundiais provocadas por
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HCV (Simmonds 1999). Cerca de 40 a 50% dos pacientes com gendtipo 1 apresentam
uma resposta viroldgica sustentada ao tratamento com peginterferdo alfa combinado
com Ribavirina (Fried et al. 2002), ja os portadores dos genoOtipos 2 e 3 respondem

numa percentagem de aproximadamente 80% (ZEUZEM 2004).

A necessidade da busca de novos antivirais para o tratamento do HCV advém da
falta de eficacia no tratamento da doenca usando Ribavirina e Peginterferdo, isto
acontece por inumeros fatores, por exemplo, o desenvolvimento de resisténcias a estes
farmacos ou a heterogeneidade genética viral (Qashqari et al. 2013). A resisténcia aos
inibidores da protéase (Boceprevir e Telaprevir) acontece devido a mutagdes em pontos-
chave da protéase NS3/4A, ou entdo devido a variantes resistentes & droga que
transportam mutacdes que afetam a ligacdo dos inibidores da protéase aos respetivos
recetores (Shang et al. 2013).

Boceprevir e Telaprevir apresentam-se como as primeiras moléculas inibidoras
de protéase para o tratamento de HCV. Estas moléculas ligam-se de forma covalente,
mas reversivel, a serina do local ativo da protéase NS3 (proteina ndo estrutural
envolvida diretamente na replicacdo viral dado que permite que a serina seja substituida
por alanina (Bartenschlager et al. 1994)) através de um grupo funcional alfa-ceto amida,
de forma a inibir a replicacdo virica nas células hospedeiras infetadas pelo VHC (Q. Pan
etal. 2012).

A monoterapia com Telaprevir ou Boceprevir tem sido associada a resisténcias,
por outro lado estas moléculas por si s6 ndo séo suficientes para a completa erradicagédo
do virus, como tal, o tratamento combinado com Peginterferdo e Ribavirina surgiu
como a solucdo definitiva para resolver essas limitagdes (Q. Pan et al. 2012). Portadores

de HCV gendtipo 1 e VIH obtiveram melhores resultados na terapia combinada do que
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em monoterapia com Peginterferdo e Ribavirina onde a eficécia é baixa (Sulkowski et
al. 2013).

A terapia tripla da hepatite C provocada por HCV apesar de se ter vindo a
revelar muito eficaz apresenta algumas desvantagens associadas, esta terapéutica
apresenta efeitos secundarios importantes, nomeadamente, quadros de anemia apos
transplante hepatico (Londofio et al. 2013) ou efeitos dermatoldgicos severos como rash
cutaneo ou sindrome de Stevens-Johnson (necrose ou eritema que pode afetar mucosas,
oral, anal, genital e ocular) (Torii et al. 2013). Estes factos remetem a ciéncia para a
continuacdo da investigacéo por forma a manter ou melhorar a eficicia terapéutica mas
por outro lado encontrar formas de diminuir ou eliminar os efeitos secundarios e

interacdes medicamentosas.

A eficécia terapéutica da terapia tripla sobre HCV permite reduzir a frequéncia
de administracfes de farmaco bem como o tempo de tratamento. Estudos recentes
apontam j& para 2015 o proximo passo na terapia antiviral que serd a combinacéo oral

de novos antivirais de acdo direta para o tratamento de HCV crénico (S Pol et al. 2013).

1.5 — RNA Interferéncia

A evolucdo do planeta e do Homem foi sempre acompanhada pelos virus, tal
como nds, estes também foram criando mecanismos para fazer face a evolucao dos seres
vivos, assim foram-se adaptando a alteracGes nos sistemas imunitarios dos hospedeiros,

terapéuticas farmacoldgicas entre outros (Shah & Schaffer 2011).
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O RNAI baseia-se num mecanismo onde moléculas de RNA que sédo
complementares a0 RNA mensageiro inibem ou dificultam a traducéo ou transcri¢do de
genes especificos (Shah & Schaffer 2011).

A interferéncia da dupla cadeia de RNA na traducéo pode ser mediada por dois
tipos de moléculas, micro RNA ou siRNA (small interfering RNA). Os micro RNA
apresentam uma sequéncia com cerca de 20 a 22 nucledtidos. Por outro lado, é a partir
de longas e duplas cadeias de RNA exdgeno, que a enzima DICER efetua cortes
gerando o siRNA, sendo este um pequeno fragmento de RNA com cerca de 23 pares de
nucleotidos (Shah & Schaffer 2011).

Os fragmentos de siRNA combinam-se com proteinas formando um complexo
ribonucleoproteico conhecido como RISC (RNA induced silencing complex). Apos a
conjugacdo uma das cadeias de RNA ¢ eliminada sendo a outra uma “ponte” entre a
RISC e RNA mensageiro especifico, o qual sera o alvo da acdo do RNAI. Quando a
ligacdo entre a RISC e 0 RNA mensageiro é completa uma enzima designada Argonauta
(subunidade da RISC) destr6i o RNA mensageiro. Por outro lado se esta ligacdo ndo se
da de forma completa, a Argonauta ndo atuara de forma a destruir o RNA mensageiro,
porém esta ligacdo ndo completa permite que haja uma inibicdo da traducdo desse
mesmo RNA mensageiro ficando este destabilizado e é posteriormente degradado no

citoplasma nos corpos de processamento (Shah & Schaffer 2011).

No que respeita ao micro RNA ndo ocorre a formacdo de nenhuma proteina,
sendo que quando ocorre a transcricdo de um gene forma-se uma cadeia longa de RNA
com sequéncias que se completam na prépria cadeia levando a que esta se dobre e se

fixe formando grampos sendo estes posteriormente degradados por uma enzima
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designada DROSHA, assim formam-se fragmentos de RNA onde atua a DICER e
ocorre um mecanismo muito semelhante aos sSiRNA (Shah & Schaffer 2011).

O RNAI apresenta diferentes e multiplas aplicacdes possiveis, entre elas surge o
combate ao virus da Dengue, este afeta cerca de 100 paises em todo 0 mundo e ndo ha
nenhum antiviral licenciado contra este agente (Idrees et al. 2013). Até a data, tem sido
usado RNAI contra varios agentes patogénicos humanos, incluindo o virus da
imunodeficiéncia humana do tipo 1, o virus da hepatite C, o virus da hepatite B,
poliomielite, virus da gripe A, entre outros. Estes virus possuem ssRNA, quando o seu
genoma € exposto no citoplasma da célula hospedeira tornam-se um potencial alvo do
RNAI (Idrees et al. 2013).

A administracdo intravenosa de SiRNA inibe o desenvolvimento tumoral
(pulmonar) através da destrui¢ao do CD47, este ¢ um “auto marcador” que é expresso
na superficie das células cancerosas que lhe permite escapar ao sistema imunitario,
deste modo as células ficam “visiveis” de tal modo que as torna alvos para os

macrofagos (Y. Wang et al. 2013).

Estes sdo apenas alguns exemplos das inimeras formas de explorar a a¢do do
RNAI, sendo este de extrema importancia num futuro préximo no que respeita a

terapéutica antiviral.

Atualmente, ddo-se ainda os primeiros passos na exploracdo do potencial do
RNAI como antiviral, porém alguns contratempos tém surgido e assim dificultado os
avangos cientificos nesta area, exemplo disso mesmo é a depuragéo renal (se o RNAI

for demasiado pequeno pode ser excretado na urina), as barreiras celulares que
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dificultam a chega do RNAI ao local de acéo, a biodisponibilidade, entre outros (Jiehua
Zhou et al. 2013).

A escolha de vetores virais para administracdo do RNAI também tem encontrado
alguns problemas, particularmente o risco de imunogenicidade. Para colmatar esta
situacdo estuda-se as nanoparticulas como forma alternativa de administracdo do RNAI
com todas as vantagens gue esta tecnologia pode oferecer a nivel ambiental como custos
de producdo, reacdes alérgicas ou de imunogenicidade, entre outras. Os estudos tém
caido sobre nanoparticulas de ouro, micelas e outros materiais, mas aquelas que tém
apresentado melhores resultados ao veicular o RNAI tem sido os lipossomas (Jiehua
Zhou et al. 2013).

Apesar dos avancos cientificos nesta area, 0 RNAI apresenta-se como uma
opcao terapéutica antiviral de elevada importancia, com resultados prometedores,
contudo a ciéncia depara-se ainda com diferentes dificuldades passiveis de serem
ultrapassadas num sentido de otimizar esta tecnologia.
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Capitulo V — Conclusao

A Virologia, area que se dedica ao estudo dos virus, identificou algumas
caracteristicas como sendo gerais e comuns aos Virus, estes sdo parasitas intracelulares
obrigatdrios, possuem acido nucleio (DNA ou RNA) e capside, podem possuir ou ndo

invélucro.

Os virus acompanham os seres vivos desde sempre, provocando diferentes
infecbes e morte em inimeras espécies. A ciéncia tem-se dedicado ao estudo destes
parasitas por forma a tentar eliminar ou controlar certo virus ou pelo menos minimizar

os efeitos devastadores que estes podem ter sobre determinadas populacgdes.

O desenvolvimento de novas moléculas antivirais tem-se revelado um processo
lento e insuficiente face & evolugdo dos nimeros no que respeita a infecdes virais por
todo o mundo, os estudos sdo caros e morosos. Contudo nas Gltimas décadas surgiram

moléculas de extrema importancia no combate as infecdes virais.

Depois de uma analise sobre a importancia dos virus no mundo atual, este
trabalho apresenta algumas moléculas com diferentes potenciais terapéuticos, mas todas

elas com elevado interesse do ponto de vista antiviral.

Apesar do conhecimento ja adquirido a busca de novas moléculas ou meios
terapéuticos antivirais € um processo que para l& do supra descrito implica muita
dedicacédo e paciéncia, mesmo as moléculas apresentadas necessitam de mais tempo e
investigacdo para um total conhecimento do seu potencial terapeutico e efeitos

indesejados.
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