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Resumo

Os virus sdo agentes infeciosos de pequenas dimensfes. Ndo possuem metabolismo
proprio e sdo considerados parasitas intracelulares obrigatorios, pois precisam de um

hospedeiro para se reproduzir.

A quimioterapia antiviral foi uma area praticamente inexplorada até meados do século
XX. As infe¢bes provocadas pelo virus herpes simplex (HSV-1) e a descoberta do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) revelaram ser a principal alavanca para o

desenvolvimento de moléculas com atividade antiviral.

As infecdes virais sdo dificeis de tratar, porque os virus partilham muitos dos processos
metabdlicos da célula hospedeira, sendo dificil encontrar farmacos com uma toxicidade
seletiva e que atuem apenas no virus. No entanto, existem algumas enzimas que sao
especificas de determinados virus, permitindo o desenvolvimento de antivirais que atuam
por inibicdo de determinadas enzimas virais, apresentando assim uma menor toxicidade
para o hospedeiro. A maioria dos antivirais usados hoje em dia, sdo analogos de
nucledsidos, desde os mais antigos, como o aciclovir (que tem como alvo a DNA
polimerase), até aos mais recentes, como o sofosbuvir (que tem como alvo a RNA
polimerase). De modo a alcancar uma melhor biodisponibilidade oral e/ou diminuir a
toxicidade para o hospedeiro, tem-se apostado no desenvolvimento de pré-farmacos

classicos.

Palavras-chave: atividade antiviral, andlogos de nucledsidos, toxicidade, pro-farmacos,
efeitos secundérios, HBV, HCV, HHV.
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Abstract

Viruses are small infectious agents. They don’t have their own metabolism and are
considered as obligate intracellular parasites, since they need a host to reproduce.

Antiviral chemotherapy constituted a practically unexplored area until the midle of the
20th century. Infections caused by the herpes simplex virus (HSV-1) and the discovery
of the human immunodeficiency virus (HIV) promoted the development of molecules

with antiviral activity.

Viral infections are difficult to treat because viruses share many of the host cell metabolic
processes and it’s difficult to find drugs with a selective toxicity that only act on the virus.
However, there are some enzymes that are specific for certain viruses, allowing the
development of antiviral that act by inhibition of those viral enzymes, thus presenting a
lower toxicity to the host. Most of the antivirals that are used today are nucleoside
analogues, from the earliest, acyclovir, which targets DNA polymerase, to the most
recent, sofosbuvir, which targets RNA polymerase. In order to achieve a better oral
bioavailability and/or decrease the toxicity to the host, the focus has been placed on the

development of classic prodrugs.

Keywords: antiviral activity, nucleoside analogs, toxicity, pro-drugs, side effects, HBV,
HCV, HHV.
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l. Introducéo

Os virus sdo agentes infeciosos de pequenas dimensdes, e sdo incapazes de se reproduzir
fora da célula hospedeira. Ndo podem ser considerados células, porque ndo possuem
metabolismo proprio (Rang et al., 2012). Os virus multiplicam-se dentro das células do
hospedeiro, porque os seus acidos nucleicos ndo codificam as enzimas necessarias para o
metabolismo de proteinas, hidratos de carbono e lipidos, sendo por isso parasitas
intracelulares obrigatorios. Os genes virais podem estar incluidos num genoma de DNA
de cadeia simples ou dupla, ou num genoma de RNA de cadeia simples positiva, ou de
cadeia simples negativa, ou entdo de RNA de cadeia dupla. O &cido nucleico do virus
encontra-se quase sempre dentro de uma estrutura proteica, chamada de cépside. Devido
a falta de complexidade genética dos virus, as suas capsides sdo constituidas por multiplos
capsomeros idénticos, que por sua vez, sdo constituidos por algumas proteinas. Alguns
virus possuem, adicionalmente, um envelope lipoproteico que pode ser composto por
glicoproteinas ou por fosfolipidos antigénicos virais, adquiridos da membrana plasmatica
das células do hospedeiro (Figura 1). As cépsides podem ter simetria icosaédrica ou
helicoidal. As estruturas icosaédricas tém uma forma aproximada de esfera, mas com
eixos de simetria duplos, triplos ou até mesmo quintuplos, enquanto que as estruturas
helicoidais apenas tém um eixo de simetria duplo (Fauci et al., 2008; Flint et al., 2015;
Rang et al., 2012).

/ Envelope lipoproteico

Nducleo de

acido nucleico .
Nucleocapsideo

Capsomero
(as unidades proteicas
morfologicas da capa)

Figura 1 - Diagrama esquematico dos componentes de uma particula viral (Rang et al., 2012).

A classificacéo inicial dos virus foi feita por meio de estudos que visavam a capacidade

dos virus de causar doencas e infecdes. Logo as primeiras classificagdes eram baseadas
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nas propriedades patogénicas comuns, como o tropismo celular do virus, caracteristicas

ecoldgicas e formas de transmissao (Gelderblom, 1996).

O Comité Internacional de Nomenclatura de Virus (ICNV) foi criado em 1966, tendo
posteriormente em 1973, sido renomeado Comité Internacional da Taxonomia dos Virus
(ICTV), nome que permanece até hoje. Atualmente os critérios mais importantes para a
classificacdo dos virus sdo: o tipo de hospedeiro, a morfologia da particula viral e o tipo
de &cido nucleico. Os virus sdo normalmente agrupados em ordens, cuja nomenclatura
tem a terminacdo -virales, familias com terminacdo -viridae, subfamilias com a
terminacdo —virinae, género com a terminacao em —virus e espécies, cuja nomenclatura é

0 nome do virus em inglés (Gelderblom, 1996).

Dado que os virus partilham muitos dos processos metabolicos da célula hospedeira, é
por vezes dificil encontrar farmacos que apresentem toxicidade seletiva, e muitas das
moléculas em estudo acabam por ndo serem aprovadas para uso terapéutico devido aos

efeitos toxicos graves para o hospedeiro (Eyer et al., 2016).

Os nuclebsidos estdo envolvidos em quase todos 0s processos celulares e tém um papel
muito importante nas funcBes estruturais, energéticas, reguladoras e metabdlicas do
organismo humano. Assim, os seus analogos tém acdo contra bactérias, fungos, leveduras,

virus ou tecidos neoplésicos (Balimane e Sinko, 1999).

A quimioterapia antiviral constituia uma &rea praticamente inexplorada até meados do
século XX. Como os virus utilizam muitos dos processos metabdlicos do hospedeiro, é
dificil encontrar farmacos que sejam seletivos para a particula viral. Porém existem
algumas enzimas que sdo especificas de determinados virus. O conhecimento mais
aprofundado da estrutura dos diversos virus permite, atualmente, o desenvolvimento de
antivirais que atuam por inibicdo de determinadas enzimas virais, 0S quais apresentam
uma menor toxicidade para o hospedeiro. A maioria dos farmacos disponiveis no mercado
apenas sdo efetivos quando o virus se encontra em fase de replicacdo. Como a fase inicial
da infecéo € assintomatica, o tratamento é frequentemente iniciado numa fase ja avancada

dainfecdo, o que constitui uma limitac&o para o sucesso da terapéutica (Rang et al., 2012).
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As infecBes provocadas pelo virus herpes simplex (HSV-1) e a descoberta do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) revelaram ser a principal alavanca para o
desenvolvimento por parte da indUstria farmacéutica de moléculas com atividade antiviral
(Taylor et al., 2016).

O primeiro antiviral a ser introduzido no mercado foi a idoxuridina em 1963 para o
tratamento de infecBes herpéticas no olho. Atualmente e mais de 50 anos depois desta
descoberta, centenas de outras moléculas antivirais foram aprovadas para o HIV, o virus
da hepatite C (HCV), o virus da hepatite B (HBV), o virus herpes humano (HHV), entre
outros. A maior parte das moléculas aprovadas sdo analogos de nucle6s(t)idos. (De Clercq
e Li, 2016).

Os analogos de nucledsidos tém sido bem-sucedidos no tratamento de varias infecdes
virais. Estas moléculas atuam principalmente nos mecanismos de reproducdo do genoma
viral (Luo et al., 2016). O aciclovir foi o primeiro a ser introduzido no mercado em 1980,
para tratar infecGes provocadas pelo HSV-1, e tem como alvo a DNA polimerase do virus
(Elion, 1989). A zidovudina, foi introduzida em 1987 para tratar infe¢Oes pelo HIV e tem
como alvo a transcriptase reversa (Kahn et al., 1992). Mais recentemente foi introduzido
no mercado o sofosbuvir, um anadlogo de nucleésido utilizado para tratar as infecdes por

HCV que tem como alvo a RNA polimerase viral (Lawitz e Gane, 2013).

De entre as limita¢Bes dos analogos de nucledsidos com atividade antiviral, destacam-se
a sua baixa biodisponibilidade oral e, a metabolizacdo que ocorre decorrente do efeito de
primeira passagem, fazendo com que seja dificil manter um nivel terapéutico adequado
no plasma para varios destes farmacos. De forma a ultrapassar estas dificuldades tem-se
apostado no desenvolvimento de pro-farmacos classicos, 0s quais apresentam uma
melhor biodisponibilidade oral e/ou uma diminuicdo da toxicidade para o hospedeiro
(Zhang et al., 2014). Algumas destas moléculas apresentam toxicidade mitocondrial, que
normalmente é detetada na fase dos ensaios clinicos e que se pode manifestar com
faléncia hepatica, nefrotoxicidade, pancreatite, nefropatia e miopatia (Arnold et al.,
2012).
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Os objetivos desta dissertacdo sdo a elaboracdo de uma reflexdo critica da literatura
publicada sobre os diversos analogos de nucledsidos com atividade antiviral, abordando
0s seus mecanismos de acgéo, aplicagdes terapéuticas, assim como as suas limitagdes.
Serdo também abordadas as estratégias usadas no desenvolvimento de pré-farmacos e as
vantagens destes face aos compostos protétipo. Dada a vastiddo do tema optou-se por
limitar a abordagem as moléculas aprovadas para a terapéutica das infegdes pelos virus
herpes humano, virus da hepatite B e virus da hepatite C. O trabalho foi estruturado de
forma a transmitir a evolucdo que tem vindo a ser alcancada na area dos antivirais
analogos de nucledsidos. Foram abordados alguns analogos de nucledtidos que
representam avancos recentes e importantes nesta area terapéutica. Por fim, tentou-se

analisar as perspetivas futuras de evolugéo.

A pesquisa bibliografica dos artigos cientificos foi realizada a partir da base de dados
PubMed. A pesquisa foi direcionada de modo a obter informacéo sobre os diferentes tipos
de analogos de nucle6sidos que sdo utilizados para tratar infecbes virais, a sua relacdo
estrutura-atividade, a utilizacdo de pro-farmacos como alternativa aos compostos
prototipo, mecanismos de acgdo, aplicacdes terapéuticas, e limitacGes da sua utilizacdo
nomeadamente no que respeita a efeitos secundarios e toxicidade para o hospedeiro.
Utilizaram-se as seguintes palavra-chave: “antiviral activity”, “structure-activity
relationship”, “nucleoside analog”, “RNA virus”, “DNA virus”, “mechanism of action”,
“toxicity”, “pro-drugs”, “side effects”, “HCV”, “HBV”, “herpes virus” entre outras. A
pesquisa foi limitada a literatura inglesa (a excecdo de um artigo portugués), publicada a
partir de 2012, exceto alguns artigos cientificos mais antigos que se revelaram
importantes na contextualizacdo do tema. Dos artigos pesquisados, foram analisados mais
de 200, tendo-se descartado 44 por ndo fornecerem informacdes relevantes para o
desenvolvimento deste trabalho. Foram citados 164 artigos cientificos e recorreu-se,

ainda, a quatro livros editados.
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1. Desenvolvimento

1. Anélogos de nucleodsidos utilizados no tratamento de infecdes pelo virus

herpes humano

1.1. Caracteristicas do virus herpes humano

O virus herpes humano (HHV) compreende oito tipos de virus, que podem ser agrupados
em trés subfamilias (o, B e y), baseado nas suas semelhancas bioldgicas e genomicas
(Jiang et al., 2016). Na subfamilia a encontra-se o herpes simplex tipo 1 (HSV-1), o
herpes simplex tipo 2 (HSV-2) e o virus da varicela-zoster (VZV ou HHV-3). Na
subfamilia B encontra-se o citomegalovirus (CMV ou HHV-5) e o virus herpes humano
tipo6e 7 (HHV-6 e HHV-7, respetivamente). Na subfamilia y encontra-se o virus epstein-
barr (EBV ou HHV-4) e o virus herpes humano tipo 8 (HHV-8) (Erlich, 1997; Griffiths,
1997).

O HSV-1 e 0 HSV-2 sdo agentes causadores do herpes oral e genital, respetivamente. O
VZV ou HHV-3 é o agente causador da varicela (primeira infecdo) e da zona (reativacdo
do virus). O EBV ou HHV-4 esté associado a mononucleose infeciosa, mais conhecida
por doenca do beijo. O HHV-8 esta associado ao sarcoma de Kaposi podendo estar

também associado ao linfoma das células p (Warden et al., 2011).

O CMV ou HHV-5 é principalmente preocupante em mulheres gravidas e em doentes
imunodeprimidos (Warden et al., 2011). Nas mulheres que foram infetadas antes de
engravidar, o risco de infetar o feto € muito baixo. No entanto, nas mulheres que séo
infetadas durante a gestacdo este virus torna-se mais perigoso, pois pode atravessar a
barreira placentéria, podendo provocar, malformacdes no feto, como por exemplo, surdez
ou deficiéncias neuroldgicas. Em casos limite, pode ocorrer a morte do feto ainda in utero
ou pouco depois do nascimento devido aos danos neuroldgicos e a falha de varios 6rgaos
(Emery e Lazzarotto, 2017; Vadini et al., 2016). Nos individuos imunodeprimidos, como
é 0 caso dos transplantados e dos pacientes com HIV, o virus pode colocar em causa a
vida (Rose et al., 2017). Nestes individuos, existe o aumento de infecdes por bactérias,
fungos e virus, podendo provocar, por exemplo, a rejeicdo do érgéo transplantado, fibrose
intersticial e atrofia tubular (Kotton, 2013).
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O ciclo de vida do HSV envolve os seguintes passos: entrada do virus na célula do
hospedeiro, replicacdo viral, montagem e posterior saida do virus (Vadlapudi et al.,
2013). A entrada viral ocorre em duas etapas diferentes. No primeiro passo, as
glicoproteinas virais ligam-se aos recetores das células hospedeiras e, no segundo passo,
o envelope viral funde-se com a membrana plasmatica ou sofre endocitose (Kukhanova
et al., 2014; Vadlapudi et al., 2013). Apesar do envelope viral apresentar 12
glicoproteinas diferentes, apenas cinco delas — glicoproteina C (gC), gB, gD, gH e gL —
sdo esséncias para a infecdo viral (Vadlapudi et al., 2013). Finalmente, a fusdo do
envelope viral com a célula hospedeira € facilitada pela gB e gD. Apés a fusédo, a
nucleocapside viral e proteinas do tegumento sao libertadas no citoplasma e as proteinas
sdo transportadas para dentro do ndcleo por um complexo proteico. Este processo €
auxiliado pela proteina da capside VP26 e pela proteina do tegumento UL34 (Kukhanova
et al., 2014; Vadlapudi et al., 2013).

A transcricdo e a replicacdo do genoma viral assim como a montagem das cépsides
progenitoras, ocorrem dentro do ndcleo. Apos a infecdo no nicleo, a RNA polimerase do
hospedeiro inicia a expressao do gene viral. As proteinas virais regulam as cascatas de
transcricao sequencial (genes a, B ¢ v) (Kukhanova et al., 2014). A principal funcdo da
proteina codificada com o gene o ¢ a ativagdo da expressdo do gene B. As proteinas e
enzimas virais codificadas com o gene P sdo especialmente necessarias na replicagao do
DNA viral, e inclui a proteina de ligacdo de origem (UL9), proteina de ligacdo de DNA
de cadeia simples (SSB/ICP8/UL29), complexo da DNA helicase/primase
(UL5/UL8/UL52), DNA polimerase (UL30/UL42). As proteinas do gene 3 sdo também
necessarias no metabolismo dos nucle6tidos (inclui a timidina cinase e a ribonucle6tido
redutase). O UL29 estimula a atividade da helicase/primase e da polimerase O DNA do
HSV é replicado via um mecanismo inicial 0 (theta) e continua via um mecanismo X
(sigma). Apo6s a replicacdo do DNA os genes L/y sdo transcritos, pois incluem
principalmente componentes estruturais virais (Vadlapudi et al., 2013).

As proteinas L/y sdo necessarias para a montagem das capsides que sdo depois
transportadas no ndcleo via sequéncias de localizagdo nuclear. O modelo de re-

envolvimento para a saida viral prop8e que uma capside madura funda inicialmente com
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amembrana nuclear interna (envolvimento primario) de modo a que forme particulas com

envelope (Vadlapudi et al., 2013).

Na infecdo por CMV, o primeiro passo de bioativacdo da molécula ocorre por acdo de
uma proteina viral conhecida como UL97, enquanto que nos restantes virus da familia

herpes, este primeiro passo € mediado pela timidina cinase (Paintsil e Cheng, 2009).

Todos estes virus tém um genoma de DNA de cadeia dupla, sendo que este é armazenado
em virides de forma linear (Pinninti e Kimberlin, 2014). Todos o0s virus herpes provocam
uma infecdo primaria, sendo que apds este primeiro contacto com o hospedeiro o virus
permanece em estado latente no organismo. Durante o tempo de laténcia, o virus
permanece adormecido sendo capaz de invadir o sistema imunitario do hospedeiro,
quando este se encontra imunodeprimido. Esta caracteristica torna as infecOes

especialmente dificeis de tratar (Warden et al., 2011).

O aciclovir foi o primeiro andlogo de nucleosido a ser introduzido no mercado em 1980
para o tratamento do HSV-1 e do VZV. Apesar de ser uma molécula bastante eficaz e
bem tolerada pelos doentes, tem sido associada a resisténcias em doentes
imunodeprimidos (Razonable, 2011). Assim, existe uma necessidade emergente de

desenvolver novas moléculas para fazer face a estas resisténcias (Jiang et al., 2016).

1.2. Farmacos aprovados pela FDA/EMA

1.2.1. Aciclovir e Valaciclovir

A descoberta do aciclovir (9-(2-hidroxietoximetil)guanina) (Figura 2) como agente
antiviral seletivo anunciou uma nova era na quimioterapia antiviral. O aciclovir tornou-
se assim o tratamento padrdo no tratamento de virus herpes, principalmente contra o
HSV-1, HSV-2 e VZV (De Clercq e Field, 2006). O aciclovir foi aprovado pela FDA e

pela EMA em 1980 e € um analogo da desoxiguanosina (James e Prichard, 2014).
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Figura 2 - Estrutura do Aciclovir (De Clercq e Li, 2016).
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Esta molécula apresenta-se em formulagdes orais (como comprimidos e Xxarope),
intravenosas e semi-solidas. As formulacBes orais sdo usadas principalmente no
tratamento dos primeiros episodios de infecdo por HSV genital e também nos episddios
recorrentes e infecBes por herpes zoster. E também utilizado nos individuos
imunodeprimidos, onde a infecdo é normalmente muito grave e prolongada. A
formulagdo intravenosa é usada em casos severos de infe¢des por HSV ou por VZV,
incluindo encefalite nos recém nascidos provocada pelo HSV. As formas tdpicas ou semi-

solidas sdo utilizadas principalmente no tratamento do herpes labial (Bacon et al., 2003).

A biodisponibilidade apds a administracdo com estas formulacbes é baixa. Apesar da
absorcdo oral do ACV ser dependente da dose e altamente variavel, a sua biodisponilidade
varia entre 15-30% (Pouplin et al., 2011). A penetracdo percutanea é fraca e devido a sua
fraca solubilidade em agua, ndo pode ser administrado como colirio ou por via
intramuscular. A administracdo parentérica esta atualmente disponivel como infusdo ou

em bolus sob a forma de uma solugdo alcalina de sal sddico (Chaudhary e Verma, 2014).

Para que o aciclovir se torne ativo tem de ser trifosforilado dentro da célula do hospedeiro.
No interior das células do hospedeiro infetadas pelo virus ocorre a primeira fosforilacao
do ACV que é catalisada pela timidina cinase viral, enquanto que a di- e tri- fosforilagéo
sdo catalisadas por outras cinases de células do hospedeiro. O ACV-trifosfato interfere
com a sintese dos acidos nucleicos necessarios a formacao de novos virides, uma vez que
inibe a acdo da DNA polimerase viral. Por outro lado o ACV-trifosfato também apresenta
capacidade de se incorporar na cadeia de DNA de alongamento atuando também como
um terminador da cadeia (James e Prichard, 2014; Whitley, 2012).
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Os efeitos secundarios mais comuns sdo, cefaleias, niuseas e vomitos, diarreia e
toxicidade renal. Em casos mais raros, pode ocorrer toxicidade ao nivel do sistema
nervoso central que se manifesta com sintomas como a desorientacéo, delirio, convulsdes
e tremores (Rajan e Rivers, 2001). Alguns estudos sugerem que o uso do aciclovir em
mulheres gravidas ndo provoca defeitos congénitos no feto. A probabilidade de toxicidade
renal do ACV aumenta quando este farmaco é administrado com a ciclosporina ou a
anfotericina B (Whitley, 2012).

Apesar de ndo ser muito comum, é descrita resisténcia destes virus ao aciclovir, sendo
mais prevalente nos pacientes imunodeprimidos do que nos individuos
imunocompetentes (Harris e Holmes, 2017). A resisténcia viral ao ACV resulta
normalmente de mutagGes no gene que codifica a timidina cinase viral, podendo causar

uma doenca grave e debilitante (Whitley, 2012).

Em casos de resisténcia ao ACV é necessario recorrer a terapia de segunda linha. O
antiviral mais usado nestes casos é o foscarnet. Esta molécula possui atividade contra
todos os HHV e inibe diretamente a DNA polimerase viral, no entanto, esta associada ao
aumento da nefrotoxicidade e a distarbios metabolicos, devendo ser apenas utilizada em

ultimo recurso (Harris e Holmes, 2017).

O valaciclovir (VACV) (Figura 3) foi aprovado pela FDA e pela EMA em 1995 e é um
éster do aciclovir, sendo por isso um pro-farmaco desta molécula (Bomgaars et al., 2008).
O VACV surgiu da necessidade de aumentar a biodisponibilidade oral do ACV. Apesar
de este ser eficaz, a sua distribuicdo era insuficiente devido a sua natureza hidrofilica e a
baixa permeabilidade através do intestino e tecidos cérneos, levando assim a uma baixa
biodisponibilidade (Vadlapudi et al., 2013).
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Figura 3 - Estrutura do Valaciclovir (De Clercq e Li, 2016).

O aumento da biodisponibilidade oral do VACV pode ser atribuida a absorcao intestinal
mediada por um transportador, o transportador de peptideo intestinal humano (hPEPT1),
seguida de uma rapida metabolizacdo a ACV por uma hidrolise do éster no intestino
delgado (Piret e Boivin, 2011).

O VACYV apresenta uma boa absorcdo oral. Uma dose Unica de 1000 mg é 54% mais bem
absorvida que a dose correspondente de ACV. O VACYV é rapidamente metabolizado em
valina (um aminodcido essencial) e em ACV. O ACV ¢é depois mono-, di- e tri- fosforilado
dentro da célula do hospedeiro infetado pelo virus, sendo que a forma trifosfatada é que
inibe a DNA polimerase do HSV, reduzindo assim a replicacdo do DNA viral (Kang et
al., 2011).

Tal como o ACV, o VACV esté indicado no tratamento de infecdes provocadas pelo
HSV, tanto no herpes labial como genital, e infe¢bes provocadas pelo VZV (varicela e
zona). Pode também ser usado para prevenir a infecdo pelo CMV, em criancas e em
pacientes imunodeprimidos (European Medicines Agency, 2010). Esta molécula pode ser
usada tanto na terapia supressiva, onde o principal objetivo é diminuir o nimero de surtos,
diminuindo assim em 70-80% o numero de recorréncias, como pode também ser utilizada
na terapia episodica, onde o principal objetivo € diminuir a dura¢do dos surtos,

diminuindo assim em 1-2 dias o tempo de cura da leséo (Polansky et al., 2016).

O VACV e também o Unico antiviral que foi testado e aprovado para a reducdo da
transmissdo do herpes genital (Birkmann e Zimmermann, 2016). Num estudo realizado

por Martens et al., avaliou-se a utilizagcdo de VACV 1000 mg uma vez por dia na reducao
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da reativacdo do HSV-2 numa populacéao de individuos recém-diagnosticados com herpes
genital. Concluiu-se que a utilizacdo profilatica do VACV na dose diaria de 1000 mg
diminui em 78% o numero de reativacbes do HSV-2 (periodo caracterizado pela

replicacdo viral) quando comparado com o placebo (Martens et al., 2009).

Os efeitos adversos do VACV séo semelhantes aos do ACV. O mecanismo de resisténcia
ao VACV é também semelhante ao do ACV, ou seja, envolve a mutagdo na timidina
cinase, apesar de que com a utilizagdo do VACYV o risco de ocorrer resisténcias é menor
(Razonable, 2011).

1.2.2. Ganciclovir e Valganciclovir

O ganciclovir (GCV) (Figura 4), tal como o aciclovir ¢ um analogo aciclico da
desoxiguanosina e foi introduzido no mercado em 1989 na forma intravenosa para o
tratamento da retinite provocada pelo CMV. E administrado duas vezes por dia para que
possa atingir altas concentracdes. No entanto, a administracdo do GCV desta forma
traduz-se numa elevada toxicidade, especialmente a nivel hematoldgico, conduzindo a
quadros de neutropenia, anemia e/ou a trombocitopenia. De modo a evitar estes efeitos
secundarios e a diminuir o risco de sepsis causada pelo uso do cateter, foi desenvolvida

uma formulacao oral, que ficou disponivel apenas em 1994 (Vadlapudi et al., 2012).

Figura 4 - Estrutura do Ganciclovir (De Clercq e Li, 2016).

O GCV esta também aprovado como agente antiviral topico, para o tratamento de
infecdes oculares ulcerativas causadas pelo virus herpes simplex na forma de um gel

aquoso. Esta disponivel no mercado europeu desde 1996, com a aprovacdo da EMA, e
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apenas foi aprovado pela FDA em 2009. Esta formulacao é bem tolerada pelos pacientes,
ndo e toxica para a superficie ocular e ndo causa efeitos adversos sistémicos (Chou e
Hong, 2014).

Baseado em estudos in vitro, descobriu-se que todos os antivirais que tém atividade contra
0 CMV tém também atividade contra 0 HHV-6. Mas a molécula que tem sido mais
extensivamente estudada contra este virus é o GCV (Lautenschlager e Razonable, 2012;
Prichard e Whitley, 2014).

O GCV, sob certas condicGes, é ainda mais potente que o ACV contra 0 HSV, embora
tenha um potencial de toxicidade maior (De Clercq e Field, 2006). Mostrou também ser
ativo contra a infegdo pelo EBV (Ding et al., 2014), contra a infe¢do por VZV (Paintsil e
Cheng, 2009), contra 0 HHV-6 e HHV-8, no entanto é mais eficiente quando utilizado

contra a infecdo por CMV. Apenas ndo € ativo contra o HHV-7 (Razonable, 2011).

O GCV é estruturalmente semelhante ao ACV, e tal como este requer uma trifosforilacao
para exercer atividade antiviral. Na infecdo por CMV, a primeira fosforilacdo a
ganciclovir-monofosfato ocorre por acdo de uma proteina viral conhecida como UL97,
enguanto que quando utilizado contra os restantes virus da familia herpes, esta primeira
fosforilacdo é mediada pela timidina cinase (Paintsil e Cheng, 2009). Os passos de
fosforilagéo final para o di- e trifosfato sdo regulados por cinases celulares, sendo que o
GCV-trifosfato exerce entdo o seu efeito antiviral na célula infetada (Swanson e Schleiss,
2013). A forma ativa do GCV (GCV-trifosfato) inibe a sintese do DNA viral, através da
incorporacdo competitiva durante a sintese do DNA, levando a terminacdo desta cadeia
(Razonable, 2011).

A resisténcia ao GCV ocorre principalmente em pacientes imunodeprimidos com um
tratamento antiviral prolongado. O mecanismo de resisténcia mais comum é a mutacao
no gene UL97. Esta mutagdo leva a uma deficiéncia na cinase viral que é necessaria para
a fosforilagéo inicial do GCV na sua forma ativa. Outro mecanismo de resisténcia que
pode ocorrer ¢ a mutacdo no gene UL54 que codifica a DNA polimerase do CMV

(Razonable, 2011). As razdes mais comuns para a ocorréncia de resisténcias sdo a terapia
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prolongada com a utilizagdo de altas doses de antivirais, a alta carga viral e a falha de

adesdo a terapéutica (Sohrabi et al., 2016).

Os efeitos secundarios conhecidos do GCV quando este é administrado por via oral, s&do
a depressdo da medula 6ssea, complicaces gastrointestinais e menos frequentemente
sintomas ao nivel do sistema nervoso central, como depressdo, medo e confuséo
(Mohlmann et al., 2016). Quando é administrado na forma tdpica para o tratamento de
infecGes oculares ulcerativas provocadas pelo virus herpes simplex, pode provocar

irritacdo e ardor ocular, inflamacéo da cornea e viséao turva (Chou e Hong, 2014).

A formulacéo oral do GCV possui uma baixa solubilidade, uma baixa biodisponibilidade
oral (cerca de 5%) e uma supressdo viral insuficiente, levando assim ao desenvolvimento
do valganciclovir (VGC) (Figura 5). O VGC é um éster do GCV, sendo considerado um
pré farmaco. Foi aprovado em 2000 para o tratamento da retinite provocada pelo CMV
em pacientes imunodeprimidos, como é o caso dos doentes infetados com HIV, tornando-
se assim o pro-farmaco de escolha para uso clinico do GCV oral (Vadlapudi et al., 2012).
Tem também sido utilizado para a prevencgdo da infecdo por CMV em pacientes de alto
risco que foram submetidos a um transplante (nomeadamente do rim, coracéo e pancreas).
O VGC é considerado o antiviral mais eficaz na prevencdo da infecdo por CMV, desde
que o tratamento profilatico seja prolongado. Um tratamento extensivo de seis meses ap6s
0 transplante est4 associado a um atraso na seroconversdo do CMV, comparativamente
aqueles pacientes que apenas fizeram um tratamento de trés meses (Einsele et al., 2006;
Filaetal., 2015).
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Figura 5 - Estrutura do Valganciclovir (De Clercq e Li, 2016).
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O VGC tem-se mostrado eficaz para o tratamento da infecdo por CMV em pacientes
transplantados, beneficiando os pacientes em relagdo ao custo e a conveniéncia do
tratamento, pois ndo é necessério hospitalizacdo como no caso do GCV que é

administrado por via intravenosa (Kim et al., 2015).

Apds a absorcdo, 0 VGC € transportado pelo mesmo transportador intestinal do
valaciclovir (hPEPT1), sendo posteriormente hidrolisado por acéo de estearases celulares
intestinais e hepaticas em GCV, que, como anteriormente mencionado, deve ser
fosforilado na sua forma monofosfato por cinases virais (UL97) e depois na sua forma
trifosfato por cinases celulares, para que deste modo exerca a sua acdo antiviral (De
Clercq e Field, 2006; Toth et al., 2015).

A supressdo da medula 6ssea é o efeito secundario mais comum do VGC, sendo que
transtornos gastrointestinais podem também ocorrer. A resisténcia a este antiviral ocorre
através de mecanismos idénticos aos que acontecem com o GCV, ou seja, através de
mutacdes no gene UL97, que codifica a cinase viral, e através de mutaces no gene UL54,
que codifica a DNA polimerase do CMV (Razonable, 2011).

1.2.3. Penciclovir e Famciclovir

O penciclovir (Figura 6), tal como o aciclovir € um analogo da desoxiguanosina, e foi
descoberto em 1980. Possui uma potente atividade antiviral in vitro contra infecdes
provocadas pelo HSV-1, HSV-2 e VZV (Saez-Llorens et al., 2009). Apesar de nos
estudos in vitro mostrar uma grande capacidade antiviral, o penciclovir apresenta
biodisponibilidade oral muito baixa, estando, atualmente, apenas disponivel numa
formulacdo topica para o tratamento do herpes labial provocado pelo HSV-1. Nestes
casos, este farmaco conduz a, uma cicatrizacdo mais rapida e, a uma reducdo da dor
(Birkmann e Zimmermann, 2016). Esta molécula esta disponivel em Portugal sob a forma

de creme com o penciclovir a 1% (Infarmed, 2008).
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Figura 6 - Estrutura do Penciclovir (De Clercq e Li, 2016).

O mecanismo de acdo do penciclovir € muito semelhante ao do ACV, na medida em que
atua através de uma via de fosforilacdo dependente da timidina cinase. A forma ativa do
agente antiviral, penciclovir-trifosfato, resulta na inibigcéo seletiva da DNA polimerase
viral (James e Prichard, 2014). No entanto existem algumas diferencas nestas duas
moléculas. O penciclovir tem mais afinidade para a timidina cinase do virus do que o
ACV, o que faz com que os niveis da forma trifosforilada do penciclovir sejam maiores
nas células infetadas. O penciclovir-trifosfato € também mais estivel que o aciclovir-
trifosfato, fazendo com que o tempo de semivida intracelular seja 10 a 20 vezes maior
(Bacon et al., 2003). O penciclovir ao contrario do ACV ndo atua como como um
terminador obrigatério da cadeia de DNA, devido a presenca de um grupo 3"-hidroxilo
na sua cadeia lateral aciclica (James e Prichard, 2014).

O mecanismo de resisténcia ao penciclovir envolve muta¢ées em duas enzimas, a timidina
cinase gue esta envolvida na primeira forforilacdo desta molécula e a DNA polimerase,

que é o alvo do penciclovir-trifosfato (Morfin e Thouvenot, 2003).

A maioria dos infetados que utiliza o penciclovir para o tratamento do herpes labial ndo
apresenta efeitos secundarios, no entanto podem ocorrer efeitos secundarios ligeiros,
como o ardor, sensagdo de picada ou dorméncia quando o creme € aplicado. Em algumas

pessoas registaram-se também algumas reacoes de hipersensibilidade (Infarmed, 2008).

Como referido anteriormente, o penciclovir € uma molécula que apresenta uma
biodisponibilidade oral muito reduzida. Assim, de modo a ultrapassar esta limitagéo,

desenvolveu-se um pré-farmaco, o famciclovir (Figura 7), que é um diacetil éster do
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penciclovir (James e Prichard, 2014). O famciclovir foi aprovado em 1994 para o
tratamento da infec&o por herpes zoster e herpes labial, tratamento ou supresséo do herpes
genital em pacientes imunodeprimidos, tratamento de infecdes por HSV e herpes zoster
em doentes imunocomprometidos e também na terapéutica de infecdes por VZV (Gopal
etal., 2013; Saez-Llorens et al., 2009). Esta também comprovado que o famciclovir reduz
o risco da infecdo por herpes genital recorrente, utilizando uma profilaxia antiviral diéria
em pacientes que tém frequentemente sintomas severos (Kriesel et al., 2005; Razonable,
2011). O famciclovir acelera o processo de cicatrizacdo da erupcao cutanea provocada

pelo herpes zoster e diminui também a dor associada (Rajan e Rivers, 2001).
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Figura 7 - Estrutura do Famciclovir (De Clercq e Li, 2016).

O famciclovir é bem absorvido e é rapidamente convertido em penciclovir por uma série
de etapas metabdlicas na parede do intestino delgado, mais propriamente no duodeno, e
no figado. A partir do momento em que o penciclovir entra nas células infetadas, este €
rapidamente convertido no seu metabolito ativo, o penciclovir-trifosfato, por atuacdo da
enzima viral, a timidina cinase. Subsequentemente a formacdo do penciclovir ativo, a

replicacdo do virus para, por inibicdo da DNA polimerase (Faro, 1998).

Os efeitos secundarios provocados pelo famciclovir sdo normalmente ligeiros a
moderados, no entanto podem surgir nauseas, vomitos, cefaleias e em casos mais raros

podem ocorrer tonturas, sonoléncia e confuséo (Infarmed, 2007).

30



Analogos de nucledsidos com atividade antiviral: evolugdo, moléculas mais recentes e novas aplicacées
terapéuticas

1.2.4. Vidarabina

A vidarabina (9-B-D arabinofuranosiladenina ou adenina arabinose, vira-A, ara-A)
(Figura 8) foi inicialmente sintetizada em 1960 como um potencial agente quimioterapico
para o tratamento do cancro (Whitley et al., 1980a). No entanto, foi aprovado em 1976
pela FDA e pela EMA para o tratamento da queratite herpética provocada pelo HSV-1 e
para o tratamento da encefalite provocada também por este virus. Sem este tratamento, a
encefalite provocada pelo herpes simplex é uma das encefalites virais que tem um maior
indice de mortalidade (Buchanan e Hess, 1980). Atualmente continua a ser uma das
encefalites virais com um maior indice de mortalidade, com um aumento de cerca de dez
vezes mais ocorréncias nos ultimos 20 anos, quando comparado com relatérios dos anos
90. Se ndo for tratada ao aparecimento dos primeiros sintomas a mortalidade pode exceder
0s 70% (Patoulias et al., 2017)

OH

Figura 8 - Estrutura da Vidarabina (De Clercq e Li, 2016).

A vidarabina é um analogo da adenosina e tem ac¢do contra o HSV, VZV e CMV. No
entanto, devido a sua baixa solubilidade e citotoxicidade em doses elevadas, o seu uso foi
substituido pelo ACV e a sua formulagdo intravenosa para o tratamento de encefalite ja

ndo se encontra disponivel (Paintsil e Cheng, 2009).

Este antiviral inibe a sintese do DNA viral em concentracdes mais baixas do que aquelas
que sdo necessarias para inibir a sintese do DNA da célula hospedeira e pode ter multiplos
sitios de acdo dentro da célula infetada (Miwa et al., 2005). A vidarabina é fosforilada

intracelularmente nos seus derivados mono-, di- e tri- fosfato, e ao contrario do ACV a
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conversdo para a sua forma ativa ndo exige enzimas virais em nenhuma das fases da

fosforilagéo (Paintsil e Cheng, 2009).

O mecanismo de a¢do da vidarabina ndo é ainda totalmente conhecido, havendo alguns
mecanismos propostos para explicar a inibicdo da replicagcdo viral. Os mecanismos
propostos sdo: (1) inibicdo seletiva da DNA polimerase viral pela vidarabina-trifosfato
devido a inibi¢cdo competitiva com o substrato normal (desoxiadenosina trifosfato); (2)
inibicdo da ribonucledtido redutase induzida pelo virus, por acdo da vidarabina-difosfato
e/ou da vidarabina-trifosfato, o que reduz a quantidade de desoxiadenosina trifosfato
vidarabina monofosfato na cadeia de DNA viral causando uma diminuigdo da taxa de
alongamento e funcionando como terminador de cadeia (Buchanan e Hess, 1980; Miwa
et al., 2005). A resisténcia a vidarabina é conferida por mutacdes no gene da DNA

polimerase viral (Paintsil e Cheng, 2009).

Os efeitos secundarios mais frequentes da vidarabina quando utilizada para o tratamento
da queratite herpética sdo, ardor, irritagcdo ocular, fotofobia, oclusdo do ducto lacrimal e
eritema (Razonable, 2011; Whitley et al., 1980a).

A vidarabina ndo reduz o numero de recorréncias de queratite herpética. Esta situacdo
justifica-se pelo facto deste farmaco ndo atuar nos periodos em que o virus permanece

latente, no ganglio geniculado (Buchanan e Hess, 1980).

1.2.5. Brivudina

A brivudina (Figura 9) é um analogo nucledsido da timidina e foi originalmente
sintetizado em 1976, como um potencial agente sensibilizador de radiacdo, assumindo

que este seria incorporado no DNA (De Clercq, 2004; Mottu et al., 2009).
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Figura 9 - Estrutura da Brivudina (De Clercq e Li, 2016).

Este antiviral é principalmente eficaz contra 0 VZV e o HSV-1, sendo que ndo mostra
acdo contra o HSV-2 e 0 CMV (De Clercq, 2004). Pode também ser um agente antiviral
atil em casos selecionados de EBV com sintomas neuroldgicos, se os farmacos mais
frequentemente utilizados (ganciclovir e foscarnet) ndo apresentarem eficacia (Lahmer et
al., 2010).

O mecanismo de acdo contra 0 HSV-1 e 0 VZV depende de uma fosforilacéo especifica
pela timidina cinase destes virus. A brivudina tem que ser convertida inicialmente em
brivudina-monofosfato e de seguida a brivudina-difosfato. Seguidamente, é convertida
em brivudina-trifosfato pela agcdo de uma cinase celular, mais concretamente pela acdo da
nucledsido 5 -difosfato cinase (NDP). Assim, na forma trifosfato a brivudina compete
com o substrato natural pela ligacdo ao local ativo da DNA polimerase do virus, podendo
ser incorporada na cadeia de DNA como um substrato alternativo (De Clercq, 2004). A
incorporagéo da brivudina-trifosfato na cadeia de DNA nascente afeta a estabilidade e a
funcionalidade da mesma nos processos de replicacéo e de transcri¢do subsequentes (De
Clercq, 2004).

Este antiviral é considerado seguro e ndo foi associado a sintomas de hepatotoxicidade
nem a outros efeitos adversos (Lahmer et al., 2010; Mottu et al., 2009). Apesar de ser
seguro, ndo deve ser utilizado em pacientes que estejam a fazer tratamento de
guimioterapia antineoplasica, especialmente os que se encontrem medicados com 5-

fluorouracilo ou outras substancias relacionadas que no organismo se convertam em 5-
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fluorouracilo,( por exemplo, capecitabina, floxuridina e tegafur). Nesta situacéo, existe o
risco de os efeitos nocivos destes agentes quimioterapicos serem fortemente potenciados
e consequentemente fatais (Infarmed, 2010; Lahmer et al., 2010).

1.2.6. Trifluridina

A trifluridina ou trifluorotimidina (Figura 10), € um nucleosido pirimidinico fluorado, e
é um anélogo estrutural da timidina (Carmine et al., 1982). Foi aprovado em 1980 pela
FDA e pela EMA para o tratamento de queratoconjuntivites primarias e queratites
epiteliais recidivantes provocadas pelo HSV-1 e em infecdes virais herpéticas resistentes
a vidarabina (Infarmed, 2006). A trifluridina é mais solGvel em agua que a vidarabina, o
que faz com que tenha um maior potencial para atingir concentracdes terapéuticas do
farmaco ndo metabolizado dentro do humor aquoso do sistema in vivo (Pavan-Langston
e Nelson, 1979).

rRF Q
F | NH
HO N/gO
0
OH

Figura 10 - Estrutura da Trifluridina (De Clercq e Li, 2016).

A trifluridina é um inibidor competitivo em relacdo a timidina para a timidina cinase. Este
antiviral é fosforilado pela timidina cinase, formado a trifluridina-monofosfato, que por
sua vez inibe a timidilato sintetase. Apds a posterior fosforilagdo a trifluridina-trifosfato,
este composto inibe competitivamente a incorporacédo do trifosfato de timidina na cadeia
de DNA viral nascente (Figura 11) (Carmine et al., 1982).
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timidilato sintetase

Timidina-difosfato

nucledsido difosfato cinase

Timidina-trifosfato

DNA polimerase 3

DNA 4

Figura 11 - Caminho metabdlico que leva a incorporacdo da timidina no DNA, mostrando as etapas onde
a trifluridina exerce uma influéncia (adaptado de (Carmine et al., 1982)).

L Atrifluridina é um inibidor competitivo em relaco a timidina para a timidina cinase. Esta enzima catalisa
a 1? fosforilagdo a trifluridina-monofosfato; 2 A trifluridina-monofosfato inibe irreversivelmente a
timidilato sintetase; A trifluridina-trifosfato é um inibidor competitivo em relagdo a timidina trifosfato

para a DNA polimerase; * A trifluridina-trifosfato é incorporada nas células e atinge 0 DNA.

As estirpes de HSV resistentes a trifluridina com especificidade alterada no substrato
timidina cinase foram selecionadas in vitro, no entanto a resisténcia clinica significativa

néo foi estabelecida (Paintsil e Cheng, 2009).
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A administracdo parenteral deste farmaco resulta numa potente atividade antiviral, mas
também numa citotoxicidade muito elevada, razdo pela qual a trifluridina ndo é
administrada por esta via. A toxicidade ndo é significativa quando o farmaco é
administrado por via topica no tratamento da queratite provocada pelo HSV-1 (Paintsil e
Cheng, 2009).

A preparacdo oftalmica de trifluridina pode causar alguns efeitos adversos, como uma
sensacdo passageira de ligeiro ardor ap6s a aplicacdo do colirio, irritacdo, fotofobia,
edema das palpebras e mais raramente, aumento da presséo intra-ocular e reacoes de
hipersensibilidade (Infarmed, 2006; Paintsil e Cheng, 2009).

No anexo 1 encontra-se uma tabela resumo daquilo que mais importante foi dito sobre os

analogos de nucleosidos usados no tratamento de infe¢bes pelo HHV.

2. Analogos de nucleosidos utilizados no tratamento de infegcdes pelo virus da
hepatite C

2.1. Caracteristicas do virus da hepatite C

O virus da hepatite C (HCV) foi identificado em 1989. Apresenta o genoma codificado
numa cadeia de RNA simples positiva, sendo portanto um membro da familia
Flaviviridae (Deval et al., 2014). Existem pelo menos 6 gendtipos diferentes de HCV,
sendo que 0 mais prevalente na Europa e nos Estados Unidos da América é o gendtipo 1.
O gen6tipo 4 é mais comum em Africa do que nas restantes parte do mundo, enquanto
que o genétipo 6 é mais prevalente no sul da Asia. Assim, cada area no mundo tem a sua
prépria distribuicdo dos diferentes gendtipos (Luo et al., 2016). A determinacdo do
genotipo é de extrema importancia clinica, uma vez que determina a probabilidade de
resposta, o tipo de tratamento e a sua duracdo, bem como a dose de farmaco a utilizar
(Anjo et al., 2014).

Segundo a Organizacdo Mundial de Sadde (OMS), estima-se que 2-3% da populagéo
mundial esteja infetada cronicamente com o HCV, sendo que um namero significativo

destas poderdo vir a desenvolver cirrose hepatica ou cancro do figado. Na atualidade,
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mais de 399 mil pessoas morrem anualmente devido as doencas hepaticas provocadas
pelo virus (World Health Organization, 2017b). O HCV ¢é a principal causa de cancro do
figado e de doenca hepéatica na América do Norte e na Europa (Arnold et al., 2012). A

evolucéo da infecdo por HCV encontra-se ilustrada na figura 12.

Resolucao Infecdo aguda > Hepatite
espontanea pelo HCV fulminante
Hepatite C crénica
Cirrose hepética
Carcinoma Descompensacao
hepatocelular hepética
Morte

Figura 12 - Evolucéo da infecdo pelo HCV (adaptado de (Anjo et al., 2014)).

Os pacientes infetados com HCV normalmente ndo tém sintomas especificos, mas

queixam-se frequentemente de fadiga, dores musculares, nauseas e anorexia. Os sinais e
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sintomas da doenca hepética surgem muito tarde. Existem pacientes com cirrose hepatica
induzida pelo HCV que permanecem assintomaticos durante muito tempo (Booth et al.,
2001).

O HCV é transmitido pelo contacto com sangue de pessoas infetadas, sendo que o uso de
drogas injetaveis e partilha de equipamentos de injecéo, a reutilizacdo ou esterilizagédo
inadequada de equipamentos médicos, como seringas e agulhas, e a transfusdo de sangue
ndo examinado sdo comportamentos de risco que podem levar a uma potencial infecao.
Pode também ser transmitido sexualmente, assim como verticalmente, ou seja de uma
mée infetada para o seu bebé durante a gravidez, no entanto estes modos de transmissao

sé&o muito mais raros (Coats et al., 2014; World Health Organization, 2017b).

O ciclo de vida do HCV comeca com a ligacdo de um virido nos recetores especificos no
hepatocito. Apos a conexao com o complexo recetor, a nucleocapside é libertada dentro
do citoplasma. O virus é depois descompactado para libertar o RNA gendmico, e 0 RNA
genomico do HCV é usado tanto para a traducéo da poliproteina como para a replicacdo
no citoplasma. A replicacdo do HCV é catalisada pela proteina NS5B e ocorre dentro do
complexo de replicacdo que contém as proteinas virais nao-estruturais e as proteinas
celulares (Li e Lo, 2015).

Compreender a estrutura do HCV € particularmente importante, pois as novas terapias
tém como alvo proteinas virais especificas da replicacdo do virus (Burstow et al., 2017).
O genoma do HCV de cadeia positiva codifica uma poliproteina, esta é depois modificada
por proteases em proteinas estruturais e proteinas nao estruturais (Burstow et al., 2017).
As proteinas estruturais incluem proteinas do nucleo, glicoproteinas do envelope E1 e E2,
e p7, estas formam o esqueleto da particula viral. As proteinas ndo estruturais incluem
NS2, NS3, NS4A, NS4B e NS5B, estas atuam como enzimas ou como fatores regulatorios
que desempenham papéis criticos na replicacdo do virus. (Gao e Ju, 2017). Em ultima
analise, estas proteinas virais trabalham em conjunto no ciclo de vida do HCV, fazendo
com que sejam um alvo de agdo no tratamento da infecdo por HCV (Burstow et al., 2017;
Gao e Ju, 2017).
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O tratamento padrdo utilizado até ha poucos anos baseava-se na administracdo de
interferdo-o peguilado (PEG-IFN-a) combinado com a ribavirina, durante 24 a 48
semanas, sendo esta uma terapéutica dupla (Lawitz e Gane, 2013). Nos ultimos trés anos
o tratamento para 0 HCV sofreu um avango enorme. Foram aprovados alguns farmacos,
tais como o boceprevir e o telaprevir que sdo considerados antivirais de acdo direta
(DAAs), dado que inibem especificamente uma enzima viral essencial para a replicacdo
do virus, a protease NS3/4A. Estas moléculas, se combinadas com o PEG-IFN-a e a
ribavirina (terapéutica tripla) aumentam a taxa de cura entre os 20-30%, em doentes
portadores do genotipo 1 sem tratamento prévio contra o HCV (Anjo et al., 2014;
Mcquaid et al., 2015). Apesar do custo elevado dos DAAs uma andlise ao custo-
efetividade demonstrou que o0 uso destes antivirais reduz a longo prazo as complicagdes
relacionadas com HCV (Latt et al., 2017). Um estudo realizado em Portugal, determinou
que estes novos farmacos vao permitir ao Sistema Nacional de Saude uma poupanca que
pode ir desde os 4510€ até aos 9510€ por paciente, dependendo do estado da doenga em
que cada paciente se encontra. Esta nova terapéutica vai também evitar o
desenvolvimento do carcinoma hepatocelular, evitar os transplantes do figado e evitar
também um namero significativo de mortes, aumentando em cerca de 3,2 anos a
esperanca média de vida dos doentes infetados com HCV. O que significa que daqui a 60
anos, 0 governo portugués tera salvo mais vidas recorrendo assim a menos dinheiro
(Esteves, 2017). Estes novos farmacos sdo comparticipados a 100% pelo Sistema
Nacional de Saude, fazendo com que Portugal seja um dos primeiros paises europeus a
implementar uma medida que tem como vista a eliminagdo deste problema de salde
publica (Direcdo Geral De Saude, 2017; Infarmed, 2017)

Mais recentemente, a FDA aprovou o sofosbuvir, que € um DAA que inibe a polimerase
viral NS5B. Esta polimerase viral dependente do RNA, facilita a sintese do RNA durante
a replicagcdo do HCV (Burstow et al., 2017).
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2.2. Farmacos aprovados pela FDA/EMA
2.2.1. Ribavirina

A ribavirina (1-pB-D-ribofuranosil-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamida, férmula quimica:
CsH12N4Os) é um analogo sintético da guanosina (Figura 13), o qual foi descoberto em
1970 e que apresenta uma atividade antiviral de largo espetro, contra virus de DNA e
RNA (Gish, 2006). Esta disponivel em formulagdes intravenosas, aerossois e orais. A
biodisponibilidade oral da ribavirina é de apenas 65% devido ao efeito de primeira
passagem. O maximo de concentracao plasmatica da ribavirina ocorre 1 a 2 horas ap0s a
toma oral (Wade et al., 2006).
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Figura 13 - Estrutura da Ribavirina (De Clercq e Li, 2016).

Esta molécula foi inicialmente aprovada para o tratamento de infe¢des provocadas pelo
virus sincicial respiratorio (RSV) em crianc¢as (Kimpen, 2002), o virus da febre de lassa
(Sepulveda et al., 2008), virus influenza A e B entre outros (Van Voris e Newell, 1992).
No inicio da década de 90 a ribavirina comecou a ser utilizada para a terapéutica do HCV
(Teetal., 2007). A sua forma em aerossois € utilizada no tratamento do RSV, a sua forma
intravenosa € utilizada na febre de lassa e na febre hemorragica, enquanto que quando

administrada oralmente é utilizada na infecdo por HCV (Knowles et al., 2003).

Apesar de a ribavirina ser utilizada h4 quase 30 anos no tratamento do HCV, o seu
mecanismo de acdo permanece ainda uma incognita (Feld et al., 2017). Multiplos
mecanismos de acdo tém sido propostos, incluindo a inibicdo da desidrogenase do
monofostato de inosina, a promocdao da resposta imune dos linfdcitos T-helper tipo 1 (Lau
et al., 2002), inibicdo da RNA polimerase dependente do RNA codificado por NS5B do
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HCV e aumento da frequéncia de mutacGes através da incorporacdo da ribavirina em

genomas recém sintetizados levando a erros (Werner et al., 2014).

Em pacientes que tomam a ribavirina em monoterapia, o nivel viral ndo foi afetado mas
0s niveis de alanina aminotransferase (ALT) reduziram numa proporc¢éo consideravel de
pacientes. A ALT é uma enzima que se encontra geralmente no figado e quando em niveis
elevados no sangue, pode ser indicio de lesdo hepética. Esta observacéo foi atribuida ao
efeito imunosupressor da ribavirina, mas ndo pode ser completamente explicado pelos

mecanismos de acdo desta molécula (Lau et al., 2002; Liu et al., 2014)

Esta molécula quando usada em monoterapia provoca anemia hemolitica que tanto pode
ser previsivel e estar associada a dose, como pode também ser imprevisivel e
potencialmente perigosa para os doentes. A ribavirina é transportada para os eritrocitos e
é convertida em RMP (ribavirina monofosfato), RDP (ribavirina difosfato) e RTP
(ribavirina trifosfato) através da acdo das trés cinases. Estas formas fosfatadas da
ribavirina acumulam-se nos eritrécitos devido a falta de enzimas para hidrolisa-las. Esta
acumulacdo leva a uma toxicidade celular e a uma hemdlise extravascular subsequente
(Lin et al., 2004).

A ribavirina em combinagdo com o PEG-IFN-o (terapéutica dupla) aumenta
significativamente a sua resposta viroldgica reduzindo os efeitos secundarios. A dose
recomendada de ribavirina é de 800-1200 mg, dependendo do genétipo do HCV e do peso
corporal do doente. A dose 6tima de ribavirina permanece incerta, mas estudos sugerem
gue quanto maior concentracdo plasmatica de ribavirina, maior resposta viroldgica (Wade
et al., 2006). A utilizacdo da terapéutica dupla aumenta a Resposta Viral Sustentada
(SVR) em 54-56%. O SVR é definido como 0 RNA do HCV que néo é detetado no sangue

durante 24 semanas ap6s o fim do tratamento. (Te et al., 2007).

Em 2011 foram descobertas novas moléculas, os DAAs, que quando associados ao PEG-
IFN-a e a ribavirina (terapéutica tripla) aumentam a taxa de cura para 70-80% dos casos
(Marinho e Barreira, 2013).
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2.2.2. Sofosbuvir

O sofosbuvir (férmula molecular, C22H29FN30OgP) é um anéalogo sintético da guanina e é
0 mais recente DAA a ser aprovado para o tratamento da infecdo pelo HCV em pacientes
cronicos (Bhatia et al., 2014). Foi aprovado pela FDA no fim de 2013 e pela EMA no
inicio de 2014. O objetivo ao desenvolver esta molécula foi criar um pré-farmaco com

uma absorcdo oral 6tima e uma potente atividade antiviral (Mcquaid et al., 2015).
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o f&NH CatA, CES1 Hidrolise do éster carboxilico entre a
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Pro-farmaco (Sofosbuvir) ndo enzimatico
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HO  F

Nucledtido 5°- trifosfato (composto ativo)

Figura 14 - Ativacdo do Sofoshbuvir no figado, com imagem do pro-farmaco (sofosbuvir) e do composto
ativo (adaptado de (Bhatia et al., 2014; Murakami et al., 2010)).

*CatA — Catepsina Humana A; CES1 — Carboxilesterase 1; Hint1 — Proteina de ligacdo nucleétida da triade
de histidina; UMP-CMP kinase — Uridina monofosfato-citidina monofosfato cinase; NDPK — Nucleo6sido

difosfato cinase.
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O NS5B é uma das proteinas nao estruturais essenciais para a replicacdo do RNA viral e
mostrou ser um alvo valioso para a acdo dos DAAs. O sofosbuvir é um pré-farmaco,
sendo que para exercer a sua agio tem que ser trifosforilado dentro do hepatécito. E
convertido na sua forma ativa durante o metabolismo de primeira passagem, no seu local
de acdo, o figado (Figura 14) (Bhatia et al., 2014). A forma trifosforilada compete com
os nucledtidos durante a replicacéo viral. Assim, a ligacdo do andlogo a polimerase NS5B
resulta na terminag&o da cadeia de RNA, inibindo assim a replica¢do do genoma do virus
(Dean, 2012).

Esta molécula mostrou acéo contra os genotipos 1 a 6 do HCV, como parte da terapéutica
tripla, ou seja, associado a ribavirina e ao PEG-1FN-o. ou como parte da terapéutica dupla,
ou seja, apenas associado a ribavirina (Louie et al., 2017). O sofosbuvir em monoterapia
(400 mg) mostrou ser uma excelente alternativa em pacientes que estdo contraindicados
para fazer o tratamento com o PEG-IFN-a devido aos seus efeitos secundéarios (Geddawy
etal., 2017). A utilizacdo da terapia tripla durante 12 semanas resultou num SVR de 90%
em pacientes infetados com o gen6tipo 1, 4, 5 e 6. A terapia dupla utilizada durante 12-
16 semanas em pacientes infetados com o genétipo 2 resultou num SVR de 97%, e quando
utilizada durante 24 semanas em pacientes infetados com o genétipo 3 atingiu-se um SVR
de 85% (Louie et al., 2017).

O sofosbuvir tem sido usado atualmente em terapéuticas livres do PEG-IFN-a, devido
aos efeitos secundarios deste Gltimo. A combinacdo do sofosbuvir (400 mg) com um
inibidor da polimerase viral NS5A, o ledipasvir (90 mg), com uma dose fixa de um
comprimido, uma vez por dia foi aprovada pela FDA em Outubro de 2014 e pela EMA
em Novembro de 2014, possuindo a¢do contra o genétipo 1, 4, 5 e 6. Devido a falta de
estudos contra a infecdo pelos genotipos 2 e 3, esta desaconselhada a utilizacdo deste
farmaco nestes casos (Gao e Ju, 2017). Para pacientes que apresentem cirrose hepatica,
pode ser necessaria a combinagdo deste medicamento com a ribavirina (Gentile et al.,
2013).

Outra das combinacbes possiveis do sofosbuvir, € com o velpatasvir, um inibidor da

polimerase viral NS5A. Com uma dosagem de 400 mg e de 100 mg, respetivamente, este

43



Analogos de nucledsidos com atividade antiviral: evolugdo, moléculas mais recentes e novas aplicacées
terapéuticas

medicamento foi aprovado pela FDA e pela EMA em 2016 para o tratamento de infecGes
provocadas pelos genotipos 1 a 6 do HCV e em doentes com cirrose hepética (Feld et al.,
2015; Foster et al., 2015).

Em julho deste ano foi aprovado pela FDA e pela EMA uma combinacéao de trés DAAS,
o sofosbuvir (400 mg), o velpatasvir (100 mg) e um inibidor da protease NS3/4A o
voxilaprevir (100 mg). Esta combinagdo mostrou ser eficaz nos seis gendtipos do HCV,
incluindo em pacientes com cirrose hepatica (European Medicines Agency, 2017a). Ao
combinar trés potentes antivirais com diferentes mecanismos de acéo, as taxas de cura
vao ser mais elevadas para pacientes onde outras combinacdes ndo funcionaram (Gao e
Ju, 2017). As taxas de cura utilizando este antiviral estdo acima dos 95% ap0s 12 semanas
de tratamento. E considerado também vantajoso para pessoas que ndo tém cirrose
associada ao HCV, pois podem fazer o tratamento em 8 semanas ao invés das 12

normalmente utilizadas (European Medicines Agency, 2017a).

Os efeitos secundarios mais comuns em formulagGes contendo sofosbuvir sdo, anemia,
fadiga, nduseas, cefaleias e artralgia (Louie et al., 2017). Apesar destes efeitos adversos
ndo se verificou neutropenia nem trombocitopenia, efeitos que se verificavam aquando
da utilizacdo de formulagdes com o PEG-IFN-a e/ou com a ribavirina (Bhatia et al.,
2014).

Muitos pacientes infetados com 0 HCV, apresentam outras infegdes concomitantes como
é o0 caso da infecdo pelo HIV ou pelo HBV. Assim é importante estudar as possiveis
interacdes medicamentosas que possam existir (Bhatia et al., 2014). A administracdo de
sofosbuvir ndo é aconselhdvel em pacientes ja medicados com rifampicina, rifabutina,
rifapentina, fenitoina, fenobarbital, carbamazepina, estatinas e amiodarona (Mir et al.,
2017). No caso da amiodarona ndo deve ser administrada pois pode provocar bradicardia
(Mir et al., 2017). Os medicamentos que sdo indutores da glicoproteina P, como é o caso
da rifampicina, carbamazepina e fenitoina podem diminuir significativamente a
concentracdo plasmatica dos antivirais usados no tratamento pelo HCV, o que pode levar
areducdo do efeito terapéutico deste. A coadministracdo com os inibidores da HMG-CoA

redutase (estatinas, utilizadas na reducgéo do colesterol) pode aumentar significativamente
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a concentracdo da estatina, aumentado assim o0 risco de miopatia e de rabdomidlise

(European Medicines Agency, 2014).

No anexo 2 encontra-se uma tabela resumo daquilo que mais importante foi dito sobre os

analogos de nucleosidos usados no tratamento de infecdes pelo HCV.

3. Analogos de nucleodsidos utilizados no tratamento de infecbes pelo virus da

hepatite B

3.1. Caracteristicas do virus da hepatite B

O virus da hepatite B (HBV) foi descoberto em 1965 como um membro da familia
Hepadnaviridae (Pourkarim et al., 2014). Os virides do HBV contém um envelope viral
derivado dos lipidos com proteinas virais a superficie (antigénio de superficie da hepatite
B/HBsAQ) e uma nucleocapside proteica no interior (antigénio do interior da hepatite
B/HBcAg), formando assim uma capa icosaédrica que contém um genoma de DNA
circular de cadeia dupla (Pham et al., 2016). O genoma do HBV ¢ classificado em 8
diferentes gendtipos (de A a H), baseado em diferencas na sua sequéncia gendémica. Estes
gendtipos, tal como os gendtipos do HCV tém diferentes distribuicdes geogréaficas. O
gendtipo A tem uma distribuicdo universal, sendo que é mais predominante na Europa,
América do Norte e América Central. Os gen6tipos B e C sdo mais predominantes na
China, Japdo e Australia. O gendtipo D é mais comum no medio-oriente e nos paises
mediterraneos. O genotipo E parece ser mais predominante no oeste africano, enquanto
que o genotipo G esta distribuido pelos Estados Unidos da América, México e Franca. O
genétipo F e principalmente encontrado na América Central e na América do Sul,
enquanto que o gendtipo H é exclusivo da América Central e dos Estados Unidos da
América (Deterding et al., 2008; Mcmahon et al., 2009). Relativamente a Portugal,
prevalecem o0s gendétipos A e D nos individuos de naturalidade Portuguesa. Nos

individuos de naturalidade estrangeira prevalece o genétipo E (Mota et al., 2011).

A replicacdo do HBV (Figura 15) néo é feita através do processo convencional ou semi-
conservativo da sintese do DNA. Em vez disso, envolve a sintese de um RNA

intermediario (RNA pré-gendémico, pgRNA) que passa por uma transcri¢ao reversa para
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sintetizar uma cadeia de DNA negativa antes da formacéo da cadeia de DNA positiva
(Younger et al., 2004).

Apo6s a absorcdo no hepatocito, o HBV € convertido dentro do nacleo num
minicromossoma, 0 DNA circular covalentemente fechado (cccDNA), um passo
catalisado pela DNA polimerase (Younger et al., 2004). As moléculas de cccDNA servem
como modelos para mdaltiplos transcritos de mRNA viral (RNA mensageiro viral)
sintetizados pela RNA polimerase viral 11 do hospedeiro (Loggi et al., 2015). No entanto
s0 0 pgRNA ¢ incorporado na nucleocapside em conjunto com a polimerase viral (Pham
et al., 2016). O RNA ¢é depois transportado para o citoplasma onde a traducdo para
proteinas permite a continuacdo da replicacdo viral dentro da nucleocépside, catalisada
pela recém traduzida polimerase viral do HBV (Younger et al., 2004). Apds a
encapsidacao do pgRNA viral, um esquema bastante complexo envolvendo a transcri¢cdo
reversa gera 0 DNA circular relaxado e 0 RNA gendmico é degradado (Pham et al., 2016).
A maior parte do HBV é depois armazenado dentro de um envelope proteico e depois é

exportado para fora da célula (Younger et al., 2004).
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Figura 15 - Replicacdo do HBV (Younger et al., 2004).
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A incomum estabilidade do cccDNA devido principalmente a alteracfes epissomicas €
considerada uma das razdes da persisténcia do HBV. Outro dos motivos é a capacidade
que o HBV tem influenciar a resposta imune do hospedeiro que em Ultima instancia é

necessaria para o controle e depuracéo viral (Pham et al., 2016).

A manutencdo da supresséo viral aumenta a taxa de clearence do HBSAG, que é o ponto
final ideal do tratamento viral, uma vez que esta associada a uma remissao definitiva da
atividade cronica do HBV e a um melhor desfecho a longo prazo (Santantonio e Fasano,
2014).

Os andlogos de nucledsidos ndo atuam diretamente no cccDNA, mas inibem a

proliferacdo do HBV bloqueando a transcri¢éo reversa (Hagiwara et al., 2015).

Segundo a OMS, estima-se que 257 milhGes de pessoas estejam infetadas com o HBV
em todo o mundo (World Health Organization, 2017a), 15-40% dos infetados podem vir
a sofrer de complicacBes, como € o caso de cirrose, descompensacgéo hepatica e carcinoma
hepatocelular. A prevencao da progressdo da doenga é o principal objetivo no tratamento
da infegcdo por HBV. Para além disso é também desejavel parar a replicacdo do DNA viral

(Kayaaslan e Guner, 2017).

O HBV ¢ transmitido por via percutanea, por contacto com sangue infetado ou através de
fluidos corporais. A transmissao também pode ocorrer através da reutilizacdo de agulhas
e seringas, durante procedimentos cirirgicos, ao fazer uma tatuagem ou através da
utilizacdo de méaquinas de barbear e objetos similares que estejam contaminados com
sangue infetado. Além disso pode ser transmitido verticalmente, ou seja, de uma mae

infetada para o seu bebé durante a gravidez (Datta et al., 2014; Fernandes et al., 2017).

A maior parte das pessoas infetadas ndo tém sintomas durante a fase de infecdo aguda.
No entanto, algumas pessoas apresentam sintomas nesta fase da doenca, como por
exemplo, ictericia, urina de cor escura, nauseas e vomitos (World Health Organization,
2017a).
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A infecdo por HBV pode ser dividida em fases, refletindo a relagdo dindmica entre o
sistema imunitario do hospedeiro e o0 virus. Normalmente, a infecdo por HBV inclui duas
fases onde existe a ativacéo do virus e outras duas fases onde existe uma atividade viral

reduzida (inflamatdria e ndo-inflamatoria) (Flisiak et al., 2017).

A vacina que protege da infecdo pelo HBV esta disponivel no mercado mundial desde
1982, fazendo, atualmente, parte do Programa Nacional de Vacinacdo em Portugal. A
vacina é 95% eficaz na prevencgdo da infecdo e no desenvolvimento da doenga crénica e
cancro do figado provocado pelo virus. Contudo, 0 HBV continua a ser um problema

prevalente e grave de saude (Koumbi, 2015).

Os pacientes infetados com HBV constituem uma populacdo heterogénea, sendo
necessarias diferentes estratégias para atuar no virus. Para que a terapia seja otimizada
para cada paciente, € necessario ter em conta diversos fatores, como a idade, o sexo, 0
estilo de vida, estado da doenca hepatica, coinfec¢des, o genotipo do HBV, entre outros.
Além disso, a dosagem, a duracdo da terapia, a eficacia, os efeitos secundarios e a possivel
combinacdo de agentes antivirais, tem também que ser otimizada. Infelizmente os
tratamentos disponiveis atualmente requerem uma administracdo de farmacos por um
periodo de tempo muito prolongado, o que se traduz num elevado custo econdémico e

aumenta o risco de aparecimento de resisténcias aos mesmos (Koumbi, 2015).

Atualmente aprovadas pela EMA e pela FDA encontram-se duas classes de antivirais para
o tratamento do HBV, o interferdo convencional ou o interferdo peguilado (IFN e PEG-
IFN, respetivamente) e os analogos dos nucledsidos e dos nucleotidos orais (Kayaaslan e
Guner, 2017). A terapia usando o IFN ou o PEG-IFN apresenta algumas desvantagens,
efeitos secundarios severos, agravamento da cirrose e doencas autoimunes. Os analogos
dos nucleosidos e dos nucleotidos sdo muito melhor tolerados sem tantos efeitos adversos
(Fung et al., 2014)
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3.2. Farmacos aprovados pela FDA/EMA

3.2.1. Lamivudina

A Lamivudina é um analogo da citosina (Figura 16) e foi o primeiro analogo de
nucledsido oral a ser aprovado pela FDA e pela EMA para o tratamento do HBV em 1998,
com uma dosagem de 100 mg por dia (Kayaaslan e Guner, 2017). Pode ser usada em
monoterapia no tratamento da infecdo por HBV ou associada a outros agentes
antirretrovirais no tratamento do HIV-1 (Palumbo, 2008). Desde 2001 que esta também
aprovada para o0 uso em criancgas, com idades entre os 2-17 anos no tratamento e infecéo
pelo HBV (Fontana, 2009).

HO @i O
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Figura 16 — Estrutura da Lamivudina (De Clercq e Li, 2016).

O

A administracdo oral da lamivudina atinge uma biodisponibilidade de 85%, e a
concentracdo maxima no sangue ocorre 1-1,5h apds a sua toma. O metabolismo hepético
deste antiviral € baixo, sendo o mesmo excretado principalmente por via renal
(Razonable, 2011).

A lamivudina tem que ser trifosforilada para que possua acao, inibindo assim a replicacéo
do virus competindo com a supressdo da transcriptase reversa e terminando a extensao da
cadeia de DNA (Jiang e Yan, 2010).

No primeiro ano de registos do uso da lamivudina considerou-se que este farmaco era
bem tolerado e que tinha efeitos secundarios semelhantes ao efeito placebo (Lai et al.,
1998). Os efeitos secundarios mais comuns séo, infecdo do trato respiratorio superior, dor

de cabeca, fadiga e nasofaringite (Kayaaslan e Guner, 2017).
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Os pacientes em tratamento prolongado podem vir a ganhar resisténcia viral a lamivudina,
estando assim associada a uma recaida virologica. Assim sendo, este farmaco é

recomendado como segunda linha na terapia para o HBV (Fontana, 2009).

3.2.2. Entecavir

O entecavir € um analogo da guanosina (Figura 17), e foi aprovado pela FDA em 2005 e
pela EMA em 2006 para o tratamento das infegdes cronicas pelo HBV (Jiang e Yan,
2010). E considerado um dos agentes mais potentes no tratamento do HBV, visto serem
apenas necessarios 0,5 mg por dia em pacientes que ainda ndo tenham feito tratamentos

prévios e 1 mg para pacientes que apresentem resisténcia a lamivudina (Matthews, 2006).

)
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Figura 17 - Estrutura do Entecavir (De Clercq e Li, 2016).

A biodisponibilidade oral do entecavir é de quase 100%, sendo que o farmaco atinge a
sua concentracdo plasmatica méaxima ao fim de 30-90 minutos. Esta molécula mantém a
sua poténcia devido ao tempo de semi-vida da sua forma ativa (entecavir trifosfato) de
cerca de 15h, o que faz com que este farmaco apenas tenha que ser administrado uma vez

por dia. A sua excrecdo é feita por filtracdo glomerular (Razonable, 2011).

Dentro do hepatdcito, o entecavir é rapidamente fosforilado na sua forma ativa (5 -
trifosfato), inibindo a enzima DNA polimerase/transcriptase reversa do HBV. A referida
enzima é relevante em trés etapas do ciclo de vida do HBV. Os locais onde atua séo, o
“priming” da DNA polimerase do virus, a transcricdo reversa da cadeia negativa do

MRNA pré gendmico e a sintese do DNA de cadeia positiva (Scott e Keating, 2009).
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Os efeitos adversos mais comuns sdo a sensacdo de fadiga, nauseas, perturbacdes
gastrointestinais e insdnias (Kayaaslan e Guner, 2017). O entecavir tem também uma alta
barreira a resisténcia, sendo precisas trés mutacfes no fendtipo para que isso acontega,
sendo por isso utilizado em pacientes que necessitam de um tratamento prolongado e
como terapéutica de primeira linha (Kayaaslan et al., 2017). Dentro dos pacientes que
ndo tinham feito previamente nenhum tratamento, a taxa de resisténcia é de apenas 1%
ao fim de 5 anos, mas em pacientes que apresentem resisténcia a lamivudina a taxa

aumenta para 50% ap0s 5 anos de tratamento com o entecavir (Ayoub e Keeffe, 2008).

O entecavir ndo deve ser utilizado em pacientes que estejam co infetados com o HIV,

devido & possibilidade deste virus adquirir resisténcia (Fontana, 2009).

3.2.3. Telbivudina

A telbivudina é um analogo sintético da timidina (Figura 18) e foi aprovado para 0 uso
da infecdo cronica pelo HBV pela FDA em 2006 e pela EMA em 2007, na dose de 600
mg por dia (Kayaaslan e Guner, 2017).
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Figura 18 - Estrutura Telbivudina (De Clercq e Li, 2016).

Estruturalmente, é muito semelhante a lamivudina e com uma alta seletividade para o
HBV, inibindo assim a sintese do DNA viral, sem efeito no DNA humano ou em outros
virus (Zhao et al., 2010).

Semelhante aos outros analogos de nucle6sidos, a telbivudina requer uma

biotransformacéao no hepatdcito na sua forma trifosforilada, sendo esta a sua forma ativa.
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Neste processo, a incorporacdo da telbivudina no DNA viral vai fazer com que o
alongamento desta cadeia de DNA termine, parando assim a sintese do DNA viral (Figura
19) (Kim et al., 2006).
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Figura 19 - Ativacdo da telbivudina no hepatécito (Kim et al., 2006).

Vaérios estudos farmacocinéticos demonstraram que a telbivudina ndo é afetada, pela
administragdo concomitante com alimentos. Ficou tambem demonstrado que ndo existem

interacBes medicamentosas associadas a este farmaco (Zhou et al., 2009).

Apesar de ser uma molécula bem tolerada pelos pacientes apresenta alguns efeitos
secundarios comuns, por exemplo, fadiga, perturbagfes gastrointestinais, rash cutaneo e
tonturas. Um efeito secundario mais raros, mas que pode surgir, a miopatia com elevacao
da creatina cinase. O tratamento deve ser descontinuado caso este efeito adverso seja
detetado (Razonable, 2011). A taxa de resisténcia viral a telbivudina é de 25% ao fim de

96 semanas de tratamento (Koumbi, 2015).

3.2.4. Adefovir e Adefovir Dipivoxil

No inicio da década de 90, foi descoberta uma molécula que mostrava inibir a infegdo por
HBV e por HIV nas culturas celulares, esta molécula era o adefovir (Tillmann, 2007). O

adefovir € um analogo da adenosina monofosfato (analogo de nucle6tido) e um inibidor
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da DNA polimerase viral, (Komatsu et al., 2017). O tratamento como antirretroviral para
a infecdo por HIV foi abandonado pois quando utilizado em doses mais elevadas
provocava nefrotoxicidade (Fontana, 2009). Uma dose de 10 mg utilizada para o
tratamento da infecdo por HBV mostrou ser segura tanto na infecdo aguda como na

infecdo crdnica, ndo provocando toxicidade ao nivel renal (Leemans et al., 2007).

De modo a aumentar a sua biodisponibilidade oral, procedeu-se a esterificacdo do
adefovir, formando assim o seu pré-farmaco, o adefovir dipivoxil. Este foi aprovado pela
FDA em 2002 e pela EMA em 2003, para o tratamento da infecdo crénica provocada pelo
HBYV, a uma dose de 10 mg por dia (De Clercq et al., 2010; Van Bommel e Berg, 2014).

In vivo, o adefovir dipivoxil € convertido no seu composto original, o adefovir, (Figura
20), que é convertido através de duas reacdes de fosforilagdo em adefovir difosfato, o
metabolito ativo intracelularmente que interage com a polimerase do HBV (Xu e Chen,
2006). O adefovir dipivoxil contem na sua estrutura um grupo fosfato, requerendo apenas
duas fosforilacbes antes de competir para a integracdo na cadeia de DNA do virus,
resultando na terminagéo da cadeia (Leemans et al., 2007; Younger et al., 2004).
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Figura 20 - Metabolizagdo do Adefovir Dipivoxil (pro-farmaco) em Adefovir (De Clercq e Field, 2006).

Dois grandes ensaios clinicos randomizados demonstraram que o adefovir dipivoxil é
eficaz em pacientes com infe¢do cronica por HBV com HBeAg-positivo e HBeAg-
negativo. Também esta molécula mostrou ser eficaz em pacientes com infecdo cronica
por HBV resistente a lamivudina ap6s o transplante hepéatico, doenca hepética
compensada e descompensada e coinfeccdo com HIV (Xu e Chen, 2006). Nestes

pacientes existe uma melhoria histologica, com normalizagéo da ALT e supresséo viral
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ao fim de 5 anos da utilizacdo deste antiviral (Ayoub e Keeffe, 2008).Nos pacientes
infetados com HIV e HBV o adefovir deve ser utilizado com precaucdo, pois existe um
risco potencial de uma selecao de estirpes de HIV resistentes a este antiviral com possivel
resisténcia cruzada para outros farmacos. Este tratamento deve ser reservado aos

pacientes onde a infecdo por HIV esteja controlada (Fontana, 2009).

A resisténcia torna-se num fator limitante com o uso prolongado. A resisténcia a este
antiviral é demonstrada no primeiro, segundo, quarto e quinto anos de tratamento a uma
taxa de 0%, 3%, 18% e 29%, respetivamente (Ayoub e Keeffe, 2008). As duas principais
muta¢des que causam resisténcia sdo a substituicdo de uma asparagina para treonina no
rt236 no dominio D (rtN236T) e a substituicdo da alanina por valina ou treonina na
posicdo rt181 que afeta o dominio B da polimerase do HBV (rtA181V/T) (Buster e
Janssen, 2006; Tacke e Kroy, 2016). A ocorréncia de resisténcias faz com que este
antiviral ndo seja usado em monoterapia como tratamento de primeira linha (Van Bommel
e Berg, 2014).

A ocorréncia de efeitos secundarios em pacientes tratados com o adefovir é semelhante
aquele que toma o placebo. Os efeitos adversos mais comuns sdo faringite, dores de
cabeca, dores abdominais, sintomas semelhantes a gripe e nauseas. Pode também ocorrer
acidose lactica quando o adefovir é associado a outros andlogos de nucledsidos
(Kayaaslan e Guner, 2017). O nivel elevado de creatinina no soro pode ocorrer apds o
tratamento com adefovir, especialmente em pacientes que tomem inibidores dos canais
de calcio, mas apenas um pequeno numero de doentes precisa de ajuste da dose ou até
mesmo de descontinuar o tratamento. No entanto a fungéo renal deve ser monitorizada
regularmente com ajustes da dose com base na funcdo renal, conforme necessario (Jiang
e Yan, 2010).

Em conclusédo, o adefovir € uma opcdo de tratamento segura e eficaz para a infecdo
recorrente por HBV, especialmente como um tratamento alternativo para aqueles

pacientes que possuem resisténcia a lamivudina (Jiang e Yan, 2010).
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3.2.5. Tenofovir, Tenofovir Disoproxil Fumarato e Tenofovir Alafenamida

O tenofovir (TNF ou PMPA) é um potente inibidor da transcriptase reversa do HIV e da
polimerase do HBV e é estruturalmente semelhante ao adefovir, visto ser um analogo da
adenosina monofosfato (analogo de nucleétido) (Komatsu et al., 2017; Tawada et al.,
2015). De modo a aumentar a biodisponibilidade oral do TNF, procedeu-se a sua
esterificacdo, surgindo assim o seu pré-farmaco, o tenofovir disoproxil fumarato (TDF)
(De Clercq et al., 2010). Este antiviral foi inicialmente aprovado para o tratamento da
infecdo por HIV em 2001. S6 mais tarde, em 2008 é que foi aprovado para o tratamento
da infecdo por HBV crénico em adultos e em 2014, foi aprovado para o tratamento em

criangas dos 12-17 anos (Komatsu et al., 2017).

A estrutura molecular e o perfil de seguranca do TDF é semelhante ao adefovir dipivoxil,
no entanto a toxicidade ao nivel renal ndo tem sido um problema maior com o TDF em
doses terapéuticas. Por esse motivo, o TDF pode ser usado em doses mais elevadas (300
mg por dia) quando comparado com o adefovir, levando assim a uma resposta mais eficaz
na reducdo do DNA viral (Kayaaslan e Guner, 2017). Para reduzir o custo da terapia, uma
dose mais baixa de TDF (75 mg) pode ser usada para controlar a viremia do HBV em
pacientes com infecdo cronica por HBV com HBeAg-negativo, podendo ser mais eficaz

ao inibir a replicacédo viral que o adefovir na sua dose padréo (Jiang e Yan, 2010).

In vivo, o TDF é convertido no seu composto original, o TNF (Figura 21), que é depois
convertido no seu composto ativo, o tenofovir-difosfato, através de duas reacGes de
fosforilacdo (De Clercq et al., 2010). Esta molécula vai depois inibir diretamente a
polimerase viral por ligacdo direta a0 DNA ou entdo por terminacdo da cadeia de DNA
devido & falta do 3"-hidroxilo na molécula de tenofovir (Jiang e Yan, 2010).
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Figura 21 - Metabolizacdo do Tenofovir Disoproxil fumarato (pro-farmaco) em Tenofovir (De Clercq e
Field, 2006).

Como anélogo da transcriptase reversa, o TDF inibe seletivamente a transcriptase reversa
viral, uma enzima crucial nos retrovirus como o HIV e o HBV, enquanto mostra uma
inibicdo limitada das enzimas humanas, como € o caso da DNA polimerase. O tenofovir
tem uma potente atividade antiviral, previne a replicacdo viral e é usado na terapia de

primeira linha e em pacientes com resisténcia a lamivudina (Marinaki et al., 2017).

O tratamento com tenofovir resultou numa melhoria histoldgica em 87% dos pacientes e
numa melhora da fibrose hepatica em 51% dos pacientes. Foi também reportado que 10%
dos pacientes HBeAG-positivo alcangaram a conversdo para HBsAg-negativo, sendo que
a maioria destes tinha o gendtipo A e D, sendo estes 0s gendtipos mais comuns (Ayoub e
Keeffe, 2011; Tawada et al., 2015).

O tenofovir mostrou ser eficaz no tratamento da infegdo por HBV em pacientes que nao
tenham feito um transplante hepético. Juntamente com o entecavir, o tenofovir é
recomendado ser utilizado como terapia de primeira linha para pacientes com infecao por
HBV (Xi e Xia, 2015).

Atualmente, ndo foram descritas mutacdes tipicas da resisténcia ao tenofovir, mesmo
apos 7 anos de tratamento antiviral. No entanto, o tenofovir partilha algumas semelhancas
estruturais com o adefovir, levantando preocupacBes na potencial resisténcia cruzada

entre estes dois farmacos (Tacke e Kroy, 2016).
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O TDF é um antiviral com um bom perfil de seguranca, mas desde que foi introduzido no
mercado em 2001 para o tratamento da infe¢do por HIV tem sido associado a um risco
significativo de toxicidade renal. Na maior parte dos casos a nefrotoxicidade associada a
este antiviral consiste numa forma especifica de tubulopatia proximal, chamada de
sindrome de Fanconi (Aloy et al., 2016). Esta sindrome pode causar hipofosfatemia
devido a hiperfosfaturia, glicostria sem hiperglicemia, acidose metabdlica e hipocalemia.
Est& também associado a doenca 6ssea mineral, que tem como sintomas dores nos 0ssos
e fraturas, derivado da perda urinéria de fosforo (Aloy et al., 2016). Consequentemente,
e devido a estes efeitos adversos, foi desenvolvido um novo pro-farmaco do Tenofovir, o
Tenofovir Alafenamida (TAF) (Figura 22), de modo a otimizar a seguranca a nivel renal
(Ray et al., 2016).

NH,
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Figura 22 - Estrutura do Tenofovir Alafenamida (TAF) (Ray et al., 2016).

O TAF foi entdo aprovado no final de 2016 pela FDA e no inicio de 2017 pela EMA para
o tratamento da infecdo crénica por HBV, tanto em adultos como em criangas, a partir
dos 12 anos de idade, com uma dosagem de 25 mg (European Medicines Agency, 2017b;
Food and Drug Administration, 2017).

Este pro-farmaco € mais estavel no plasma que o TDF, permitindo uma reducéo de cerca
de 10 vezes na dose, resultando numa reducdo de 91% de TFV plasméatico ao mesmo
tempo que se obtém um aumento de quatro vezes nos niveis intracelulares de tenofovir-

difosfato, o composto ativo (Funderburg et al., 2016).

O tratamento com TAF comparativamente ao tratamento com TDF produz melhorias

significativas no sistema imunitirio do doente e numa diminuicdo dos indices
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inflamatdrios com consequente diminuicdo da toxicidade 0ssea e renal (Funderburg et al.,
2016).

Os efeitos adversos mais comuns s&o, o desconforto gastrointestinal, fadiga, cefaleias,
rash cutaneo e pode ocorrer também um aumento da ALT (European Medicines Agency,
2017b).

Este antiviral ndo deve ser administrado com outros que também tenham na sua
composi¢do o TAF, TDF ou o adefovir dipivoxil, pois existe o risco de aumentar os niveis
plasmaticos de tenofovir. Também ndo deve ser administrado com os indutores da
glicoproteina-P, como é o caso da carbamazepina, fenobarbital, fenitoina, rifampicina,
entre outros, pois diminuem a concentracdo plasmatica do TAF. A administracdo
concomitante com os inibidores da glicoproteina-P, como é o caso do itraconazol,
também néo é recomendada pois diminuem a concentracdo plasmatica do TAF (European
Medicines Agency, 2017b).

No anexo 3 encontra-se uma tabela resumo daquilo que mais importante foi dito sobre os

analogos de nucleds(t)idos usados no tratamento de infe¢des pelo HBV.
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4. Moléculas atualmente em fase de ensaios clinicos

Apesar da alta eficiéncia do sistema imunitario humano, os virus sdo organismos versateis

com o potencial de causar doengas graves que exigem intervencdes farmacoldgicas

agressivas. Os farmacos existentes sdo inicialmente eficientes a combater os virus, no

entanto, estes sofrem facilmente mutagdes, responsaveis pelas resisténcias virais aos

farmacos, fazendo com que os investigadores tenham de desenvolver novos agentes

antivirais (Sinokrot et al., 2017).

O nome dos compostos, a estrutura quimica, 0 mecanismo de acao, a atividade antiviral,

e a fase dos ensaios clinicos dos analogos de nucleds(t)idos atualmente em investigacédo

esta esquematizado na tabela 1.

Tabela 1 - Moléculas atualmente em fase de ensaios clinicos

Nome da
molécula

(nome de
cbdigo)

Estrutura quimica

Fase em

Atividade

que se antiviral acao

encontra | demonstrada

Mecanismo de

Referéncias
bibliograficas

GS-5734

Requer
anabolismo
intracelular

para o
metabolito

Fase Il Virus Ebola
que interfere
coma
atividade da
RNA
polimerase
viral
dependente do
RNA
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O metabolito
trifosfato ativo
reduz a
producdo de
RNA viral ao
inibir a
atividade da
RNA
polimerase,
induzindo a
terminacéo da
sintese da
cadeia de RNA

(Madelain et
al., 2016);
(Taylor et al.,
2016); (Wahid
etal., 2017)

Tem como
alvo os
recetores de
acido sialico
em células

epiteliais (Koszalka et

respiratorias, al., 2017);
restringindoa = (Zenilman et
capacidade dos al., 2015)

virus da gripe
se ligar e
entrar na célula
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Atua comoum | (Furutaetal.,
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E um pro-
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na sua forma
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033447), este €
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Fase Il e Virus (Koszalka et
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cap, que é
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replicacdo do
virus
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5. O futuro da quimioterapia antiviral

Apesar de todos os antivirais atualmente aprovados para tratar infegdes por HSV terem
como alvo o DNA viral por inibigdo da DNA polimerase, continua a ser importante o
desenvolvimento de novos agentes nesta classe (James e Prichard, 2014). A identificacdo
de novas estratégias para o desenvolvimento de novas moléculas anti-herpéticas com
mecanismos de acdo diferentes que sejam muito eficazes e que apresentem baixa
toxicidade € um desafio (Jiang et al., 2016). Uma das novas abordagens que tem sido
mais estudada € a inibicdo do complexo DNA helicase/primase. Este complexo esta
presente em todos os virus da familia herpes e pode vir a ser um alvo no desenvolvimento
de novos agentes anti-HSV (Jiang et al., 2016). O complexo enzimatico viral
helicase/primase é um heterotrimero constituido pela helicase UL5, pela primase UL52 e
pela UL8, uma proteina acessoria sem funcdo enzimatica. Este complexo é necessario
para que o DNA se desenrole na replicacdo e na sintese de primers durante a replicacao
viral. Como é essencial para a replicacdo do HSV, o complexo helicase/primase
representa um alvo atrativo para o desenvolvimento de novos farmacos (Birkmann e
Zimmermann, 2016). Alguns compostos promissores foram identificados e até foram
submetidos a ensaios clinicos, no entanto ainda existem alguns problemas, como a
ocorréncia de efeitos adversos graves, fazendo com que o desenvolvimento deste novo

tipo de antivirais seja um desafio no futuro (Jiang et al., 2016).

A infecdo cronica por HCV tem sido uma grande preocupacéo de satde publica devido a
sua elevada prevaléncia em todo o mundo. O tratamento com PEG-IFN-a e a ribavirina
foi durante muitos anos o tratamento padréo, mas a sua baixa tolerabilidade e taxas de
resposta baixas aumentaram a probabilidade de falha terapéutica (Gao e Ju, 2017). A
introducao dos DAAs que tém como alvo seletivo o processo de replicacdo do HCV abriu
uma nova era no tratamento do HCV, com taxas de SVR perto dos 100%, reducdo do
tempo da terapéutica e uma melhor tolerabilidade (Gao e Ju, 2017; Mir et al., 2017). Cada
classe de DAAs tem como alvo uma proteina viral especifica como é o caso da NS3/4A,
NS5A e NS5B. A combinacdo de DAAS que tém como alvo proteinas virais diferentes
reduz o risco de resisténcias do HCV e aumenta a populacdo que vai beneficiar desta
terapéutica, pois atua em todos os 6 genotipos (Gao e Ju, 2017). Uma potencial alternativa

aos DAAs sdo os agentes direcionados para o hospedeiro (HTAs do inglés, host-targeted

62



Analogos de nucledsidos com atividade antiviral: evolugdo, moléculas mais recentes e novas aplicacées
terapéuticas

agents). Em vez de atuarem diretamente no virus como os DAAs, os HTAs atuam no
hospedeiro, interferindo com os fatores celulares que estéo envolvidos na replicacdo viral.
Um dos alvos dos HTA é o microRNA-122 hepatico, que se liga ao genoma do HCV e
melhora a replicagéo viral. Mais recentemente, um inibidor do miRNA-122, o RG-101,
foi administrado juntamente com os DAAs, fazendo com que o tratamento fosse
encurtado para 4 semanas, ao invés das tipicas 12 semanas. Ao terem como alvo os fatores
do hospedeiro, com uma variabilidade genética baixa, os HTAs oferecem uma alta
barreira genética a resisténcia. Consequentemente, pensa-se que ao combinar HTAs com
DAAs previne-se as resisténcias emergentes, permitindo potencialmente periodos de
tratamento mais curtos (Burstow et al., 2017). Em ultima analise, 0 que antes era uma
doenca incuravel agora é potencialmente curdvel. Desta forma os DAAs sdo
comparticipados a 100% pelo sistema nacional de saude, podendo ser utilizados por todos
0s pacientes, independentemente do seu estatuto social (Burstow et al., 2017; Dire¢édo
Geral De Saude, 2017).

Embora a terapia antiviral da infecdo por HBV tenha melhorado drasticamente ao longo
da Gltima década, com a introducéo do tenofovir e dos seus pro-farmacos, um tratamento
que seja realmente efetivo ainda nao esta disponivel e a infecdo por HBV continua a ser
um problema grave de saude publica em todo o mundo (Koumbi, 2015). As opc¢des
disponiveis atualmente suprimem a replicacdo viral e melhoram a taxa de sobrevivéncia
dos pacientes, mas ndo erradicam o virus e 0 cccDNA resultando numa reativacdo viral
apos cessar o tratamento (Koumbi, 2015). O objetivo das novas estratégias terapéuticas é
eliminar ou controlar o HBV e permitir o acesso a terapia nas areas endémicas mais
pobres, onde as consequéncias da infecdo sdo mais severas. Isto envolve o
desenvolvimento de novos antivirais que visam diferentes partes do ciclo de replicacdo
viral e/ou a resposta imune do hospedeiro (Tacke e Kroy, 2016). Por exemplo, inibidores
da entrada do HBV, siRNA contra transcritos virais, inibidores da formacao da capside
do HBV ou farmacos que tém como alvo o cccDNA estdo atualmente a ser testados.
Diferentes tentativas para fortalecer as respostas imunes inatas ou adaptativas podem ser
necessarias para erradicar o virus ou controlar de forma estavel o HBV (Peters e
Locarnini, 2017; Tacke e Kroy, 2016).
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1. Concluséao

Os virus sdo agentes infeciosos que ndo tém a capacidade de se reproduzir fora da célula
hospedeira. Ndo sdo considerados células porque ndo possuem um metabolismo préprio,
partilhando muitos dos processos metabdlicos da célula hospedeira. Devido a esta
caracteristica é dificil encontrar e desenvolver farmacos que possuam uma seletividade
viral, ou seja, que atuem no virus e que sejam indcuos para o hospedeiro. O conhecimento
mais aprofundado dos virus permite, hoje em dia, o desenvolvimento de antivirais que
atuam por inibicdo de determinadas enzimas virais que sdo essenciais para a replicacdo

viral, apresentando uma menor toxicidade para o hospedeiro.

O primeiro antiviral a ser introduzido no mercado foi a idoxuridina em 1963, para o
tratamento do HSV. Mais de 50 anos depois, e com a descoberta do HIV que mostrou ser
uma das principais alavancas para o desenvolvimento de novos antivirais, centenas de
outras moléculas foram aprovadas, principalmente para as infe¢cbes provocadas pelo
HBV, HCV, HSV e HIV. A maior parte destas moléculas sdo analogos de

nucledsidos/nucleotidos, que atuam principalmente nos mecanismos de replicacdo viral.

Atualmente, tem-se apostado no desenvolvimento de pro-farmacos, como é o caso do
sofosbuvir no tratamento do HCV e o tenofovir alafenamida no tratamento do HBV, visto
apresentarem uma melhor biodisponibilidade oral e uma menor toxicidade para o

hospedeiro, ndo apresentando efeitos secundarios graves.

Tanto o HCV como o HBV tém merecido especial atencdo por parte da industria
farmacéutica, com o desenvolvimento de novas moléculas todos 0s anos, que apresentam
uma taxa de cura elevada com efeitos adversos minimos, melhorando assim a vida dos
pacientes. O mesmo ndo acontece nos virus da familia herpes, onde desde o

desenvolvimento do valganciclovir, em 2000, que ndo é aprovado nenhum antiviral.

O numero de resisténcias é muito elevado, principalmente nos individuos
imunodeprimidos, existindo assim uma necessidade emergente de desenvolver novos

antivirais.
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