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Sumario

A familia Picornaviridae consiste em mais de 200 espécies de virus associados a
enumeras doencas com um elevado interesse clinico, entre as quais, poliomielite, meningite
asséptica, constipacdo e encefalite. Esta familia engloba 12 géneros, quatro dos quais
(Enterovirus, Hepatovirus, Parechovirus e Kobuvirus) sdo patogénicos para 0 homem.

Os picornavirus sdo virus de RNA positivo constituidos por uma cépside icosaédrica
regular. Estes virus sao responsaveis por infec¢es endémicas, como é o caso do Poliovirus e
infeccbes de caracter epidémico como no caso do Rhinovirus. A intensidade da doenca é
muito variavel, uma vez que na maior parte dos casos estamos perante uma doenca
assintomatica ou um quadro clinico ligeiro que apresenta uma resolucdo espontanea, mas em
outros casos pode originar um quadro patologico grave.

Até ao momento ndo existe nenhuma molécula aprovada para o tratamento especifico
de infeccdo por picornavirus. No entanto devido a gravidade de determinadas doengas como é
0 caso da poliomielite e da hepatite foram desenvolvidas vacinas de modo, a travar a
gravidade das infeccBes e no caso da poliomielite foi possivel limitar o seu caracter endémico.
Uma vez, que a maior parte das infeccdes sdo de resolucdo esponténea, apenas se realiza o
tratamento dos sintomas que o doente apresenta. Contudo devido a enorme influéncia
econdmica e social das infecgdes por picornavirus encontram-se em desenvolvimento varias
drogas para uso nestas infeccdes, as quais serdo discutidas apesar do seu caracter
experimental. Até a data foram desenvolvidos cerca de 100 compostos que demonstraram in
vitro, actividade contra picornavirus. Estes actuam em diferentes etapas do ciclo viral,
nomeadamente o bloqueio da interacgdo virus-receptor, desencapsulacao, replicacdo do RNA
viral, sintese de proteinas virais ou a susceptibilidade da célula. Apesar do enorme nimero de
possiveis farmacos para uso neste tipo de virus, muitos deles ndo atingiram a fase de ensaios
clinicos. Este facto ficou a dever-se a problemas relacionados com a sua fraca
biodisponibilidade, eficacia, toxicidade e seguranca. Os ensaios clinicos em curso para as
restantes drogas ainda ndo permitiram a sua aprovacdo para uso comercial. A auséncia de
aprovacoes relaciona-se em alguns casos com a fase precoce dos ensaios clinicos, e noutros
casos com a dificuldade de encontrar drogas cujos efeitos secundarios ndo ultrapassem o risco

de uma infecgé@o que habitualmente se resolve espontaneamente.



Summary

The Picornaviridae family consists of over 200 species of viruses associated to
countless diseases with a high clinical interest, including, poliomyelitis, aseptic meningitis,
common cold and encephalitis. This family includes 12 genera, four of which (Enteroviruses,
Hepatoviruses, Parechoviruses and Kobuviruses) are pathogenic to humans.

The Picornaviruses are RNA viruses consisting of a positive regular icosahedral
capsid. They are responsible for endemic infections, such as the Polioviruses and infections of
epidemic character as is the case of Rhinoviruses. The intensity of the disease is highly
variable, since in most cases we are dealing with an asymptomatic or mild clinical condition
that presents a spontaneous resolution, but in other cases it can cause a severe pathological
condition.

There is, to date, no molecule approved for the specific treatment of picornavirus
infection. However due to the severity of certain diseases, as is the case of polio and hepatitis,
vaccines were developed to curb the severity of infections and in the case of polio it’s use has
limited it’s endemic nature. Given that the majority of infections are of spontaneous
resolution, only symptomatic treatment is carried out. Despite the fact that, to date, no
molecule has been approved for the specific treatment of picornavirus infection, it’s economic
and social burden has driven intensive research in a number of promissing experimental
molecules that will be discussed. So far about 100 compounds have been developed that
showed in vitro activity against picornaviruses. These act at different stages of the viral cycle,
namely the blocking of virus-receptor interaction, uncoating, replication of viral RNA,
synthesis of viral proteins or the susceptibility of the cell. Despite the huge number of
potential drugs for use in this type of virus, many have not reached the stage of clinical trials.
This was due to problems related to their poor bioavailability, efficacy, toxicity and safety.
The ongoing clinical trials for other drugs has not yet allowed its approval for commercial
use. The lack of approval relates in some cases with early stage clinical trials and in other
cases with the difficulty of finding drugs whose side effects do not outweigh the risk of an

infection that usually resolves spontaneously.
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Terapéutica farmacoldgica antiviral especifica em infecgBes por Picornavirus

I-Introducéo

A familia Picornaviridae €é constituida por virus de RNA de pequenas
dimensfes. Em Agosto de 2009 o Comité Internacional da Taxonomia dos Virus
(ICTV) efectuou uma actualizacdo na taxonomia viral dos Picornavirus, a qual
introduziu algumas modificacGes, tais como a introducdo dos novos géneros
Sapelovirus, Senecavirus, Tremovirus e Avihepatovirus e a reclassificacdo dos
Rhinovirus no género dos Enterovirus (Tabela 1). Assim, na mais recente taxonomia
viral, a familia Picornaviridae encontra-se distribuida por doze géneros (Enterovirus,
Cardiovirus, Aphthovirus, Hepatovirus, Parechovirus, Erbovirus, Kobuvirus,
Echovirus, Senecavirus, Tremovirus e Avihepatovirus), dos quais apenas quatro sdo
patogénicos para o homem (Enterovirus, Parechovirus, Kobuvirus e Hepatovirus)
(Tabela 1) (Rotbart, 2002; Picornaviridae Study Group, 2009).

O primeiro Picornavirus a ser estudado foi o Poliovirus, consistindo num
importante marco da Virologia. Os primeiros casos foram reportados em 1789 pelo
médico Michael Underwood, o qual verificou que o principal alvo desta infeccdo eram
criancas, e por essa razdo a doenca ficou conhecida como Paralisia Infantil (Semler et
al, 2002; De Palma et al, 2008).

Mais tarde, no inicio do século XX foi declarado um estado de epidemia, devido
ao elevado numero de casos registados. Em 1908 Karl Landerstainer tentou com
sucesso provocar a mesma doenca em macacos, inoculando fezes provenientes de
criancas infectadas no sistema nervoso dos animais. No entanto s6 em 1949 é que foi
possivel a sua deteccdo utilizando meios mais econémicos. Este facto deveu-se em
grande parte a deteccdo feita através de uma cultura de células ndo nervosas onde se
verificou, ndo so que este virus se conseguia multiplicar noutro tipo de células como foi
possivel visualizar o seu efeito citopatico. Com esta descoberta Enders, Weller e
Robbins, em 1954 foram premiados com um Prémio Nobel, proporcionando um novo
rumo na investigacao in vitro destes virus em humanos e animais, o que levou entdo a
procura de novos virus pertencentes a esta enorme familia (Ferreira et al, 2002; Jesus,
2007).



Terapéutica farmacoldgica antiviral especifica em infecgBes por Picornavirus

Em 1955 apareceu a primeira vacina contra o Poliovirus, esta, utilizava o virus
inactivado, o que impedia a sua replicacdo apds a sua administracdo e permitia a sua
utilizacdo em gravidas e em individuos imunocompremetidos. As principais
desvantagens estdo relacionadas com o custo e a sua via de administracdo, uma vez que
a toma é realizada por via injectavel. Passados 8 anos apareceu uma nova vacina, que
utilizava o virus na sua forma atenuada. A sua vantagem em relacdo a primeira era a
facilidade de administracdo, no entanto a custa de um maior risco clinico. Com o
aparecimento das vacinas e com a ajuda da Organizacdo Mundial de Saude, que em
1988 lancou uma campanha sobre a erradicacdo do Poliovirus o numero de casos de

infeccdo diminui drasticamente (Jesus, 2007; Hunt, 2010).



Tabela 1: Taxonomia dos Picornavirus

Terapéutica farmacolégica antiviral especifica em infecgdes por Picornavirus

. (Adaptado de: Rossmann et al, 2002; Semler et al, 2002).

GENERO ESPECIE/SEROTIPO HOSPEDEIRO DOENCAS PRINCIPAIS NO HOMEM RECEPTOR

Enterovirus Enterovirus Humano A
Coxsackievirus A 2,3,5,7,8,10,12,14,16 Homem Herpangina, Doenca da m&o-pé-e-boca, Doenca respiratéria, Meningite N.D.
Enterovirus 71 Homem Doenca da mao-pé-e-boca, Encefalite N.D.
Enterovirus Humano B
Coxsackievirus A9 Homem Meningite, Herpangina avp3
Coxsackievirus B1, B3, B5 Homem Miocardite, Pleurodia, Meningite DAF
Coxsackievirus Bl a B6 Homem Doenca Respiratéria, Meningite HCAR
Echovirus 1,8 Homem Meningite, Encefalite, Pleurodia, Exantema VLA-2 021
Echovirus 2a 7, 11 a 21, 24, 27,29 a 33 Homem Meningite DAF(CD55)
Enterovirus 69 Homem Meningite N.D.
Enterovirus Humano C
Poliovirus tipos 1,2,3 Homem Poliomielite CD155 (PVR)
Coxsackievirus A1,11,13,15,17,18 a 22, 24 Homem Constipacdo comum, Diarreia Infantil, Herpangina ICAM-1(CD54)
Enterovirus Humano D
Enterovirus 70 Homem Conjuntivite Hemorragica Aguda DAF (CD55)
Enterovirus de Simio A Animal
Enterovirus Bovino Animal
Enterovirus Porcino B Animal
Rhinovirus Humano A e B
Rhinovirus do grupo Major (> 90 ser6tipos) Homem Constipagdo comum, agravamento da Asma, Fibrose Cistica e DPOC ICAM-1 (CD54)
Rhinovirus do grupo minor (> 10 serétipos) Homem Constipagdo comum, agravamento da Asma, Fibrose Cistica e DPOC LDL receptor (LDLR)
Rhinovirus Humano C Homem Constipagdo comum, agravamento da Asma, Fibrose Cistica e DPOC

Cardiovirus Virus da Encefalomiocardite Animal
Theilovirus Animal

Aphthovirus Virus da Febre aftosa Animal
Virus da Rinite equina A Animal
Virus de rinite bovina B Animal

Hepatovirus Virus da Hepatite A Homem Hepatite A HAVcr-1

Parechovirus Parecovirus Humano Homem Doenga Respiratoria, Encefalite N.D.
Ljungan virus Animal

Erbovirus Virus da rinite equina B Animal

Kobuvirus Aichi Virus (Kobuvirus Humano) Homem Gastroenterite N.D.
Kobuvirus Bovino Animal

Teschovirus Teschovirus Porcino Animal

Sapelovirus Sapelovirus porcino Animal
Sapelovirus simio Animal
Sapelovirus aviatico Animal

Senecavirus Virus vale do Seneca Animal

Tremovirus Virus da encefalomielite aviaria Animal

Avihepatovirus Virus da Hepatite A aviética Animal




Terapéutica farmacoldgica antiviral especifica em infecgBes por Picornavirus

1.1 Estrutura

Os Picornavirus apresentam um genoma de RNA de polaridade positiva e ndo
possuem involucro, o que lhes confere resisténcia ao alcool, éter e cloroférmio. Por
outro lado apresentam sensibilidade relativamente a tratamentos feitos com formaldeido
e radiacBes ionizantes. Contém uma cépside icosaédrica (Figura 1.C) constituida por 60
subunidades e 12 vértices pentaméricos (Figura 1.B), sendo que cada uma é constituida
por 5 unidades de proteinas protoméricas (Figura 1.A). Os receptores vao ligar-se numa
zona designada como Canyon, a qual se encontra a volta de cada um dos Vvértices (De
Palma et al., 2008; Rotbart, 2002).

Por clivagem de uma poliproteina produzida durante o processo de replicacdo
obtém-se as quatro proteinas da capside (VP1, VP2, VP3 e VP4). As proteinas VP1,
VP2 e VP3 sdo responsaveis pela estrutura icosaédrica caracteristica, as quais se vao
dispor a superficie da particula, enquanto a proteina VP4 ndo se encontra a superficie e
juntamente com a terminacéo amino das proteinas VP1 e VP2 funciona como um elo de
ligacdo entre a capside e o genoma. Por essa razdo esta proteina so é clivada com a
incorporacdo do genoma na capside (De Palma et al., 2008; Rotbart, 2002; Ferreira et
al., 2002).

A) proteinas protoméricas B) vértice pentamérico C) cdpside icosaédrica

Figura 1: Estrutura icosaédrica de particula viral de Picornavirus (Adaptado de:
Rueckert, 1996).
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Como ja referido o RNA dos picornavirus € de polaridade positiva, o que
significa que ele funciona também como RNA mensageiro. Assim, esta molécula é
capaz de mediar a transcricdo e replicacdo, sendo por isso infecciosa mesmo sem a
capside. O RNA ¢é de cadeia simples, linear e constituido por cerca de 7400 pares de
bases. O genoma contem na extremidade 5° uma proteina VPg que ¢é codificada pelo
proprio virus, enquanto na parte oposta ou seja na extremidade 3’ ¢ poliadenilado
(Figura 2). A proteina VPg por clivagem da origem a proteinas necessarias a sintese de
RNA. O genoma do virus para além de codificar as suas proteinas da capside e a
proteina VPg, codifica ainda uma protease e uma RNA-polimerase, RNA dependente
(De Palma et al, 2008; Rotbart, 2002; Ferreira et al, 2002).

Capside Replicacio

Pl P2 P2

5 UTR  AUG SaG 3 UTR
}1A

Traducio

Processamento

Figura 2: Genoma do Picornavirus (Adaptado de: Kerkvliet et al, 2010).

1.2 Ciclo de Vida

Para que ocorra o processo de infeccdo, os Picornavirus necessitam de interagir
com receptores especificos (Figura 3.1 e Tabela 1) que se encontram na membrana
citoplasmatica das células do hospedeiro. Apds a ligagdo do virus ao seu receptor, este
entra na célula e ocorre a primeira modificacdo: a perda da proteina VP4, o que se
traduz na saida do RNA viral (Figura 3.2). Uma vez que o RNA viral dos picornavirus
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funciona como mRNA, a traducgdo (Figura 3.3) ¢ feita directamente pelos ribossomas da
célula, levando a formacdo de uma poliproteina (Figura 3.4), que apds a clivagem com
uma protease viral da origem a todas as outras proteinas estruturais da capside e também
as proteinas necessarias durante o processo de replicacdo. Depois da formacdo destas
proteinas e da polimerase € que comegam a surgir cadeias de RNA de polaridade
negativa (Figura 3.5) que vao servir de modelo para a formacgédo de novas cadeias de
RNA viral com polaridade positiva (Figura 3.6). Estas vdo sendo encapsuladas, dando
origem ao virido, que ainda vai sofrer um periodo de maturacao (Figura 3.7). Durante
este processo vao ocorrer diversas clivagens, a primeira ocorre na proteina P1 (proteina
precursora da céaspide) a qual vai dar origem as proteinas VPO, VP1 e VP3 (Figura 2).
Quando ocorre a clivagem de VPO forma-se VP2 e VP4, tornando o virus infeccioso.
Esta ultima clivagem s6 ocorre depois de o0 RNA estar envolvido pela capside. A saida
dos virus da célula ocorre por lise celular (Figura 3.8) (De Palma et al, 2008; Ferreira et
al, 2002).

1. Attachment A
[+ Qen %%@
- A4

\

5. {-) strand RNA
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%? 8. Release

Figura 3: Ciclo de Vida dos Picornavirus (Adaptado de: De Palma et al, 2008).



Terapéutica farmacoldgica antiviral especifica em infecgBes por Picornavirus

1.3 Patologias

A infecgdo por Picornavirus abrange um leque de patologias que vao desde
doencas pouco graves como por exemplo uma constipacdo até doencas muito graves
como é o caso da hepatite A e da Poliomielite. De todos 0os membros apenas 0s
Enterovirus, Hepatovirus, Kobuvirus e Parechovirus sdo responsaveis por infeccdes

virais em humanos (Rotbart, 2002).

1.3.1 Rhinovirus

O Rhinovirus, esta associado a infec¢Bes respiratdrias tanto do tracto respiratério
superior como do inferior, sendo o principal responsavel pela constipacdo. Estas
infeccdes sdo mais frequentes na altura da Primavera e Outono e a transmissao é feita
por via oral, através do contacto directo com secrecdes ou aerossois (Ferreira et al,
2002; Mackay, 2008).

O periodo de incubacdo é varidvel com o aparecimento de sintomatologia a
ocorrer mais ou menos a partir do quinto dia apos a infec¢do. Os principais sintomas
sdo: cefaleias, mal-estar, obstrucdo nasal, arrepios, dores de garganta, espirros e febre,
no entanto esta Ultima pode ou n&o existir e € mais comum em criangas (Ferreira et al,
2002; Mackay, 2008).

Por vezes a infeccdo viral pode funcionar como um factor de predisposicao para
outras doencas de origem bacteriana como por exemplo: Otite média aguda, sinusite e
agravamento da Asma e da Doenca Pulmonar Obstrutiva Crdnica e dos sintomas
respiratdrios da Fibrose Cistica (Peltola et al, 2008; Rotbart , 2002).

1.3.2 Poliovirus

O Poliovirus, é responsavel pela Poliomielite. Durante o periodo epidémico esta
infeccéo era facilmente disseminada entre diversas comunidades. A sua transmisséo faz-
se por via fecal-oral, apresentando um periodo de incubagcdo com uma duragdo em
média de 14 dias, no entanto este pode variar entre 3 a 35 dias (Atkinson et al, 2009;
Ferreira et al, 2002; Semler et al, 2002).
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A doenca pode ser sintomatica e assintomatica, sendo esta Ultima a que ocorre
em pelo menos 90% dos casos. Dentro da doenca sintomatica podemos distinguir trés
tipos de infeccdo segundo a sua gravidade: a poliomielite abortiva, poliomielite ndo
paralitica e poliomielite paralitica. A Poliomielite abortiva ocorre durante a primeira
semana de infecgéo e apresenta uma sintomatologia ligeira, como febre, cefaleias e mal-
estar. Por vezes pode mesmo ocorrer 0 vomito, dores musculares e dores de garganta. A
resolucdo é espontanea em apenas alguns dias. Caso ocorra agravamento dos sintomas é
necessario recorrer a analises laboratoriais uma vez que existem outros Enterovirus que
apresentam uma sintomatologia semelhante. A Poliomielite ndo paralitica apresenta a
mesma sintomatologia descrita anteriormente no entanto numa forma mais acentuada, e
a sua resolucdo também é espontanea. Neste caso o Sistema Nervoso encontra-se
envolvido causando rigidez na nuca o que clinicamente esta associada a uma meningite
asséptica. Por ultimo, a Poliomielite paralitica apresenta toda a sintomatologia descrita
nas formas anteriores, no entanto o envolvimento do Sistema Nervoso Central é
variavel, quer isto dizer que a paralisia pode aparecer subitamente sem apresentar uma
sintomatologia severa ou entdo apresentar-se como uma paralisia severa muito grave,
que pode levar a incoordenacdo motora, paralisia respiratéria e impossibilidade de
degluticdo. A taxa de mortalidade € cerca de 2-3%. Para além da poliomielite e da
meningite asséptica o Poliovirus pode ainda estar associado ao sindroma febril
(Atkinson et al, 2009; Ferreira et al, 2002; Semler et al, 2002).

1.3.3 Outros Enterovirus

1.3.3.1 Encefalite

A Encefalite é uma doenca pouco comum e pode levar a sequelas a longo prazo.
Apresenta um quadro de evolugdo favoravel, necessitando apenas de tratamento
sintomatologico. Numa percentagem extremamente pequena o paciente pode entrar em
coma. Os casos mais graves estdo relacionados com o Enterovirus 71, que por vezes
pode provocar a morte do doente. A doenca encontra-se associada a um quadro de
depressdo neurologica. Os primeiros sintomas sdo febre, mialgias e sintomas
respiratorios. Relativamente aos sintomas a nivel do Sistema Nervoso Central verifica-
se uma certa irritabilidade, fraqueza, confusdo e letargia (Ferreira et al, 2002; Semler et
al, 2002;Wilson et al, 2001).
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1.3.3.2 Meningite asséptica

A meningite asséptica é provocada por Echovirus ou Coxsackievirus A e B, cuja
severidade depende de dois factores: idade do hospedeiro e o seu sistema imune. Os
casos mais graves estdo relacionados com a infec¢cdo em neonatais com pelo menos
duas semanas de vida, originando uma doenga sistémica severa que normalmente esta
associada a uma meningite ou meningoencefalite. Esta doenca tem um inicio repentino
e € acompanhada com febres na ordem dos 38°C, dores de cabeca, fotofobia, vomitos,
diarreia, tosse, faringite e mialgia Em criangas com cerca de 1 a 2 anos de idade é
costume aparecer rigidez na nuca. A doenca apresenta uma evolucdo favoravel e de
resolucéo espontanea em cerca de uma semana (em alguns casos pode prolongar-se até
as 2 semanas) e ndo provoca sequelas de longo prazo (Hunt, 2010; Tavakoli et al,
2008;Rotbart, 2002; Semler et al, 2002; Wilson et al, 2001).

1.3.3.3 Miocardite

A miocardite é causada pelo Coxsackievirus B3, trata-se de uma inflamac&o no
miocardio, cuja taxa de mortalidade é elevada. Os grupos de maior risco sdo 0s recém
nascidos e as criancas com menos de 6 meses de idade A sintomatologia inclui
palpitacdes e dor no peito que podem ser acompanhados por vezes de febre. No caso
particular de recém-nascidos a sintomatologia caracteristica € uma subita insuficiéncia
cardiaca e febre, enquanto que em criangas com menos de 6 meses a insuficiéncia
cardiaca € mais tardia. O tratamento existente é apenas sintomatolégico. (Esfandiarei et
al, 2008; Hunt, 2010; Semler et al, 2002; Wilson et al, 2001).

1.3.3.4 Conjuntivite hemorragica

A conjuntivite hemorragica é provocada maioritariamente pelo Enterovirus 70, e
caracteriza-se por uma hemorragia subconjuntival abrupta. Normalmente é mais comum
nos adultos, apresenta um evolucdo favordvel e de resolugdo numa semana. Esta
infeccdo apresenta um periodo de incubacdo ente 24 a 48 horas. Os principais sintomas
derivam do inchaco das palpebras associado a congestéo ocular, que leva a lacrimacéo e
dor (Ferreira et al, 2002; Semler et al, 2002).
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1.3.3.5 Herpangina

A Herpangina é causada pelo Coxsackievirus A, é mais comum em criangas
entre 1 e 7 anos de idade, no entanto ndo se pode excluir os adultos e os neonatos. Esta
doenca é manifestada através de uma inflamacdo da garganta, disfagia e cefaleias, no
entanto também podem ocorrer vomitos e dores na zona abdominal. Esta infec¢do dura
cerca de uma semana e 0s sintomas entram num periodo de regressdo passados 4 dias.
Necessita apenas de tratamento sintomatico (Hunt, 2010; Semler et al, 2002; Wilson et
al, 2001).

1.3.3.6 Doenca da méo-pé-boca

A doenca da méo-pé-boca é vulgarmente causada pela espécie Coxsackievirus
Al6. Caracteriza-se por uma erupc¢do cutanea tal como o0 nome indica nas maos, pés e
boca. E uma doenca caracteristica em criancas com menos de 10 anos, contudo pode
ocorrer também em jovens e adultos. A sua transmissao faz-se através do contacto com
fezes, bolhas ou ainda secregGes provenientes da garganta e nariz. A primeira
manifestacdo da doenca faz-se através de febre, perda do apetite e dor de garganta. Mais
tarde ocorre o aparecimento das bolhas na lingua, gengivas e no interior das bochechas.
O periodo de incubacdo € de 3 a 5 dias e a possibilidade de contagio s6 ocorre desde o
aparecimento dos primeiros sintomas até ao desaparecimento das bolhas. (Centers for
Disease Control and Prevention, 2010; New York State Department of Health., 2004;
Semler et al, 2002; Wilson et al, 2001).

1.3.3.7 Doenca febril n&o especifica

Na doenca febril ndo especifica a febre esta associada a outros sintomas podendo
ou ndo existir prurido. Esta doenca tem importancia clinica uma vez que pode imitar
outras doencas, como por exemplo septicemia de origem bacteriana ou entdo herpes.
Mais uma vez as criangas sdo as mais afectadas. Quanto a sintomatologia apresentam-se
quadros febris na ordem dos 39°C, irritabilidade, diarreia, vomitos, prurido, sintomas

respiratorios, anorexia e letargia. Esta doenca tem uma duracéo cerca de 4 a 5 dias e é

10



Terapéutica farmacoldgica antiviral especifica em infecgBes por Picornavirus

de resolugdo espontinea. E causada por diversos Enterovirus e é mais comum nas
alturas do Verdo e Outono (Hunt, 2010; Semler et al, 2002).

1.3.3.8 Doenca de Bornholm

A doenca de Bornholm, também conhecida como Pleurodinia epidémica é uma
infeccdo causada pelo Coxsackievirus B. Esta € caracterizada por um subito
aparecimento de febre e dor na regido inferior do torax, podendo ocorrer o aparecimento
de vomitos e dor abdominal. O diagnostico é dificil uma vez que a dor causada na zona
do torax por vezes aparece e desaparece subitamente. A sintomatologia dura cerca de
um a dez dias, para além das manifestagdes acima referidas pode ainda aparecer
anorexia, nauseas, tosse e dores de cabeca (Semler et al, 2002; Wilson et al, 2001).

1.3.4 Hepatovirus

Este virus é o responsavel pela Hepatite A, a transmissdo é feita por via fecal-
oral através do contacto com &gua, alimentos e objectos contaminados. Afecta tanto
criancas como adultos e o seu pico é no Outono. Clinicamente esta doenca € do tipo
moderada, apresenta-se de duas formas: a aguda e a fulminante. Na forma aguda a
sintomatologia caracteristica do periodo prodromico é anorexia, mal-estar, vomitos
problemas gastrointestinais e por vezes pode ainda surgir sintomatologia respiratoria.
Este periodo dura normalmente 4 a 10 dias. Relativamente a sintomatologia
caracteristica da doenca comeca pelo aparecimento de alteracGes na coloracdo da urina
tornando-se mais escura, de seguida aparece a ictericia e fezes descoloradas. Estes
sintomas comecam a desaparecer e sao substituidos pelo prurido. Pode ainda evoluir
com artralgias e alteracGes electrocardiograficas. O periodo de recuperacdo varia de 6 a
12 meses. A forma fulminante esta relacionada com a necrose total ou parcial do figado.
Em 99% dos casos a recuperacdo é total e sem sequelas, no entanto 0,1% atingem a fase
fulminante e pode ocorrer a morte (Hunt, 2010; Murray et al., 2007; Wilson, 2001).
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1.3.5 Kobuvirus

O Kobuvirus, mais propriamente o Aichi virus é responsavel pela Gastroenterite.
Esta transmite-se por via fecal-oral através do contacto directo com alimentos, agua ou
utensilios contaminados. Os principais sintomas sdo: diarreia, cdlicas, dores
abdominais, nduseas, vomitos e por vezes pode ainda ocorrer dores musculares, dores
de cabeca e febre. Os sintomas podem aparecer entre 1 a 2 dias e normalmente duram 1
a 10 dias (Centers for Disease Control and Prevention, 2010; Wrong Diagnosis, 2011).

1.3.6 Parechovirus

O Parechovirus humano pode provocar doenga respiratdria moderada ou
encefalite em recém-nascidos. Este Gltimo apresenta um quadro clinico associado a

febre e convulsdes (Drexler, 2009).
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I1-Epidemiologia

Entre os séculos X1X e XX, ocorreram diversos surtos de poliomielite por todo o
mundo, incluindo paises que eram considerados desenvolvidos. Em 1789 Michael
Underwood tentou descrever a doenca e em 1840, o ortopedista Jacob von Heinem
descreveu varios casos de criangas que tinham dificuldade em movimentar-se e
suspeitava que esse problema tinha a ver com a medula espinhal. Mais tarde, um
pediatra sueco, Oskar Medin, reportou mais casos em associacdo a surtos que
aconteciam na Suécia e noutros paises da Europa. Em 1908, Karl Landsteiner,
conseguiu transmitir a doenga a macacos inoculando no seu Sistema Nervoso fezes de
criancas que haviam sofrido de poliomielite. Cada vez mais apareciam casos de criangas
infectadas por todo mundo, mas em 1930 Franklin Rosevelt sensibilizou a América
quando se descobriu que este também tinha contraido a doenca. E assim, em 1938, nos
Estados Unidos desencadeou-se uma marcha, que ficou conhecida como Marcha do
Dime, que recolheu fundos para investigacdo da doenca e a procura de uma vacina
eficaz. Devido ao avanco da tecnologia, foi possivel em 1946 a primeira visualizac¢do do
virus em microscopia electronica. Em 1949 John Enders, Thomas Weller e Frederick
Robbins descobriram o efeito citopatico. David Bodian, descobriu a existéncia de trés
serdtipos diferentes do poliovirus em 1952. Um ano mais tarde, foi realizada a primeira
imunizacdo em seres humanos, utilizando o virus inactivado com formaldeido, levado a
cabo por Jonas Salk. Assim, em 1955, foi licenciada Nos Estados Unidos a primeira
vacina contra o poliovirus e pouco depois nos restantes paises. Entretanto em 1962,
Alberto Sabin descobriu uma nova vacina, no entanto esta apresentava o0 virus na sua
forma atenuada e a sua administracdo era por via oral. Ambas proporcionaram um
decréscimo do nimero de casos de poliomielite em todo o mundo (Dutta, 2008; Ferreira
et al, 2002).

A Organizagdo Mundial de Salde, desencadeou uma campanha mundial, no
sentido de conseguir a erradicacdo completa da doenga em todo o mundo até ao ano de
2000. Antes desta iniciativa a poliomielite era responsavel pela paralisia de cerca de
1000 criancas por dia. Actualmente, como se pode ver na Tabela 2 existem apenas
quatro paises endémicos: Afeganistdo, india, Nigéria e Paquistdo. No Afeganistdo o
ultimo caso notificado foi no dia 4 de Setembro de 2010, tendo sido reportados neste
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pais 22 casos em 2009 e 18 em 2010. Para contrariar esta situagdo foi efectuada uma
primeira vacinagdo que decorreu entre 3 a 5 de Outubro de 2010 e na qual se utilizou a
vacina oral bivalente. A segunda vacinacdo decorreu durante 0 més de Novembro, desta
vez recorrendo & vacina oral trivalente. No caso da india, foram reportados 2 casos, um
em Jharkland e outro em Mabharashtra, tendo este ultimo sido notificado no dia 16 de
Setembro de 2010. Ao todo em 2010 foram reportados 39 casos e em 2009, 395 casos.
Na Nigéria, foi reportado apenas um caso recentemente, aumentado para 8 o nimero de
casos em 2010, enquanto no ano de 2009 foram registados 382 casos. Por ultimo, o
Paquistdo foi aquele que apresentou um aumento do nimero de casos notificados em
comparagao com 0s outros paises endémicos e com o ano de 2009. Dia 21 de Setembro
reportou-se um novo caso, aumentando para 69 o nimero de casos em 2010. A primeira
fase de vacinacdo decorreu entre 27 a 29 de Setembro e a segunda entre 11 e 13 de
Outubro (Global Polio Eradication Initiative, 2010).

Tabela 2: Numero de casos de pessoas infectadas por Poliovirus em diferentes paises;
(Adaptado de: The Global Polio Eradication Initiative, 2010).

Wild Poliovirus infected districts, 2009-2010

total | 01.Jan- 07 Sep *
. 20048 2010 total
PP total districts | < - 2008 2010 date of most
Country classification in country** infected infected dsincts asinct dEicts dlstricts dIstIcs EETE recent case
dlistricts disticts | jiecieqwitn | infectedwitn | inbcledwin | inkcteawiin | infactsdwin | infectsd win
Wi w3 Wiwa Wi w3 WiwW3

Endemic

fghanistan | IEE | 16 | 11 | 11 | 3 | | 5 | 3 | | 13-Aug-10

akistan | | 34 | 18 | 20 | E | 1 | 11 1 1 1 | 12-Aug-10
Inclia B27 56 16 21 32 1 ] 12 11-Aug-10

igeria 774 QS & 52 154 2 3 3 18-Jur- 10
Total 1865 304 51 104 197 4 25 32
Re-astablished transmission
Angola 164 10 12 T 12 28-Jul10
DR Congo 508 2 ] 2 3 11-Jul-10
Chad &1 20 Ll [} g 10-May-10
Sudan 143 24 24 27-Jun-09
Total &T6 65 24 3 8 15 9
(Outbreak countries
Russian Federation§ 83 7 7 4-Aug-10
Tajikistan 65 25 a5 4-Juk10
Mepal 75 2 2 S-Jun-10
Mali 50 2 3 2 3 1-May-10
Senegal 65 11 11 30-ApDE-10
Mauritania 53 12 4 4 28-Apr-10
Miger 42 10 1 1 a 1 1-Apr-10
Liberia 15 [ 1 & 1 3-Mar-10
Sierra Leane 13 5 1 1 1 28-Feb-10
Guinea 38 19 12 3-Nov-02
Burkina Faso 63 1 a 25-0Oct-02
Cameroon 173 2 1 15-Oct-09
Burundi 43 1 12-Sep-09
CAR 24 1 1 S-Aug-09
Cote divoire 83 19 20 B-AugH09
Kenya 140 3 3 S0-Jul-oa
Uganda 80 2 2 10-May-0=2
Banin 77 14 14 19-Apr09
Togo 35 5 5 258-Mar-0a
Total 1235 112 65 75 11 64 1
Global total 3976 281 130 210 216 4 104 | 4z |
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As infecgdes causadas pelos Picornavirus sdo muito comuns e dependem de
diversos factores tais como, idade, sexo, condi¢Ges sanitarias, condicOes
socioecondémicas e a estacdo do ano. A estacdo do ano ndo apresenta um efeito igual
para todos os Picornavirus. Com efeito durante a altura do Inverno/Primavera ha um
maior nimero de casos de constipagdes por Rhinovirus comparativamente ao Outono/
Verdo, mas quando nos referimos aos restantes Enterovirus passa-se exactamente o
contrario nos paises temperados. No entanto, nos paises tropicais, ndo podemos dizer o
mesmo uma vez que, existe ao longo de todo o ano um elevado nimero de infec¢des por
Enterovirus. No que diz respeito a idade e ao sexo, podemos tomar como exemplo a
poliomielite, na qual as mulheres tém uma maior possibilidade de ficar infectadas, por
estarem em contacto com as fezes das fraldas dos bebés doentes. Como em qualquer
tipo de infeccBes as medidas higiénicas tanto individuais como colectivas sdo as mais
importantes para o controlo de propagacdo da infeccdo. (Ferreira et al, 2002; Hunt,
2010).

As pessoas sdo infectadas por Rhinovirus 2 a 4 vezes por ano 0 que em termos
econdmicos se traduz num elevado prejuizo, uma vez que infecgdo com frequéncia esta
associada a absentismo laboral e escolar. O consumo de antibi6ticos também aumenta o
que pode contribuir para o desenvolvimento de resisténcia das bactérias que mais tarde
pode ter consequéncias negativas para as pessoas que poderdo desenvolver uma

infeccdo bacteriana (Ferreira et al, 2002; Wilson et al, 2001).

No caso da Hepatite A a transmissdo esta relacionada com o tipo de saneamento
e a higiene das populac@es. Esta infeccdo afecta criancas e torna-se endémica quando as
condicdes de higiene sdo inexistentes ou insuficientes. As criancas que habitam em
locais em que as condicBes sanitarias sdo mas conseguem obter imunidade nos
primeiros anos de vida, no entanto as criangas com menos de um ano de idade é muito
raro contrairem a doenca e ficarem imunes. Tal facto deve-se aos anticorpos maternos
adquiridos durante o periodo de gestacdo. A mortalidade é baixa (cerca de 1%,) no
entanto a doenga torna-se mais perigosa com a idade (Ferreira et al, 2002; Wilson et al,
2001).
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Quanto a prevencgdo deste tipo de infec¢bes, no caso do Poliovirus, para além
das medidas higiénicas, a vacinagdo é a melhor forma de adquirir imunidade e evitar a
infeccdo. No caso do Coxsackievirus e Echovirus, ndo existe nenhuma vacina. Assim o
controlo passa pela melhoria das condicbes de higiene e vida das pessoas.
Relativamente ao Rhinovirus, a prevencdo da infec¢do consiste em eliminar as fontes de
contéagio. Por ultimo, para prevenir uma infeccdo por Hepatovirus deve proceder-se a
melhoria das condi¢cdes sanitarias e da vacinacdo. Com estas medidas é possivel
prevenir o aparecimento da doenca e a sua transmissao para outros individuos (Ferreira
et al, 2002).
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I11-Diagnostico

3.1 Técnicas Laboratoriais de Diagnostico

O diagnostico laboratorial € um passo muito importante para a caracterizacao de
uma doenca, uma vez que em muitos casos 0s sinais e 0s sintomas clinicos séo
semelhantes. Os procedimentos para a pesquisa de qualquer um dos Enterovirus sdo o
isolamento do virus, provas serologicas e PCR (Reaccdo em cadeia da Polimerase). No
caso do Hepatovirus sdo realizadas provas serologicas e analises ao sangue para
verificar os valores de parametros hepaticos, como as transaminases e a bilirrubina. Para
que os virus se possam replicar necessitam de células vivas, uma vez que sao parasitas
intracelulares. Para se proceder ao isolamento de virus no laboratério sdo utilizados
diversos métodos, entre eles culturas de células in vitro. No entanto independentemente
do método utilizado é necessario ter em conta algumas especificidades de cada virus,

pois podemos obter falsos negativos (Tavakoli et al 2008; Wilson et al, 2001).

Existem diversas culturas celulares e no caso dos Enterovirus sdo utilizadas as
linhagens celulares do rim do macaco, Hela, Hep e Vero. Apos a inoculacdo na cultura
celular, a replicacdo viral comeca rapidamente, e através da microscopia éptica €
possivel visualizar, em alguns casos, o efeito citopatico. A infec¢do depende de diversos
factores: a quantidade de particulas virais, susceptibilidade da célula hospedeira e a
probabilidade do virus encontrar e interagir com o receptor. Desse modo, o analista
deve ser informado sobre a doenca ou o virus suspeito, para que se possa utilizar o
melhor método de deteccdo. Nenhum procedimento laboratorial ou neste caso, nenhuma
cultura celular vai ser eficiente se a amostra nao for colhida, transportada, armazenada e
processada da melhor forma possivel. Desse modo a escolha da amostra e o periodo de
recolha € muito importante. Depois da recolha, o transporte da amostra para 0
laboratdrio deve, se possivel, ser realizado no frio, para evitar a inactivacéo do virus por
accdo do calor. Apds o isolamento do virus, nalguns casos procede-se a realizacdo de
provas seroldgicas como é o caso do Poliovirus, Coxsackievirus, Echovirus e
Hepatovirus. Existem diversos procedimentos disponiveis, no entanto os que se utilizam
no caso dos Picornavirus sdo as provas de neutralizacdo, fixacdo do complemento e
Elisa (Levy, 2004).
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A prova de fixacdo do complemento baseia-se na pesquisa de anticorpos
presentes no soro do doente, quando em contacto com uma solugdo conhecida de
antigénios. Caso a amostra contenha anticorpos, estes vao ligar-se ao antigenio
formando um complexo anticorpo-antigenio. A seguir adiciona-se o complemento, que

s0 se fixa se existir o complexo (Scribd, 2007).

A prova de neutralizagdo baseia-se no bloqueio de enzimas ou toxinas atraves da
reaccdo anticorpo-antigénio, levando ao blogueio da actividade e infecciosidade dos
microorganismos em cultura. Os efeitos nocivos de um antigénio séo bloqueados por
anticorpos especificos. Os anticorpos ao ligarem-se ao antigenio neutralizam os efeitos
deste ultimo e, desta forma, as células ndo séo danificadas. Conhecendo os anticorpos
especificos contra determinado virus, € possivel usar esses anticorpos para identificar

doencas virais ou para determinar o titulo dos anticorpos e dos virus (Scribd, 2007).

A ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) € um método semelhante a
imunofluorescéncia. Este método utiliza uma enzima e um substracto, que muda de cor
sob accdo dessa enzima. A leitura é realizada visualmente ou com o auxilio dum
espectrofotometro. Hoje em dia, os sistemas ELISA sdo largamente usados nos
laboratérios de Microbiologia, permitindo a detec¢do semi-automatica e muito sensivel
de antigénios ou anticorpos em relacdo a um vasto numero de agentes infecciosos tais

como, os virus. Este apresenta uma boa sensibilidade (Scribd, 2007).

O PCR é uma técnica que permite a amplificacdo de sequéncias genéticas. E um
processo semi-automatizado, que nos permite uma amplificagdo facil, rapida e selectiva
para os fragmentos. Para desenvolver uma reaccdo de PCR necessitamos apenas
conhecer a sequéncia que se pretende amplificar. Existem varios métodos, neste caso
especifico realizam-se o Nested-PCR e Transcriptase Reversa PCR. O Nested-PCR
utiliza dois conjuntos de primers de amplificacdo. A grande vantagem do diagnostico
consiste no tempo necessario para efectuar o teste (cerca de 6 horas). Para além disso,
obtém-se uma melhor sensibilidade e especificidade nesta técnica quando comparada
com a PCR. No caso do RT PCR, o primeiro passo da reac¢do consiste na sintese de
uma cadeia de cDNA (DNA complementar) utilizando como molde uma cadeia de

RNA. Este reaccdo que é catalisada por uma transcriptase reversa. Os primers Sao
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inespecificos e nunca aos pares. Apoés este ciclo, obtém-se 0 cDNA que serd utilizado na
PCR (Videira, 2001).

De todos os métodos acima descritos os métodos classicos apresentam uma
aplicabilidade reduzida e um longo tempo de resposta. Por isso habitualmente opta-se
pelo PCR uma vez que este método é mais rapido, préatico, sensivel, especifico e
possibilita detectar um largo espectro de virus. Para além disto necessita apenas de uma
pequena quantidade de amostra quando comparado com as provas serologicas ou 0

isolamento (Semler et al, 2002).

3.2 Enterovirus

3.2.1 Poliovirus

Quando se suspeita de uma infeccdo causada por Poliovirus pode proceder-se de
diversas maneiras, através do isolamento de virus, provas seroldgicas ou o PCR, que

neste momento é o método mais utilizado (Murray et al, 2007; Semler et al, 2002).

O isolamento foi 0 método mais utilizado durante muito tempo, no entanto este
requer um técnico especializado e o procedimento, pode ser bastante moroso. Por outro
lado a utilizagdo de culturas celulares caiu em desuso uma vez que nédo existe uma linha
celular especifica. As provas serolégicas que sao efectuadas neste caso sdo as provas de

neutralizacdo e as de fixacdo do complemento (Semler et al, 2002).

Os produtos bioldgicos normalmente pedidos quando se suspeita de uma
infecgdo por Poliovirus sdo: fezes, exsudados da orofaringe, soro e por vezes LCR
(Semler et al, 2002; Murray et al, 2007; Wilson et al, 2001).

3.2.2 Coxsackievirus e Echovirus

Em infec¢des por Coxsackievirus e Echovirus os produtos bioldgicos utilizados
numa infeccdo aguda sé@o as fezes e exsudados da garganta. No caso de meningite é
utilizado o LCR. O metodo de deteccdo efectuado € habitualmente é o PCR, pelas
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razbes referidas em 3.1. E possivel também realizar as mesmas provas serolégicas
efectuadas no caso da poliomielite e em muitos casos a pesquisa de IgM e IgG facilita o
diagnostico (Ferreira et al, 2002; Wilson et al, 2001).

3.2.3 Rhinovirus

Quando se suspeita de uma infeccdo por Rhinovirus, o diagnostico sé é realizado
no caso de complicagdes secundarias. O método praticado é habitualmente o PCR uma
vez é bem mais rapido que as culturas celulares. Os testes seroldgicos e a deteccdo
rapida de antigénios também sdo uma opc¢do, que no entanto € muito dificultada pela
multiplicidade dos ser6tipos (Hunt, 2010; Semler et al, 2002; Wilson et al, 2001).

3.3 Hepatovirus

Como meio de diagndéstico, em infeccBes por Hepatovirus, podem realizar-se
dois métodos. O método indirecto é aquele que se faz por rotina, neste procede-se a
pesquisa de anticorpos anti-HAV da classe IgM. Estes podem ser pesquisados logo ap6s
0 aparecimento dos primeiros sintomas da doenca ou seja, passado mais ou menos 3 a 5
semanas apos a infeccdo. A deteccdo de anti-HAV IgM 6 meses apds o inicio dos
sintomas indica uma infeccdo aguda. Quando € detectado anti-HAV IgG significa que o
individuo ja esteve em contacto com o virus e que ganhou imunidade, uma vez que
estes anticorpos permanecem para toda a vida. No que diz respeito ao método directo é
realizado apenas em laboratérios muito especificos, este pode ser feito através do
isolamento viral. No entanto ndo é muito utilizado devido a taxa de isolamento ser
bastante baixa. No método directo pode também recorrer-se & imunomicroscopia
electrénica a partir das fezes do individuo (Ferreira et al, 2002; Murray et al,
2007;Roche, 2010; Wilson et al, 2001).

20



Terapéutica farmacoldgica antiviral especifica em infecgBes por Picornavirus

IV-Tratamento

Uma vez que ndo existe qualquer tipo de terapia antiviral aprovada, a Unica
forma de combater a infeccdo é a utilizacdo de vacinas no caso da Poliomielite e
Hepatite A e, quando necessario, o tratamento sintomatolégico, uma vez que a maior

parte das infecgdes tem resolucdo espontanea (De Palma et al, 2008).

4.1 Tratamento Sintomatico

O tratamento sintomatico é a terapéutica mais utilizada, uma vez que néo existe
ainda, no mercado nenhum farmaco especifico para o tratamento de infeccdes por
Picornavirus. A maioria das infec¢des cura-se espontaneamente, necessitando apenas de
uma terapéutica sintomatoldgica. Assim sendo, no caso de infec¢Ges por Rhinovirus é
necessario por vezes, recorrer a utilizacdo de anti-histaminicos. O uso de antibioticos
ndo € benéfico, excepcdo feita a casos de coinfeccdo com Streptococcus pneumonia,

Haemophilus influenza ou Moraxella catarralis (Semler et al, 2002).

4.2 Tratamento especifico

Para desenvolver um antiviral eficaz é necessario saber qual o melhor alvo para
impedir o inicio do processo de replicacdo. Assim sendo, foram estudadas varias
estratégias, nomeadamente o bloqueio da interac¢do virus-receptor, desencapsulacao,
replicacdo do RNA viral, sintese de proteinas virais ou a susceptibilidade da célula.
Contudo a procura de um antiviral eficaz ainda se encontra em fase de estudo, apesar de

ja existirem algumas moléculas promissoras. (Rotbart, 2002).

4.2.1 Vacinas

Devido ao caracter endémico das infec¢fes por Picornavirus, as vacinas surgem
como uma arma eficaz contra estes virus, nomeadamente o Poliovirus e o Hepatovirus.
Quando se pretende proceder a vacinacdo de uma populagdo cujo risco de infeccdo é
elevado faz-se um teste de pré-vacinacgdo para evitar os elevados custos e a vacinagao de
pessoas que ja adquiriram imunidade anteriormente (Hunt, 2010).
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A producdo de uma vacina contra o Hepatovirus foi simplificada pela existéncia
de apenas um serétipo deste virus. Assim sendo, em 1978, foi descrita a primeira vacina
inactivada por Provost e Hilleman, no entanto s6 em 1992 ¢é que se p6de concluir a sua
imunogenicidade e proteccdo. A partir desta altura a vacina comegou a ser
comercializada em todos os paises, incluindo Portugal. As duas vacinas existentes no
mercado sdo a HAVRIX® e Vaqta®, as quais sdo administradas por via intramuscular
no deltoide em 3 tomas (0, 2 e 6 meses). Ambas estdo disponiveis em doses diferentes,
uma para criangas que vai dos 2 até aos 16 anos e outra a partir dos 18 anos. N&o
apresenta efeitos secundarios graves, apenas uma ligeira dor no local da picada, mal-
estar e dor de cabeca. Relativamente a possibilidade de toma por parte das gravidas e
individuos imunocompremetidos, ndo esta contra indicada em nenhumas dessas
situacBes, uma vez que o virus se encontra na sua forma inactiva e ndo possui henhum
requisito ou condi¢do especial. A vacina estd contra indicada para individuos que sejam
alérgicos a algum dos constituintes da vacina. Se for observado uma reacgdo alérgica
apos a primeira toma, ndo se deve proceder a toma das seguintes doses (Hunt, 2010;
Ferreira et al, 2002).

A melhor maneira de combater a Polimielite é a administracdo da vacina, uma
vez que confere imunidade e proteccdo em caso de contacto com o virus “selvagem”. A
primeira vacina disponivel foi a Salk que consistia no virus inactivado com
formaldeido. Apds a introducdo desta no mercado o nimero de casos de Poliomielite
diminuiu. No entanto, devido a dificuldade na sua producdo e ao aparecimento da
vacina atenuada, a Salk caiu em desuso e foi substituida pela Sabin. As vacinas
atenuadas contém o virus vivo, no entanto passam por diversas etapas em condicdes
especiais, levando a perda da sua neuroviruléncia, e desse modo adquirem seguranca na
sua utilizacdo Tanto a Salk como a Sabin necessitam de doses de reforco e essas sdo
administradas segundo o plano de vacinacdo em vigor nos diferentes paises. Em
Portugal, segundo o Plano Nacional de Vacinacdo em vigor desde 2008, deve proceder-
se a administracdo da vacina contra o Poliovirus aos 2, 4 e 6 meses (Ferreira et al, 2002;
Hunt, 2010; Jesus, 2007; Portal da Saude, 2008).
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4.2.2 Inibidores da fixacdo, entrada e desencapsulacao

A primeira etapa do processo de replicacdo viral refere-se a interacgdo do virus
com o receptor da célula hospedeira (Figura 1.1). Alguns picornavirus tém a capacidade
de se ligar a receptores diferentes (Tabela 1), provocando uma inibi¢cdo da accdo dos

agentes antivirais (Chen et al, 2008).

4.2.2.1 Compostos Win

No passado, foram desenvolvidos diversos compostos pela empresa Sterling-
Winthrop, ficando estes conhecidos como compostos Win. Entre os quais se descobriu o
Pleconaril que demonstrou eficacia no tratamento de infeccGes por Picornavirus (De
Palma et al, 2008).

Foi gracas a um estudo relativo a sintese de uma hormona juvenil, que se
descobriu os compostos Win. A partir do intermediario B-dicetona (Figura 4.A) e apds
algumas modificacBes com vista a melhoria da sua actividade foi desenvolvida a
arildona ou WIN38020 (Figura 4.B). Este composto tanto in vitro como in vivo
demonstrou capacidade para inibir a replicacdo do Poliovirus, por bloqueio da
desencapsulacdo. No entanto in vivo provocava paralisia e morte do rato. Com o
objectivo de melhorar a actividade do WIN38020 foi desenvolvido um novo composto,
o disoxaril (Figura 4.E). Este demonstrou ser um potente inibidor contra Rhinovirus e
Enterovirus, apresentando valores de concentracdo minima inibitéria entre os 0,004 e
6,2ug/ml. Num estudo utilizando ratos infectados com o Poliovirus e o HRV-2
demonstrou-se que o disoxaril e alguns analogos apresentavam capacidade de inibir a
desencapsulacdo do virido. Apesar da actividade in vivo e in vitro demonstrada pelo
disoxaril contra algumas estirpes de HRV, verificou-se que nalguns casos este
apresentava uma baixa biodisponibilidade (cerca de 15%) e que provocou cristalUria na
fase | dos ensaios clinicos. Por estas razdes foram desenvolvidos esfor¢os no sentido de
procurar um novo composto com uma biodisponibilidade maior, mais potente e com um
largo espectro de accdo, tendo surgido o composto WIN 54954 (figura 4.F). Num
estudo utilizando ratos infectados com CVB, foi administrado por via oral o composto

WIN 54954, numa dose de 50 mg/kg/dia, tendo-se verificado uma diminui¢cdo da
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replicacdo viral e das lesfes inflamatdrias no pancreas. No caso de infecgdes causadas
pelo CVB9, este composto quando administrando em doses superiores a 100 mg/kg/dia
causava toxicidade neuroldgica. O composto WIN 54954 foi bem tolerado na fase | dos
ensaios clinicos e eficaz no tratamento de infeccdes em humanos por CVA21. No
entanto quando experimentado em infecgdes provocadas pelo Rhinovirus 23 e 29, essa
actividade é reduzida. Posteriormente o composto tornou-se desinteressante uma vez
que demonstrou ser rapidamente metabolizado e induzir hepatite reversivel (Diana et al,
1977, 1978 e 1985; Florea et al, 2003).

Na fase final do estudo, para desenvolver um composto WIN eficaz do ponto de
vista clinico, procedeu-se a substituicdo do anel oxazolinico, ja que se suspeitava que
este era responsavel pela rapida metabolizacdo e conversdao em diversos produtos que
ndo apresentavam qualquer tipo de ac¢do antiviral. Assim sendo, surgiu o anadlogo WIN
61893 (Figura 4.G), o qual demonstrou ser bastante potente, contudo nos estudos de
metabolizacdo ndo preencheu todos os requisitos. Sendo assim, substitui-se 0 grupo
metil por um grupo trifluormetil (Figura 4.H), o que se traduziu numa reducéo dréastica
da taxa de metabolizacdo, levando a descoberta do composto WIN 63843, mais
conhecido por Pleconaril. O Pleconaril mostrou uma melhoria do tempo de semi-vida
quando administrando por via oral em estudos realizados com cdes numa dose de
10mg/kg. Este composto demonstrou eficacia em infeccbes por Enterovirus e
Rhinovirus. Sendo assim, em 1996 os laboratérios ViroPharma disponibilizaram a droga
para uso exclusivo em pacientes com miocardites, meningoencefalites ou sépsis
neonatal. Relativamente aos dados recolhidos pelos estudos farmacocinéticos verificou-
se que com uma dose de 50 mg/kg de 8 em 8 horas em recém-nascidos que se
encontravam hospitalizados devido a uma hepatite grave causada por Enterovirus em 3
casos hospitalizados apenas 2 obtiveram melhoria do seu estado. No caso de pacientes
hospitalizados com meningoencefalite cronica, em cerca de 78% dos casos verificou-se
0 sucesso da terapéutica e os efeitos adversos foram minimos. Contudo em 2002, a
utilizagcdo do Pleconaril nos casos das constipagdes foi recusada pela US FDA (Food
and Drug Admnistration), alegando a ndo seguranga do mesmo, apesar de este ter
chegado a Fase Il dos ensaios clinicos. Foi verificado que este interferia com alguns
medicamentos, incluindo os contraceptivos orais. Contudo foram ainda observados

alguns efeitos adversos tais como problemas gastrointestinais, aumento do colesterol
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sérico e hemorragias menstruais em mulheres a tomar contraceptivos orais. Mais tarde
em 2007, o pleconaril finalizou a Fase Il, que tinha como objectivo verificar a eficicia
de um spray nasal com a substancia, em pacientes com gripe e exacerbacao da asma (De
Palma et al, 2008; Gwaltney, 2002; Pevear et al, 1999).
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Figura 4: Etapas do desenvolvimento do Pleconaril (Adaptado de: De Palma et al,
2008).
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4.2.2.2 R618737, Pirodavir e Eter oximas relacionados

O Pirodavir (Figura 5.B) e R618737 (Figura 5.A) séo derivados pirazinicos e
foram desenvolvidos pela Janssen Research Foundation. O Pirodavir demonstrou ser
500 vezes mais potente que o R618737 in vitro, apresentando uma percentagem de
inibicdo que ronda os 80% do Rhinovirus A e B, numa concentracdo inferior a 0,064
mg/ml. J& o R618737 apenas se revelou eficaz contra o Rhinovirus B. Em ambos 0s
casos, estes compostos, interagem directamente com as proteinas da capside (Andries et
al, 1992 e 1989; Moeremans et al, 1992).

Numa série de estudos realizados com o composto R61837, este demonstrou ser
eficaz no tratamento profilactico e supressdo de constipa¢fes em voluntarios humanos
infectados por Rhinovirus 9. Realizou-se um estudo que pretendia avaliar a eficacia da
utilizacdo deste composto por via intranasal, numa dose entre 25 a 36 mg, durante um
periodo de 4 a 6 dias, tendo-se verificado uma reducdo significativa de virus na secre¢cdo
nasal. No caso do Pirodavir também foi avaliada a sua eficicia quanto & possivel
utilizacdo por via nasal, chegando-se a conclusdo que ndo se obtinha qualquer beneficio
clinico e tendo-se verificado ainda algumas sensacGes desagradaveis durante o
tratamento. A baixa eficécia clinica deve-se a sua baixa solubilidade em &gua, que por
sua vez resulta na hidrolise rapida do éster no seu acido correspondente. Com o intuito
de ultrapassar este problema foram sintetizados diversos analogos do Pirodavir,
surgindo o composto BTA-188 (Figura 5.D) e o BTA- 39 (Figura 5.C). Ambos, em
laboratério inibiram cerca de 56 estirpes de HRV, com valores de ECsy que rondam 0,5
a 6,7 nM. Com o objectivo de verificar a actividade antiviral do composto BTA-188,
procedeu-se a substituicdo do benzaldeido da oxima por 2-etoxibenzoxazole. Surgiram
assim 20 analogos que foram avaliados quanto a sua potencial actividade antiviral.
Dentro destes, o composto 13 (Figura 5.E) demonstrou ser o0 mais potente, dez vezes
mais activo que o pleconaril e ainda estava previsto apresentar um melhor tempo de
semi-vida e uma biodisponibilidade oral maior, uma vez que possui uma maior
estabilidade hidrolitica. Em Agosto de 2010, o composto BTA-798, que foi
desenvolvido para o tratamento e prevengdo de infecces por Rhinovirus em pacientes

com asma e com risco de Doencga Pulmonar Obstrutiva Cronica, entrou na fase Il dos
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ensaios clinicos, prevendo-se que esta termine em Marco de 2011 (al Nakib et al, 1989;
Barnard et al, 2004; ClinicalTrialsFeeds, 2010;Hayden et al, 1995).
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Figura 5: R618737, Pirodavir e Eter oximas relacionados (Adaptado de: De Palma et
al, 2008).

4.2.2.3 Derivados do isoxazol

Devido a inactividade do Pleconaril contra estirpes de CVB3, foram sintetizados
novos andlogos derivados do isoxazol. Nos testes in vitro estes compostos
demonstraram uma excelente actividade contra HRV-2 mas ndo contra estirpes de
HRV-14. De todos os analogos, o composto Via (Figura 6.A) demonstrou ser 0 mais
potente, apresentando valores de ECso de 9 mg/pL no caso do HRV2 e ECs de 1,34
pg/mL para o CVB3. Em 2007 foi realizado um estudo com o objectivo de analisar a
relacdo entre a estrutura-actividade de alguns analogos. Para tal, foram escolhidos 17
analogos do Pleconaril, dos quais surgiram 18 novos compostos gque apresentavam
actividade antiviral. Foi entdo estudada a actividade in vitro de trés dos compostos 0s
composto 19, 20 e 21 (Figura 6.B) contra infec¢fes causadas pelo HVR-2, chegando-se
a conclusdo que o composto 19 se mostrou o mais potente (De Palma et al, 2008;
Kuz’min et al, 2007; Makarov et al, 2005).
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Figura 6: Derivados isoxazol (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.2.4 Piridil Imidazolidinonas

Uma vez que o Pleconaril ndo demonstrou capacidade para neutralizar o efeito
citopatico induzido pelo Enterovirus 71, foram utilizados os compostos Win, incluindo
o0 Pleconaril, como modelos para o desenvolvimento de uma nova série de compostos.
Para tal, realizaram-se estudos de relacdo estrutura-actividade, os quais demonstraram a
importancia de um substituto na posicdo para do fenol (Figura 7.A-1) e da piridina
(Figura 7.A-2) contendo a imidazolidinona. O composto BPR0Z-194 (Figura 7.A)
demonstrou uma potente actividade antiviral contra diversos Picornavirus tais como,
Enterovirus 71 e 68, Coxsackievirus A9 e A24 e Echovirus 9. No entanto os virus
conseguiam ganhar facilmente resisténcia a este composto pela simples alteracdo de um
amino&cido na posi¢do 192 da proteina viral VP1.Assim sendo procedeu-se & sintese do
composto DBPR 103 (Figura 7.B), no qual foi introduzido o 4-clorofenil (Figura 7.B-3)
que melhorou a actividade. Com o objectivo de melhorar o espectro de ac¢éo e a sua
poténcia foram sintetizados uma série de novos compostos através da introducao de
algumas modificacbes, com vista a melhoria da actividade, principalmente contra o0s
Enterovirus e reduzir a actividade inibitéria. De todos os andlogos o mais potente é o
composto 28b (Figura 7.E), uma vez que € selectivo para o EV71, Coxsackievirus A e,
Echovirus 9 e 28 e Rhinovirus 2 e 14 (De Palma et al, 2008; Shih et al, 2004).
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BPROZ-194

- Potente actividade antiviral contra
EV71.EV68. CVA4, CVA24 e

ECV9;
DBPR 103 - Maior poténcia;
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Enterovirus:;
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Composto 8b - Activo contra CVA. CVB e

Echovirus;
3 N Composto 14a - Melhoria significativa da actividade
antiviral contra EV71;

N Composto 28b ; ;
¢ - Andlogo mais potente;

PN (PN A I ) - Activo contra EV68, CVA, CVB. ECV9,
- ECV28. RNV2 e RNV4;

Figura 7: Derivados do Piridil imidazolidinonas (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.2.5 SCH 38057, SCH 47802 e SCH 48973

O composto SCH 38057 (Figura 8.A) é soluvel em agua, demonstrou actividade
antiviral contra varios Enterovirus e Rhinovirus, com valores de ECsy entre 10,2 —
29,1uM. Em estudos realizados com ratos infectados pelo CVB3 e Echovirus 9, os
quais foram submetidos a um tratamento por via oral, numa dose de 60 mg/kg e
sistémico, numa dose de 20 mg/kg, conclui-se que estes protegiam 0s animais. Estes
actuam por inibigcdo da desencapsulagdo. Surgiram entdo outros compostos, entre eles o
SCH 47802 (Figura 8.B) que demonstrou uma actividade antiviral potente contra
Poliovirus, Echovirus e Coxsackievirus. Este composto foi testado em ratos com
encefalite causada pelo Poliovirus, o qual foi administrado por via oral numa dose de 60
mg/kg/dia impedindo a morte do animal. Utilizando um outro analogo o SCH 48973
(Figura 8.C) verificaram-se resultados semelhantes. Todavia esta droga apresentou
eficacia numa dose inferior. Relativamente aos outros cinco analogos, o Unico que
demonstrou alguma actividade foi o composto SCH 48974 utilizando uma dose de 90
mg/kg/dia. Foram realizados estudos com o objectivo de descobrir a fase em que estes
compostos actuam, chegando-se a concluséo que estes intervinham na fase de interac¢éo
do receptor celular com a céapside (Buontempo et al , 1997; Cox et al, 1996; Rozhon et
al, 1993).

29



Terapéutica farmacoldgica antiviral especifica em infecgBes por Picornavirus

- Sohvel em agua;
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Figura 8: Compostos desenvolvidos pela Schering- Plough (Adaptado de: De Palma et
al, 2008).

4.2.2.6 SDZ 35-682 e SDZ 880-061

A partir do composto R61837 (Figura 5.A) e apds algumas modificacdes
quimicas surgiu o composto SDZ 35-682. Este, apresenta um espectro de actividade
relativamente limitado contra alguns Rhinovirus e Echovirus 9. Em estudos
relacionados com o modo de actuacdo verificou-se que o SDZ 35-682 (Figura 9.A)
impedia a desencapsulacdo do Echovirus 9 e a ligacdo a célula do hospedeiro. Num
estudo realizado in vivo, com um animal infectado com o Echovirus 9 e utilizando o
composto SDZ 35-682, foi demonstrada a sua eficacia quanto ao impedimento de
doenca paralitica e possivel morte, com doses nos dois primeiros dias de 126 mg/kg e
nos restantes dias de 36 mg/kg (De Palma et al, 2008; Rosenwirth et al, 1995).

Quanto ao SDZ 880-061 (Figura 9.B) demonstrou ser eficaz, em concentragdes
inferiores a 3 pg/ml, uma vez que inibiu cerca de 85% das infec¢bes causadas por
diversos serotipos do virus Rhinovirus. Nos estudos relativos ao mecanismo de ac¢édo
foi possivel constatar que este também actua ao nivel da ligacdo com a célula do
hospedeiro (De Palma et al, 2008).
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Figura 9: Compostos desenvolvidos pela Sandoz Forschungsinstitut (Adaptado de: De
Palma et al, 2008).

4.2.2.7 Chalconas

O composto Ro 09-0410 (Figura 10.A), demonstrou eficacia contra infeccdes
causadas por Rhinovirus, todavia quando testado com outros Picornavirus néo
apresentou qualquer tipo de actividade. Estudos realizados com o composto e seus
analogos (Figura 10.B), contribuiram para a identificagdo de andlogos de amidas como é
0 caso dos compostos Ro 09-0696 e Ro 09-0881, que demonstraram ser 10 vezes mais
eficazes contra infec¢bes por Rhinovirus. A explicacdo para tal facto, deve-se a forma
de ligacdo especifica a capside do Rhinovirus. No entanto quando realizados testes em
humanos a terapéutica com Ro 09-0410 falhou tanto por administracdo oral como
intranasal (al Nakib et al, 1987; Phillpotts et al, 1984).

A BO i OMe o OMe - Eficaz contra Rhinovirus;

Py Ro 09-0410
OH ©O

Me. o 0. =, -OMe . _~OMe
Ro 09-0696

I - 10 vezes mais
B OoH ©O EﬁCﬁZ;

ZI

EO. =~ OMe -~
I T w [T ™ Roosossn

Figura 10: Chalconas (Adaptado de: De Palma et al, 2008).
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4.2.2.8 BW 683C e anadlogos

O composto BW 683C (Figura 11) mostrou eficacia contra infeccdes provocadas
por Rhinovirus, com valores de ECso entre 0os 7 e os 170 nM. Estudos realizados em
voluntarios humanos, os quais utilizaram o composto por via oral, numa dose de
1mg/kg 3 vezes ao dia ou por via intranasal, com doses de 40 mg 5 vezes ao dia,
verificou-se que este ndo conseguiu proteger os voluntarios, contudo a droga
demonstrou uma boa disponibilidade oral. Deste modo, procedeu-se a substituicdo do
halogéneo Cloro (Figura 11.B-2) por Cianeto (Figura 11.A-1) resultando no anélogo
4’,6- Dicianoflavan (Figura 11.B). Este demonstrou uma maior eficcia contra
Rhinovirus 1B quando comparado com o composto de referéncia (Figura 11.A),
apresentando um valor de ICso de 23nM. Tanto um como outro interferem com alguns
passos de replicagdo do Rhinovirus. Um outro andlogo do BW 684C é o composto
3(2H)-isoflaven, o qual apresenta um espectro de accdo mais amplo. Inicialmente
pensava-se que este composto actuava entre a fase de desencapsulacdo e a sintese de
RNA viral. Mais tarde, através de estudos realizados com virus resistentes que
continham mutagdes ao nivel da proteina viral VP1, péde concluir-se que este composto
impedia a desencapsulagéo (Conti et al, 1992; De Palma et al, 2008; Salvati, 2004;
Tsidale et al, 1983).

1 - Eficaz contra Rhinovirus:

| - Boa disponibilidade oral;
e uili BW 684C

" .0 I - Mais eficaz que o BW 684C;

4'.6 -Dicyanoflavan

C I G 3(2H)-isoflaven - Espectro de acgio mais amplo:
- Interfere na desencapsulagio;

Figura 11: BW 683C e analogos (Adaptado de: De Palma, A.M. et al, 2008).
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4.2.2.9 Rodanina

A Rodanina (Figura 12) demonstrou eficacia apenas contra o Echovirus 12,
quando utilizada numa concentracdo de 12,5 pug/ml. Este composto actua por inibicéo
da desencapsulacédo.(De Palma et al, 2008).

O

| - Eficaz contra Echovirus 12;

HN™ ™ Rodanina | - Actua por inibicio da desencapsulacio;
J—s

S

Figura 12: Rodanina (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.2.10 44 081 RP

Num estudo realizado, com 69 amostras, 0 composto 44 081 RP (Figura 13)
demonstrou capacidade de inibir cerca de 39% dos ser6tipos de Rhinovirus testados
numa concentracdo de 7 pg/ml. Este actua por inibicdo da etapa da desencapsulacéo.
Apesar da actividade in vitro demonstrada, o composto 44 081 RP ndo apresentou
eficacia clinica quando administrado por via intranasal (Alarcon et al, 1986; De Palma
et al, 2008).

AN S - Eficaz contra alguns serotipos de
S.. Rhinovirus;
~~_-N =N | N - Inmibicio da etapa do
N CH,COOH desencapsulacio;

44 081 R.P. - Nio apresentou eficicia clinica

guando administrado por via
intranasal ;

Figura 13: 44 081 R.P. (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.2.11 Dibenzofurano e derivados do Dibenzosuberol

Em estudos realizados com Dibenzofurano e derivados do Denzosubrol (Figura

14) verificou-se que estes eram eficazes contra 0 HRV-14 e HRV-16, com valores de
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ECso entre 10 uM a 30 pM. No entanto, apds o passo de adsorcdo, estes perdiam a

actividade (De Palma, A.M. et al, 2008; Murray et al, 1999).

~._-OH
M L _L_o Dibenzofuran
R« e - Eficaz contra HRV-14 e HRV-16;
OH - Perda da atividade apds a etapa de
adsorcio;
TN
™ T = Dibenzosuberol
O

Figura 14: Dibenzofurano e Dibenzosuberol (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.2.12 MDL 20,610 e analogos

Os compostos MDL 20 610, MDL 20 646, MDL 20 957 (Figura 15),

demonstraram actividade contra 32 ser6tipos de Rhinovirus, com ECsy de 0,03 pg/ml,

0,006 pg/ml e 0,006 pg/ml respectivamente. Estes actuam por interferéncia directa com

a ligacdo do virus a capside, o que leva ao impedimento da desencapsulacédo (Kenny et

al, 1986 e 1988; Markley et al, 1986).

MeSO, - ,;\ o

N o
/\E MDL 20,610

TN

e
I jT\T MDL 20,646
RGS N

S Cl
E MDL 20,957

Figura 15: MDL 20,610 e analogos (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.2.13 Fenoxibenzeno, Fenoxipiridinas e andlogos

Foram sintetizados varios analogos dos compostos de fenoxibenzeno

e

fenoxipiridinas, os quais demonstraram actividade contra picornavirus. De todos os
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compostos, 0 MDL-860 (Figura 16.A) quando utilizado numa concentragéo de 1pg/mi
inibiu 80% das estirpes de Rhinovirus e Enterovirus testados. Também in vivo, este
composto demonstrou eficacia, uma vez que protegeu o rato infectado com o
Coxsackievirus B3 e A21. Outro composto que revelou também alguma potencialidade
foi o Composto 71 (Figura 16.B) que demonstrou ser eficaz apenas contra o Rhinovirus.
Quanto ao modo de ac¢do o Composto 71 impede a desencapsulacéo viral, enquanto o
composto MDL-860 actua nas etapas iniciais da replicacdo, antes da desencapsulacéo
viral. O composto 71 foi utilizado como modelo para a sintese de novos compostos, por
substituicdo da ponte de ligacdo de oxigenio (Figura 16.B-1). Dessa nova sintese
surgiram entdo o composto 13 (Figura 16.C) e 21 (Figura 16.D) que apresentavam uma
actividade in vitro similar. No entanto o composto 21 destaca-se na sua eficacia in vivo,
uma vez que protegeu o rato contra o Coxsackievirus A21 (De Palma et al, 2008;
Powers, 1982).

Com o objectivo de impedir a toxicidade associada aos compostos nitro
aromaticos, foi sintetizada uma nova série de compostos fenoxipiridinacarbonitrilos. Foi
entdo seleccionado um composto com base nas suas propriedades in vivo e in vitro, para
uma avaliagdo futura. O composto escolhido foi DPEC (Figura 16.E), com base em
estudos preliminares sobre o seu mecanismo de accdo indicaram que este tinha a
capacidade de impedir a desencapsulacdo viral. Nos ensaios demonstrou a capacidade
de inibir CVA21 em ratos numa dose de 37,5 mg/kg/dia. Com o objectivo de aumentar
a actividade contra Enterovirus foi sintetizada uma nova série de compostos através da
substituicdo do grupo 3,4- dicloro (Figura 16.D-2) por um grupo p-benzoil (Figura
16.E-3). Esta alteracdo resultou numa diminuicdo da actividade anti-HRV e melhoria da
actividade in vitro e in vivo contra os restantes Enterovirus (De Palma et al, 2008;
Gonzalez, 1990).
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MDL-860 - Activo contra Rhinovirus e Enterovirus;
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Figura 16: Fenoxibenzeno, Fenoxipiridinas e analogos (Adaptado de: De Palma et al,
2008).

4.2.2.14 Imunoglobolina Sérica Intravenosa

A imunoglobulina liga-se ao virus impedindo a sua ligacdo e fixacdo a célula
hospedeira. Verificou-se uma discrepancia nos resultados obtidos nos diversos estudos,
tal facto se deve a impossibilidade de padronizacdo do farmaco. A sua utilizacdo ocorre
nos casos de meningoencefalites por Enterovirus em criangas e no controlo da pds-
infeccdo da Hepatite A (Rotbart, 2002).

4.2.2.15 ICAM-1 Soluvel

A maior parte do serétipos do Rhinovirus utiliza como receptor o ICAM-1. Desse
modo foi desenvolvida uma forma solivel do ICAM-1 para o tratamento das
constipagdes. Este liga-se aos virides do HRV, prevenindo a sua ligagcdo aos receptores

naturais. Nos ensaios ndo se verificaram efeitos adversos e os doentes apresentavam
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uma diminuicdo dos sintomas e da severidade da doenga, no entanto os efeitos
terapéuticos observados ndo foram significativos (Gwaltney, 2002; Semler et al, 2002).

4.2.3 Inibidores da Replicacao

4.2.3.1 Cloridrato de Guanidina

Dentro da série de compostos que actuam por inibicdo do processo de replicacéo
0 Cloridrato de Guanidina (Figura 17) foi o mais estudado. Isso deve-se a sua
capacidade de inibicdo do processo de replicacdo de variadissimos Picornavirus tais
como: Poliovirus, FMDV, Echovirus Coxsackievirus, no entanto é completamente
ineficaz contra o virus da Hepatite A. Estudos feitos a moléculas de guanidina
concluiram que estas tinham capacidade de inibir a sintese de RNA viral, sem interferir
com o processo de elongacdo e libertagdo de moléculas completas de RNA positivo.
Mais tarde foram realizados testes com o objectivo de explicar o sucedido e foi entdo
que se descobriu que este composto interferia com a zona 2C que é necessaria para o
processo de iniciacdo da cadeia negativa de RNA, impedindo a replicacdo de diversos
Picornavirus a concentracfes entre 0,1 mM e 2,0 mM. (Klein et al, 2000; Eggers, 1976;
Pincus et al, 1986 , Shimizu et al, 2000; Siegl et al, 1982).

H.N - Composto mais estudado;
K}ZNH.HCI - Eficaz contra Poliovirus, FMDYV,
! , ..
H,N Echovirus Coxsackievirus;
: - Ineficaz contra Hepatovirus;
Cloridrato de Guanidina - Inibe a sintese de RNA viral;

Figura 17: Cloridrato de Guanidina (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.3.2HBB

O composto HBB (Figura 18) actua por inibi¢do da replicacdo de RNA, é activo
contra Poliovirus, Coxsackievirus A e B e Echovirus. Este actua na fase de replicacéo do
RNA. Quando associado com o Cloridrato de Guanidina verificou-se uma melhoria do
estado do rato com uma infecgcdo de Echovirus 9 e Coxsackievirus A9 (Eggers, 1976;
Hadaschik et al, 1999; De Palma et al, 2008).
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- Activo contra Poliovirus, Coxsackievirus A
e B e Echovirus;
- Actua na fase de replicacio do RNA;

Figura 18: Composto HBB (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.3.3 MRL-1237

A semelhanca dos compostos acima referidos (HBB e cloridrato de guanidina) o
MRL-1237 (Figura 19) também tem como alvo principal a proteina 2C dos
Picornavirus. A sua actividade in vitro demonstrou eficacia contra o Poliovirus e
Coxsackievirus B. Num estudo com diferentes espécies de Enterovirus, o composto

demonstrou eficacia para todas as espécies, numa concentracdo de 10 a 200 uM sem

exibir citoxicidade (De Palma et al, 2008; Shimizu et al, 2000).

MRL-1237

J=NH _HC

- Alvo principal a proteina 2C dos
Picornavirus;

- Eficaz contra o Poliovirus e
Coxsackievirus B;

Figura 19: MRL-1237 (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.3.4 TBZE-029

O TBZE-029 (Figura 20) inicialmente demonstrou actividade para o virus da
imunodeficiéncia, no entanto mais tarde revelou a sua actividade contra alguns
Enterovirus, tais como, Coxsackievirus A9 e B3, Enterovirus 68 e Echovirus 9 e 11. O

seu modo de actuacdo, passa pela inibicdo da replicacéo viral, tendo como alvo a parte

ndo estrutural da proteina 2C. (De Palma et al, 2007 e 2008).
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f_—”}l % imunodeficiéncia;
. /8 - Eficaz contra Coxsackievirus A9 e B3, Enterovirus
T N/ I 68 e Echovirus 9 e 11;
cF —= N - Imibicio da replicacio viral, tendo como alvo a parte
nio estrutural da proteina 2C;
IBLE-029

Figura 20: TBZE-029 (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.3.5 Enviroxima

A Enviroxima (Figura 21.A) é um derivado benzomidazol, que in vitro
demonstrou actividade contra Rhinovirus (ECs,=0,02 pg/ml) e Enterovirus, no entanto a
sua eficacia in vivo é variavel. Num estudo efectuado com algumas amostras de
Enterovirus 70 e Coxsackievirus A24, verificou-se inibicdo do efeito citopatico,
utilizando doses de Enviroxima entre 0,01 a 0,65 pg/ml. Este composto tem como alvo
a regido codificante da proteina 3A, que se traduz na inibigdo da replicagdo de RNA
(DeLong et al, 1980; Heinz et al, 1995; Levandowski et al, 1982; Miller et al, 1985;
Phillpotts et al, 1983; Wyde et al, 1988).

Durante a fase experimental da Enviroxima verificou-se fraca
biodisponibilidade, toxicidade e alguns efeitos secundérios tais como, vomitos e dor
abdominal quando administrado por via oral e irritacdo quando administrado por via
nasal. O problema da irritacdo, pensa-se que esta relacionada com a insolubilidade da
Enviroxima na dgua. Com vista a solucionar este problema, veiculou-se este composto
num lipossoma, levando & sintese de novas séries, entre elas andlogos C2 e
Vinilacetileno. No caso dos analogos C2 foi realizada a substitui¢cdo do grupo 2-amino,
levando a uma melhoria da actividade. No que diz respeito, a serie de Viniacetileno,
todos os composto derivam do composto Enviradeno (Figura 21.B), que possui uma
melhor biodisponibilidade oral e ndo provocou vomitos nos animais testados. Entre
todos 0s compostos desta série, um que se destacou foi 0 Composto 12 (Figura 21.C),
gue nos testes efectuados provou eficacia oral contra Coxsackievirus A21 em ratos
(DeLong et al, 1980; Heinz et al, 1995; Levandowski et al, 1982; Miller et al, 1985;
Phillpotts et al, 1983; Wyde et al, 1988).
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Surgiram também alguns derivados ndo benzimidazo6licos da Enviroxima, 0s
quais mantinham as propriedades anti-Rhinovirus, no entanto ndo demonstraram

qualquer melhoria na poténcia em relacéo aos outros analogos (De Palma et al, 2008).

N - Actividade in vitro contra
M, L. Enterovirus incluindo ¢ Rhinovirus;
N Enviroxima L. .. .
. -Actividade in vivo variavel;
HO -Apresenta alguns efeitos
' - secundarios;

B hiH, - Boa biodisponibilidade;
T Enviradeno -Nio provocou vomitos nos

™ ] animais;
Mo LR

o Composto 12 - Eficacia por via oral contra CVA2];

Figura 21: Enviroxima e analogos (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.3.6 2-FMC

Durante a preparacdo de um placebo realizado na Johnson & Johnson, verificou-
se que o timerosal apresentava propriedades antivirais. Apés esta descoberta procedeu-
se a analise de outros compostos que tinham na sua composicdo mercurio. De todos
estes compostos, o que despertou maior interesse foi 0 2-FMC (Figura 22) devido a sua
actividade contra Rhinovirus. No estudo verificou-se que este composto era activo para
0 HRV-2 apresentando valores de 1Csq inferiores a 20 nM. Este inibe a sintese da cadeia
de RNA positiva (Verheyden et al, 2004).

O HgCl - Activo contra Rhinovirus;
[ | 2-FMC - Inmibe a sintese da cadeia de
RNA +;

Figura 22: 2-FMC (Adaptado de: De Palma et al, 2008).
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4.2.3.7 Derivados do isotiazol

Num grupo de quatro derivados o DID (Figura 23) foi o composto que
demonstrou in vitro uma maior actividade contra o Poliovirus do tipo 1. Ele actua por
inibicdo do processo de elongacdo do RNA viral, através da interferéncia com o
complexo RNA polimerase e/ou inibicdo da actividade da replicase (De Palma et al,
2008).

/i e - Activo contra o Poliovirus do tipo 1;
-y - (T - Inibe o processo de elongacio do RINA viral;

DID

Figura 23: Derivados do Isotiozol (Adaptado de:De Palma et al, 2008).

4.2.3.8 Flavondides

Os Flavonoides sdo compostos extraidos de frutas e vegetais, e sdo desde ha
muito tempo utilizados no tratamento de diversas doencas humanas ja que apresentam

propriedades antimicrobianas e antivirais (Cushnie et al, 2005).

Um dos primeiros compostos que demonstrou actividade antiviral foi o Ro 09-
0179 (Figura 24.A), o qual é isolado de uma erva chinesa. Este é activo contra
Rhinovirus, Coxsackievirus e Poliovirus. Ele interfere na replicagdo viral, mais
propriamente entre a desencapsulacdo e o inicio da replicacdo viral. Num ensaio
utilizando um rato infectado com Coxsackievirus B1 foi administrado um derivado oral
activo do composto Ro 09-0179, o composto Ro 09-0298 (Figura 24.B), duas vezes por
dia em doses crescentes (10, 20 e 40 mg/kg) verificando-se um aumento de percentagem
de sobrevivéncia (30, 40 e 50%). Outra série de compostos de origem natural as 3-
metoxiflavonas, sdo isolados de extractos de uma planta. De todos estes, o composto 3-
MQ provou in vitro ser um potente inibidor de actividade de alguns Picornavirus, entre
o0s quais, Poliovirus, Coxsackievirus e Rhinovirus, com concentragdes inferiores a 10
mg/uL. Relativamente ao mecanismo de ac¢do do 3MQ e do Ro 09-029, ambos
interferem com a sintese do RNA viral (Castrillo et al, 1987; De Palma et al, 2008;
Ishitsuka et al, 1982;).

41



Terapéutica farmacoldgica antiviral especifica em infecgBes por Picornavirus

Em estudos de relacdo entre a estrutura e a actividade ficou provado que o grupo

na posicdo 5 (Figura 24.A-1), o anel A polisubstituido (Figura 24.A), o 4-hidroxil

(Figura 24.A-3) e 0 3- metoxil (Figura 24.A-2) sdo indispensaveis para uma potente

actividade antiviral (De Palma et al, 2008).

oMe 3
Bl
MeO._ o Ro 09-0179
A A
@
1@do
OMe
’ o < )
MeO._ 0. Me Ro 09-0298
B Y OMe
0. .0 O
OH
Ma OH
c HO o - 3MQ
. OMe
OH O
_NoO,
© Composto 4h
D o @

- Isolado de uma erva Chinesa;

- Activo contra Rhinovirus, Coxsackievirus e Poliovirus;
- interfere na replicacio viral, mais propriamente entre o
desencapsulcio e a iniciacio da replicacio viral

- Derivado oral active do composto Ro 09-0179;
- Interfere com a sintese do RNA viral;

- Potente inibidor de actividade de alguns Picornavirus,
entre os quais, Poliovirus, Coxsackievirus e Rhinovirus;
- Interfere com a sintese do RINA viral;

- Metoxil na posicao 3 aumentou a poténcia;
- EC50 de 0,94 pM no cado de HRV-1B;
-EC350 de 0,73 pM no caso do HRV-14;

Figura 24: Flavondides (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

No geral as flavononas sdo menos activas que as flavonas e a substituicdo na

posicdo 3 € importante para a actividade. Sendo assim nos analogos 3-substituidos, a

presenca de um grupo hidroxil (Figura 24.D-4) aumenta a actividade contra Poliovirus,

enquanto a presenca de um grupo metoxil (Figura 24.A-2) beneficia a actividade contra

0 Rhinovirus 1B (Desideri et al, 2000 e 2003).

Apareceu uma nova série de vinilanalogos das flavonas, os quais apresentam

actividade contra Rhinovirus, com valores de ECsy 1,33uM no caso do HRV14. Como

seria de esperar a introducdo de um grupo hidroxil ou metoxil na posicdo 3 (Figura

24.D-4) aumentou a poténcia dos analogos, sendo que o composto mais potente desta

série € o composto 4h (Figura 24.D) que apresenta valores de ECso de 0,94 UM no caso
de HRV-1B e de 0,73 uM no caso do HRV-14 (Desideri et al, 2000 e 2003).
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4.2.3.9 Gliotoxina

A Gliotoxina (Figura 25) ¢ um metabolito fangico que apresenta actividade
antiviral. Este, é capaz de inibir a RNA polimerase do Poliovirus, através da ligacdo da
ponte dissulfidica (Figura 25) ao grupo sulfidril da enzima. Ao contrario dos outros
inibidores da sintese de RNA dos Poliovirus, como é o caso das flavonas, este inibe ndo
sO a formacdo da cadeia positiva como da negativa. Em estudos in vitro e in vivo que
utilizaram como modelo um macaco, verificou-se que passado alguns dias ap0s o inicio
do tratamento o animal apresentou paralisia, 0 que permitiu concluir que apesar da sua
eficacia este composto é altamente tdxico (Aljofan et al, 2009; Rodriguez et al, 1992;
Trown et al, 1972).

. 0 - Metabolito fangico com actividade antiviral;
' | . - Inibe a RN A polimerase do Poliovirus;
oH @ ot - Apesar da sna eficicia este composto é altamente toxico;
0 N Me
CH,OH

Figura 25: Gliotoxina (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.3.10 Anélogos nucleosideos

Num estudo in vitro no qual se pretendia estudar a eficacia de um determinado
composto contra 0 FMDV, sintetizou-se diversos analogos, os quais demonstraram ser
eficazes contra Poliovirus e Coxsackievirus B3, como € o caso do 5-nitrocitidina e 5-
aminocitidina. Estes actuam por inibicdo da RNA polimerase, e comparando com outros
inibidores do Poliovirus o 5-nitrocitidina demonstrou ser mais eficaz (De Palma et al,
2008; Harki et al, 2006).

4.2.3.11 Pirrolidina Ditiocarbamato

O PDTC (Figura 26) é um antioxidante com propriedades antivirais contra
Poliovirus, Coxsackievirus B3, Cardiovirus e alguns Rhinovirus. Relativamente ao seu

mecanismo de accdo, este interfere com o RNA viral, a sintese proteica e com o
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processo de sintese das poliproteinas. A actividade viral deve-se a fraccdo
ditiocarbamato (Figura 26), a qual depende da entrada de ides de zinco para o interior da
célula (Gaudernak et al, 2002; Krenn et al, 2005; Lanke et al, 2007).

— = - Antioxidante com propriedades antivirais;
l PDTC - Activo contra Poliovirus, Coxsackievirus B3, Cardiovirus e alzuns Rhinovirus;
- Interfere com o0 RNA viral, a sintese proteica e com o processo de sintese das

poliproteinas;

Figura 26: Pirrolidina Ditiocarbamato (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.4 Inibidores de Protease

4.2.4.1 Proteasel. do FMDV

O inibidor E-64 (Figura 27) é um produto natural isolado da Aspergillus Japonicus.
Com o objectivo de perceber 0 modo de accdo deste composto foi realizado um ensaio
in vitro, durante o processo de traducdo. Verificou-se que o composto E-64 bloqueou a
actividade autocatalitica da proteaseL do FMDV, o que teve como consequéncia a
inibicdo da libertacdo do precursor da proteina estrutural. Relativamente aos resultados
obtidos num ensaio com células infectadas, pode-se concluir que tanto o E-64 como E-
64d (Figura 27) (analogo do E-64) séo eficazes na reducdo do rendimento do virus.
Ambos ndo mostraram toxicidade e s&o bem tolerados com doses inferiores a 400mg/kg

nas diferentes vias de administracao (De Palma et al, 2008).

Composto E-64 Composto E-64d
Me Me

Me

o] O (0] o] Me
H\ 0 o~ LL o
HO N Me 0 "N =
H H
O NH O NH

H.,N Me

Z%N

HN H

Figura 27: ProteaseL. do FMDV (Adaptado de: De Palma et al, 2008).
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4.2.4.2 Inibidores da protease 2A

4.2.4.2.1 Agentes tiol-alquilantes

Com o objectivo de caracterizar a Protease 2A, Konig e Rosenwirth, estudaram
alguns inibidores desta enzima. De todos, 0s que apresentaram uma maior poténcia
foram a lodoacetamida e N- etilmaleimida (Figura 28). Numa concentracdo de 10mM a
capacidade inibitoria da lodoacetamida foi de 79% e N- etilmaleimida de 84% (Chen et
al, 2008; De Palma et al, 2008).

Iodoacetamida N- etilmaleimida

Figura 28: Agentes tiol-alquilantes (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.4.2.2 Inibidores classicos especificos da elastase

Os compostos elastatinal (Figura 29) e MCPK demonstraram ser activos contra a
protease 2A do HRV-14, apresentando como valores de 1Cso 7uM (Elastinal) e 65uM
(MCPK). Foi ainda possivel verificar que o MCPK provocou uma reducdo no
rendimento do Poliovirus tipo 1, Coxsackievirus A21 e Rhinovirus 2, em células HelLa
infectadas (De Palma et al, 2008; Molla et al, 1993).

Flastatinal

Figura 29: Elastatinal (Adaptado de: SIGMA-ALDRICH®, 2011).
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4.2.4.2.3 Homoftalimidas

Inicialmente a actividade das homoftalimidas estava associada a protease 3C, no
entanto mais tarde, verificou-se que estas também eram eficazes contra a protease 2A do
Rhinovirus 14, apresentando valores de ICsy baixos. No caso do Rhinovirus 2 apresenta
um valor de 1Csp na ordem dos 3,9uM. Podemos concluir que esta série de compostos
revela capacidade de inibir tanto protease 2A e a protease 3C (De Palma et al, 2008;
Wang, 1998).

4.2.4.2.4 Compostos baseados em fluormetil cetonas

Existe no mercado uma série de derivados da fliormetil cetona (FMK), os quais
sdo inibidores das caspases, ligam-se a um grupo Sulfidril (-SH) de um residuo de
cisteina proximo, causando inibicdo irreversivel. Assim sendo, um grupo de cientistas
quis verificar a capacidade destes compostos, nomeadamente o zVAD.fmk e
ZIETD.fmk contra a protease 2A do Rhinovirus. Quando estas se encontram na sua
forma metilada, bloqueiam a quebra da elF4GI, impedindo assim a actividade da
protease 2A dos picornavirus. Relativamente as concentracdes inibitorias no caso do
zVAD.fmk obteve-se um ICso de 5.6uM, enquanto no caso do zIETD.fmk o valor da
ICso foi de 7,7uM (Chen, et al, 2008).

4.2.4 3 Inibidores da 3C protease

Uma série dos compostos sob o desenvolvimento por Agouron Pharmaceuticals

N

proteina (Patick et al, 1998).

4.2.4.3.1 Extractos Microbianos

Diversos extractos resultantes da fermentagdo microbiana foram reportados
como inibidores da protease 3C do Rhinovirus. Estes compostos (Figura 30)

apresentaram valores moderados de 1Cs (De Palma et al, 2008).
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Figura 30: Extractos Microbianos (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.4.3.2 Inibidores péptidicos

Os primeiros compostos inibidores da protease foram desenvolvidos através da
quebra de um péptido especifico da enzima, realizando-se de seguida diversas
modificacdes, tendo como base a estrutura 3D da protease 3C, as quais provocaram
um aumento da actividade enzimatica e antiviral. Sdo constituidos no geral por varios
isoésteres de glutamina no sitio P1 e contém um grupo quimico capaz de reagir com o
residuo de cisteina da enzima. Recentemente foi desenvolvida uma nova série de
compostos: as isatinas, que contém um grupo o-cetoamida, que exibe actividade
contra a enzima, no entanto ndo demonstraram qualquer tipo de actividade antiviral
em ensaios realizados com células. Outra classe que demonstrou uma potente
actividade inibitoria enzimatica e uma actividade antiviral moderada em ensaios com
células foram os analogos do aldeido tetra ou tripeptidil. A seguir, surgiu uma nova
classe que continha vérios aceitadores de Michael. Esta classe ndo s6 demonstrou uma
potente actividade contra a enzima como também foi possivel verificar uma elevada
poténcia antiviral. No entanto notou-se uma certa instabilidade metabdlica,
relacionada com os aldeidos peptidicos e isto pode levar a um ndo desenvolvimento
como droga antiviral. Realizou-se um estudo como o composto AG6084 (Figura 31), o
qual demonstrou alguns atributos exclusivos de um inibidor de protease 3C. Este
conseguiu inibir ndo s6 diferente serdtipos de HRV, como também inibiu o
Coxsackievirus A21, Coxsackievirus B3, Enterovirus 70 e Echovirus 11 (Patick et al,
1998).
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- Potente actividade enzimatica e
NH antiviral;
- Eficaz contra diversos serdétipos de

Coxsackievirus B3, Enterovirus 70 e

o Rhinovirus, Coxsackievirus A21,
)J\ n\)\ "
" " . H Echovirus 11;
H H
o £ : °

AG6084

Figura 31: AG6084 (Adaptado de: Patick et al, 1998).

4.2.4.3.2.1 AG7088 (RUPINTRIVIR)

Foram realizadas algumas modificaces na posicdo N-terminal, com o intuito de
proteger o tripéptido, desenvolvendo o composto AG7088 (Figura 32). Este apresenta
uma excelente actividade inibitéria irreversivel contra a protease 3C, potente actividade
antiviral, eficaz contra um largo espectro de picornavirus e baixa toxicidade. Para além
disto demonstrou ser especifico contra a protease 3C dos Picornavirus sem demonstrar
qualquer actividade para as proteases celulares de cisteina e serina (De Palma et al,
2008; Patick et al, 1999).

Num estudo com 23 amostras de lavados nasais, as quais foram analisadas e
testadas com o composto AG7088, foi verificado uma potente actividade inibitdria da
protease 3C de HRV com valores de ECso 24nM. Para além da actividade antiviral
contra Rhinovirus foi verificada também actividade antiviral contra quatro estirpes de
Hepatovirus com valores de ECso 41nM. Foi demonstrado também a possibilidade deste
composto inibir o CVA-21. CVB-3, EV-11 e EV-70 com valores de ECsy 7 a 183nM
(De Palma et al, 2008).

Apesar da potente actividade antiviral demonstrada nos diversos estudos, o
Rupintrivir & rapidamente hidrolisado pelo figado, traduzindo-se numa fraca
biodisponibilidade oral, por essa razdo a administracdo por via nasal é a melhor opcéo.
Apbs a andlise da capacidade antiviral do composto, foram efectuados testes de
seguranga e farmacocinética em humanos com uma Unica dose e multiplas doses por via
intranasal, em ambos o0s casos a droga foi bem tolerada e segura. No que diz respeito
aos efeitos secundarios foram ligeiros e de curta duracéo (De Palma et al, 2008).
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contra a protease 3(C;
N - Especifica para a protease 3C;
- Eficaz contra HRV_ HAV_CWVA-21.

M j:“/\/ﬁ\ CVEB-3, EV-11 e EV-70;

y i H | r/ - Fraca biodisponibilidade gquando
© A admnistrado por via oral;
\Q\ = - Efeitos secundirios leves e de
curta duracio;
-Composto seguro e bem tolerado;

AGTO8S

Figura 32: AG7088 (Adaptado de : Patick, et al, 1999).

4.2.4.3.2.2_Azapéptidos

Os azapéptidos inibem irreversivelmente a protease 3C por alquilacdo do grupo
tiol com o local activo da cisteina. Foram desenhados ésteres de azapéptidos com
diferentes grupos na posicéo P1, entre os quais surgiu o0 composto 19 (Figura 33.A), no
entanto apresenta uma actividade moderada. Com vista a melhoria da poténcia inibitéria
foi desenvolvido o composto 16 (Figura 33.B), que € um inibidor irreversivel, o qual foi
desenhado tendo como base o substracto 3C do HAV e tem na sua constituicdo residuos
de glutamina e fenilalanina importantes para o reconhecimento por parte da enzima (De
Palma et al, 2008).

/“—:ﬁ
Q \
P - Actividade inibitéria
1 (] o o
A v | H H moderadas
N . B
M A AR IR Ao
o \ f= ~
r_); N,
la =]
- c asken
i < - Potente actividade
B A inibotérias

(=} r- o ~
/J\YJLIJ\/«L/\E

- Residuos de Glutamina e
Fenilalanina;

Figura 33:Azapéptidos (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.4.3.2.3 Diazometil cetonas

As diazometil cetonas foram desenvolvidas com base no local de quebra da
protease 3C do HRV-14, seguindo-se uma avaliacdo relacionada com a sua poténcia. O
inibidor tripeptidil-DMK Z-L-F-Q-CHN, (Figura 34) demonstrou uma actividade forte
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contra a protease 3C do HRV-14 e HRV-16. Este actua por impedimento da maturacéo
da poliproteina viral, notando-se uma reducdo da actividade da protease 3C e uma
acumulacdo do polipeptideo 3CD (Murray et al, 2001).

- Actividade forte contra a protease 3C do
HRV-14 e HRV-16;
\/J_L\ - Impedime a maturacio da poliproteina viral,
k e il notando-se uma reducio da protease 3C;

x_.-"

A\

Composto 7-L-F-Q-CHN2

Figura 34: Inibidor tripeptydil-DMK Z-L-F-Q-CHN, (Adaptado de: De Palma et al,
2008).

4.2.4.3.2.4 Peptidil Monofluormetilcetonas

Os aldeidos peptidicos apresentam uma boa actividade como inibidores
enzimaticos, no entanto como agentes terapéuticos nao apresentam qualquer tipo de
eficacia devido a problemas de transporte, degradacdo metabolica e biodisponibilidade
oral fraca. Todavia os peptidil monofluormetilcetonas demonstraram in vivo eficacia
num variado nimero de sistemas. Baseando a sintese destes compostos no substrato
péptidico da protease 3C do HAV, surgiu o composto 13a (Figura 35), que inactiva
irreversivelmente a protease 3C do HAV, com valores de 1Csonha ordem dos 41uM (De
Palma et al, 2008; McGrath et al, 1995).

- inactiva rreversivelmente a
r)J\ ” Vﬂ\ _'_,.:-"I" PruteaSESC dl} H:i‘r;

- IC50 na ordem dos 41pM;
l ;

Figura 35: Composto 13a (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

Composto 13a
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4.2.4.3.2.5_Analogos Cetoglutamina

Os anélogos de dimetil glutamina que contém a fungdo cetona na sua
composicdo foram desenvolvidos como potenciais inibidores da protease 3C dos
Hepatovirus. Com a introdug¢do de um grupo a ftalhidrazida verificou-se que este inibia
reversivelmente a protease 3C do HAV com um valor de ICsy de 89uM. Para que ocorra
reconhecimento enzimético foi necessario colocar um tripéptido, que ndo provocou
alteracdes na actividade inibitoria da 3C protease. Como exemplo destes compostos
temos o Composto 24 (Figura 36), eficaz contra HAV e com valores de 1Cspde 13 uM
(Ramtohul et al, 2002).

|
F o -
- Inibidor reversivel do
Hepatovirus;

- i K i [ 105 I-
s _’J.L'-'VLT At f:m 1C50 de 13uM;

Composto 24

Figura 36: Composto 24 (Adaptado de: De Palma et al, 2008).
4.2.4.3.2.6_S-nitrosotiol

O 6xido nitrico (NO) demonstrou capacidade de inactivar enzimas que contém
cisteina, assim sendo, compostos que contenham NO exibem actividade inibitéria
contra a protease 3C do HRV. Dentro desta classe, foi especificamente desenhado e
sintetizado o composto da Figura 37, uma vez que contém uma sequéncia péptidica
(Glu-Ala-Leu-Phe-Gle) semelhante ao substrato da protease 3C (Caselli et al, 1994; De
Palma et al, 2008).

‘TVU\NL'C; J:r
--f. r

Figura 37: Derivado do S-nitrosotiol (Adaptado de: De Palma, A.M. et al, 2008).
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4.2.4.3.2.7 Peptidil N- iodacetamida

A iodoacetamida € um composto que inibe irreversivelmente a protease 3C do
Poliovirus, Hepatovirus e Rhinovirus. O composto da Figura 38 apresenta 60 vezes
mais poder inibidor irreversivel do HAV do que a iodoacetamida (De Palma et al,
2008).

Figura 38: Derivado da iodoacetamida (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.4.3.2.8Triptidil o-cetoamida

Esta nova classe de compostos Triptidil a-cetoamida, do qual faz parte o
Composto 41 (Figura 39) demonstrou ser um potente inibidor. Este exibe uma
actividade inibitoria enzimética potente, bem como um elevado poder antiviral contra
HRV 14 (ECso= 0,85 + 0,15uM) e HRV 16 (ECso= 10uM) (De Palma, A.M., et al,
2008).

0 ) . o - Actividade inibitdria enzimitica potente;
H _ | P
/L-'_‘Fl[\ A N *’J\H < | . Elevado poder antiviral;
: H |

N - HRV 14 (EC50= 0,85 + 0,15uM);
o/ 0 L - HRV 16 (EC50= 10pM);
€=
I'I-.-__f///

Composto 41

Figura 39: Composto 41 (Adaptado de: Palma et al, 2008).
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4.2.4.3.3Inibidores ndo peptidicos

4.2.4.3.3.1 Inibidores derivados da Benzamida

Alguns investigadores desenvolveram uma nova série de compostos inibidores
ndo-péptidicos de baixo peso molecular, tendo como base a estrutura de um aldeido
péptido ligado a protease 3C. Estes compostos sdo activos contra Rhinovirus, como por
exemplo o composto 22 (Figura 40.A) que € activo contra HRV-14, com valores de
ECso superiores a 20uM. No entanto este apresenta uma actividade antiviral moderada

quando comparado com o composto 29 (Figura 40.B) (Reich et al, 2000).

A —= \
o I/&i‘\l Composto 22
\%\fp
NH.
Q.
N =
>¥-:)
— -
B =N PR \
Q ‘,I)—N N Q :
N N p - u Composto 29

Figura 40: Inibidores derivados da Benzamida (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.4.3.3.2 Isatina

A isatina, € uma classe de inibidores especificos para a protease 3C que contém
um grupo a-cetoamida (Figura 41). Apesar da sua especificidade para a protease esta
classe de inibidores ndo demonstrou qualquer tipo de actividade antiviral no entanto €
bastante toxica para as células, pensa-se que isto se deve a sua alta reactividade
electrofilica (De Palma et al, 2008).
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Figura 41: Composto 8 (Adaptado de: De Palma et al, 2008).
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4.2.4.3.3.3 Spiro-Indolinone 3-Lactams

Em 1990 estes compostos foram descritos pela primeira vez como possiveis
inibidores da protease 3C, no entanto ndo sdo selectivos. Os dados relativos a actividade
antiviral e toxicidade ndo se encontram descritos. Como exemplo temos o composto 7

(Figura 42), o qual inibiu a protease 3C do HRV com valores de ICsy de 20ug/ml.
(Skiles, 1990).

L5 - Inibe a protease 3C do HRV
EIN&.. “_D_ Composto 7

e do Polhovirus;

I@ - IC50=20pg/ml.;

Figura 42: Composto 7 (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.4.3.3.4 Homoftalimidas

As Homoftalimidas (Figura 43), nos estudos realizados apresentaram actividade
contra o Rhinovirus, com um 1Cs5,>100 puM. Os estudos feitos em cultura de células com
o intuito de verificar a actividade antiviral foram concordantes com os dados de inibicéo
da enzima (De Palma et al, 2008; Jungheim et al, 1997).

Figura 43: Homoftalimidas (Adaptado de: De Palma et al, 2008).
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4.2.4.3.3.5 B-Lactonas

As B-Lactonas sdo outra classe de compostos inibidores da protease 3C contra o
Hepatovirus. Estas ocorrem naturalmente em alguns organismos e possuem uma potente
actividade biologica. Apesar de L- B-Lactonas (ICsp= 35uM) e D-N-Cbz-Serina -
Lactonas (ICsp= 6uM) (Figura 44) ndo apresentarem a cadeia lateral P;- Glutamina para
o0 reconhecimento do substrato, ambos possuem uma elevada actividade inibitoria contra
a protease 3C do HAV. A sua inibicdo faz-se pela formacdo de uma ligacdo covalente

com os grupos tiol (Lall et al, 1999).

Ix

Figura 44: D-N-Cbz-Serina B-Lactonas (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.4.3.3.6 Pseudoxazolonas

Devido a reactividade das Pseudoxazolonas, verificou-se que estas poderiam ser
utilizadas para inibir o tiol das enzimas. O Composto 1 (Figura 45) é activo contra a
protease 3C do HAV, através da formacdo de ligacbes covalentes entre o grupo imina
das Pseudoxazolones e o grupo tiol da enzima. O composto inibe tanto o HAV com o
HRV com valores de ICsg baixos (De Palma et al, 2008).

Figura 45: Composto 1 (Adaptado de: De Palma et al, 2008).
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4.2.4.3.3.7 Inibidores ndo-péptidicos de baixo peso molecular

Uma vez que alguns compostos ndo péptidicos apresentam alguma toxicidade e
uma actividade antiviral moderada, foi desenvolvido uma nova classe, os inibidores néo
peptidicos de baixo peso molecular (Figura 46). A sua capacidade inibitoria é
comparavel a um inibidor péptidico que contem chumbo, no entanto esta nova classe
apresenta um aumento da actividade antiviral. Este aumento deve-se a uma melhoria das
propriedades fisicas, que possibilitam uma maior permeabilidade de moléculas de
tamanho pequeno. E eficaz contra o0 HRV-14, mas a sua actividade contra outros

serétipos de Rhinovirus caiu drasticamente (De Palma et al, 2008; Johnson, 2002).
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Figura 46:Inibidores ndo-péptidicos de baixo peso molecular (Adaptado de: De Palma
et al, 2008).

4.2.5 Montagem e Saida do virus

A Hidantoina (Figura 47), demonstrou capacidade de inibir o Poliovirus 1,
Poliovirus 2, Poliovirus 3 e Coxsackievirus A21. Numa concentracdo de 25ug/mL este
composto mostrou uma capacidade inibitéria de 95% no caso do PV1 e PV2 e de 99%
para 0 PV3 e CVA21. Relativamente ao mecanismo de accdo, este impede a
encapsulacdo do RNA viral e também bloqueia a quebra da proteina pds-sintética do
Poliovirus (Verlinden et al, 2000).
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N Me - Eficaz contra PV1, PV2, PV3 e
@) CVA2];
Y Cl - Impede a encapsidacio do RINA
wviral;
N - Bloqueia a quebra da proteina
O Cl pos-sintética do Poliovirus;
Hidantoina

Figura 47: Hidantoina (Adaptado de: De Palma et al, 2008).

4.2.6 Interferdo Nasal

Os interferdes sdo mediadores celulares potentes e selectivos, desse modo induzem
nas células do hospedeiro efeitos antivirais, antiproliferativos e imunologicos. A sua
actividade anti-viral é realizada mediante um receptor especifico, que em conjunto com
a dupla cadeia de RNA, induz a expressdo de proteinas, algumas das quais séo

responsaveis pela actividade antiviral (Rotbart, 2002).

O interferdo o demonstrou ser um potente inibidor de picornavirus, no entanto
quando ocorre sinergia com inibidores de fixacao, entrada e desencapsulacdo analogos
nucleosidicos ou interferdo y verifica-se um aumento de proteccdo contra infeccdo
(Rotbart, 2002).

A eficacia do interferdo nasal como tratamento profilatico dos resfriados
provocados pelo Rhinovirus foi estudada exaustivamente. No entanto os efeitos
secundarios que provoca, tais como a irritacdo nasal e endurecimento ou ulceracdo da

mucosa nasal, reduziram o seu campo de aplicacdo (Rotbart, 2002).
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V Conclusao

A familia Picornaviridae abrange um extenso nimero de virus, os quais revelam
um elevado interesse clinico tanto na medicina humana como na medicina animal,
causando significativa morbilidade e mortalidade. O virus causador de mais infeccGes
durante o ano todo é o Rhinovirus, apesar de ser responsavel por uma doenca ligeira,
traduz-se por ano em elevadas perdas econdmicas devido a abstinéncia escolar e laboral.
Os restantes Enterovirus, sdo responsaveis por diversas infec¢fes particularmente em
criancas e recém-nascidos. A gravidade desta infeccdo € muito variavel, sendo em
alguns casos potencialmente letal. O Poliovirus continua a ser uma ameaca para a
humanidade, mas com o aparecimento das vacinas houve um decréscimo no numero de
pessoas infectadas apesar de em quatro paises (Afeganistdo, Nigéria, India e Paquistdo)

a infeccdo permanecer endémica (De Palma et al, 2008, Rotbart, 2002).

Em alguns casos é complicado desenvolver eficazmente um agente antiviral.
Este é o caso, dos Enterovirus devido a sua elevada taxa de mutacéo. Para ultrapassar
esse problema, pode ser realizada uma terapia combinada, evitando ou atrasando o
surgimento de virus resistentes. No entanto, esta ndo € a unica dificuldade para
desenvolver drogas eficazes contra Picornavirus. Com efeito, quando se pretende
desenvolver um agente antiviral para os Picornavirus é necessario respeitar alguns
parametros adicionais: 1) A molécula deve ser activa para varios serotipos, ja que
diferentes ser6tipos podem provocar a mesma doenca (ex: a meningite pode ser devido
a Coxsackievirus A e B); 2) A droga deve apresentar biodisponibilidade sistémica ja que
alguns destes virus causam infeccdes em mdaltiplos 6rgdos (ex: os Enterovirus, séo
responsaveis por doencas sistémicas que afectam o SNC, coracdo e pulmdes); 3) A
droga deve ter a capacidade de ultrapassar a barreira hemato-encefalica uma vez que
alguns Enterovirus provocam meningite viral; 4) A droga deve ser absolutamente
segura, uma vez que estas infeccdes causam desde doencas muito graves a doencas
ligeiras, que resolvem espontaneamente e afectam desde recém-nascidos até idosos,

incluindo também individuos imunodeprimidos (Chen et al, 2008).

Actualmente, ainda ndo existe nenhuma terapia aprovada para o tratamento

especifico de infec¢bes por Picornavirus, realizando-se por isso apenas o tratamento
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sintomético. Na maioria dos casos, este facto é clinicamente pouco importante, uma vez
que a maior parte das infecgOes apresentam uma resolucdo espontanea. Noutros casos
em que a patologia é clinicamente mais grave como no caso da infec¢éo por Poliovirus
ou pelo virus da Hepatite A, pode recorrer-se a utilizacdo de vacinas, as quais se
revelaram eficazes na prevencao destas infec¢des reduzindo muito a sua ocorréncia nos

paises que as adoptaram de modo consistente (De Palma et al, 2008).

Apesar de clinicamente pouco importantes, as infeccbes por Picornavirus que
apresentam resolucdo espontanea, constituem ainda assim um grande problema de saude
publica, com um enorme impacto na economia. Assim, ao longo dos anos foram
desenvolvidas diversas moléculas com o objectivo de combater estas infec¢des. Os
compostos mais bem caracterizados sdo aqueles que tem como alvo a protease 2A e 3A
e a proteina viral VP1 da capside. A eficacia in vitro de algumas classes de agentes
antivirais, tais como, inibidores da fixacdo, entrada e desencapsul¢éo, inibidores da
replicacdo e inibidores de protease, levaram a evolucdo de compostos promissores. No
entanto, destes apenas a Imunoglobulina intravenosa se encontra aprovada e disponivel
para tratamento, apesar de o seu uso ser limitado e apresentar grande variabilidade de

resultados devido a impossibilidade de padronizacdo do farmaco (De Palma et al, 2008).

O primeiro composto a ser desenvolvido foi o Pleconaril. Em 1996 os
Laboratorios Viropharma disponibilizaram o farmaco apenas para uso hospitalar no
caso de doentes que apresentavam miocardites, meningoencefalites e sépsis neonatal.
Mais tarde, em 2002, foi realizada uma tentativa de utilizacdo do composto no caso de
constipacfes. No entanto a aprovacao do pleconaril foi recusada pela US FDA, devido a
falta de seguranca da droga, verificada na Fase Il dos ensaios clinicos. Com efeito,
verificou-se que este interferia com alguns medicamentos, incluindo os contraceptivos
orais. Foram ainda observados alguns efeitos adversos tais como problemas
gastrointestinais, aumento do colesterol sérico e hemorragias menstruais em mulheres a
tomar contraceptivos orais. Mais tarde em 2007, o pleconaril finalizou a Fase Il, que
tinha como objectivo verificar a eficAcia de um spray nasal com a substancia, em
pacientes com constipacdo e exacerbacdo da asma. Contudo ainda decorre um estudo
sobre a eficacia e seguranca do pleconaril em situacdo de sépsis neonatal, o qual

comegou em Junho de 2001 e finaliza em Setembro de 2012 (ClinicalTrialFeeds, 2010).
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Neste estudo actual em cada trés bebés, dois recebem o pleconaril e um terceiro o
placebo, permanecendo em vigilancia hospitalar. O pleconaril actua por inibicdo da
funcdo de uma proteina viral da capside, impedindo assim o ciclo de infeccdo. Os
beneficios clinicos observados nos testes realizados em humanos juntamente com o
amplo espectro de ac¢do anti-picornavirus tornaram este agente bastante promissor. O
Pirodavir demonstrou em ensaios clinicos uma baixa eficacia apds administragéo oral,
devido a sua instabilidade metabolica. No entanto foram realizadas diversas alteracdes,
surgindo o composto BTA-798. Em 2007, a Biota concluiu com sucesso a fase I, dos
ensaios clinicos deste composto, eficaz contra Rhinovirus entrando entdo na fase Il dos
ensaios clinicos em Agosto de 2010. O composto apresenta semelhancas com o
Pleconaril, actuando ao nivel da capside e estd a ser desenvolvido para a prevencgdo e
tratamento de infeccBes por HRV em pacientes com risco de desenvolver uma Doenca
Pulmonar Obstrutiva Crénica ou a Exacerbacdo da Asma. Pensa-se que esta molécula
apresenta um futuro promissor no tratamento destas infecgdes. Recentes descri¢Oes
sobre os inibidores da protease 3C devido ao seu amplo espectro de actividade contra
varios serétipos de HRV e a sua elevada eficacia quando adicionadas ao longo do ciclo
viral fazem também desta classe de compostos promissores candidatos clinicos (De
Palma et al, 2008).

Apesar da quantidade de compostos desenvolvidos até a data, os quais tém como
alvo preferencial o Rhinovirus, ainda ndo foi encontrada um farmaco ideal. Isto deve-se
a elevada dificuldade terapéutica, uma vez que a droga deve ser capaz de aliviar e
prevenir os sintomas de imediato. Desse modo muitos destes compostos vao ficando
pelo caminho como € o caso da Gliotoxina e das lIsatinas, que apesar de actuarem em
diferentes alvos durante o ciclo viral, in vitro demonstraram elevada toxicidade. A
Enviroxima também demonstrou uma fraca biodisponibilidade, toxicidade e efeitos
secundarios, como é o caso da irritacdo provocada pela administracdo por via nasal, em
ensaios realizados em humanos. Contudo os seus analogos apresentam bons resultados
0 que 0s torna compostos promissores. O composto AG7088 apesar da potente
actividade antiviral é rapidamente metabolizado, por essa razdo o seu desenvolvimento
foi interrompido. Outros compostos apresentam uma actividade moderada, o que 0s
torna desinteressantes. Por ultimo o interferdo nasal, apesar da eficicia no tratamento,

apresenta alguns efeitos secundarios, tais como, irritacdo nasal, endurecimento ou
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ulceracdo da mucosa nasal, o que se traduziu numa reducdo do seu campo de aplicacdo
(ClinicalTrialsFeeds, 2010; De Palma et al, 2008; Gwaltney, 2002).

Em conclusdo, apesar das enormes dificuldades de que se reveste o
desenvolvimento de drogas especificas para o combate da infec¢do por picornavirus, o
elevado numero de drogas ja desenvolvidas, e a sua eficdcia in vitro, bem como o
interessante comportamento registado por algumas nas fases iniciais dos ensaios
clinicos, suporta algum optimismo para o futuro proximo. Com efeito, ndo sera irrealista
esperar que num futuro ndo muito distante existam no mercado compostos seguros e
eficazes no tratamento de infecgdes por Picornavirus. Estes deverdo incluir ndo apenas,
aqueles que actualmente se encontram em fase de estudo clinico, mas também aqueles

gue brevemente iniciardo os ensaios clinicos.
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