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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi buscar, na literatura, como tem sido a prospeccao
de antivirais para o tratamento de Flavivirus, com énfase no “Zika virus”. A
importancia deste trabalho reside no reconhecimento de potenciais alvos
terapéuticos para o tratamento de doencgas causadas por Flavivirus, em
especial aquelas causadas por ZIKV, devido a alto prevaléncia de
complicacBes neurologicas relacionadas a este Flavivirus. Para a realizacéo
deste trabalho, foi pesquisado sites de busca académica do PUBMED, LILACS
e SCIELO. Os Flavivirus séo envelopados e constituidos por genoma de RNA
de fita simples, linear e senso-positivo. Sao transmitidos por um vetor, o Aedes
sp. O ZIKV possui trés proteinas estruturais (proteinas E, C e prM) e sete
proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5). Um
estudo genético prévio usando sequéncia de nucleotideos derivados de genes
NS5 indicou 2 linhagens de ZIKV: Africana (Leste e Oeste) e Asiatica. O ZIKV
foi isolado em 1947 na Uganda. A linhagem asiatica disseminou-se pelo
oceano pacifico até a América Central, América do Sul e Brasil, via sudeste da
Asia. O diagnostico do ZIKV é baseado nas manifestacées clinicas (exantema,
artralgias, febre baixa e conjuntivite), na deteccao de acido nucléico (PCR) e
na deteccdo de anticorpos (MAC ELISA). E um virus que causa complicacdes
neurolégicas, especialmente microcefalia e Sindrome de Guillain Barré. Para o
tratamento dos Flavivirus e do ZIKV foi estudado medicamentos sintéticos com
alvo nas cinases e tirosinases, analogos de nucleosideos, inibidores da
protease NS2B-NS3; e medicamentos reutilizados em clinica médica, alguns
sintéticos, além de medicamentos naturais. Novos estudos poderiam ser
realizados também sobre Chikungunya, por apresentar 0 mesmo vetor e co-

circular com o virus da DENV e do ZIKV.

Palavras-chave: Prospeccdo de Antivirais. Flavivirus. “Zika virus”. Tratamento.
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ABSTRACT

The purpose of this work was to seek, in the literature, how it has been the
prospecting of antiviral for the treatment of Flavivirus, with emphasis on “Zika
virus”. The importance of this work lies in the recognition of potential therapeutic
targets for the treatment of diseases by Flavivirus, in particular by ZIKV, due to
the high prevalence of neurological complications related to this Flavivirus. For
the accomplishment of this work, the academic search sites of PUBMED,
LILACS and SCIELO were searched. The Flavivirus has an envelop and
consists of simple, linear and sense-positive RNA genome. They are
transmitted by a vector, the Aedes sp. The ZIKV possesses three structural
proteins (proteins E, C and prM) and seven non-structural proteins (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5). A previous genetic study using sequence of
nucleotides derived from NS5 genes indicated 2 lineages of ZIKV: African (East
and West) and Asian. The ZIKV was isolated in 1947 in Uganda. The Asian
lineage spread from the Pacific Ocean to Central America, South America and
Brazil, via Southeast Asia. The diagnosis of ZIKV is based on clinical
manifestations (rash, arthralgias, low fever and conjunctivitis), and detection of
nucleic acid (PCR) and antibodies (MAC ELISA). This is a virus that causes
neurological complications, especially Microcephaly and Guillain Barré
syndrome. For the treatment of Flavivirus and ZIKV was studied synthetic
medicines aimed at kinases and tirosinases, analogues of nucleoside, inhibitors
of protease NS2B-NS3; and repurposed medicines in medical clinic, some
synthetics, besides natural medicines. New studies could also be conducted on
Chikungunya, because it presents the same vector and co-circulate with the
viruses of DENV and ZIKV.

keyword: Prospection. Antivirals. Flaviviruses. “Zika Virus”. Treatment.



viii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Representacdo esquematica do ciclo de multiplicagéo dos Flavivirus.

Figura 2- Representacdo esquematica da organizacdo do genoma dos
Flavivirus.

Figura 3 — Circulacdo do “Zika virus” no mundo.

Figura 4- Estrutura quimica dos flavonoides.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Genomas mais comuns do ZIKV, de acordo com LADER, et al, 2016.

Tabela 2- A tabela mostra 4 mecanismos de acdo antiviral dos flavondides.



LISTA DE QUADROS
Quadro 1- Diagndstico diferencial de ZIKV, DENV e CHIKV. Observar os

principais sinais e sintomas e a intensidade dos mesmos nas infecgdes pelo
ZIKV, DENV e CHIKV.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

3’-SL: Alga longa no 3’terminal

5'CS: 5’ de ciclizagao

5’ CS-PK: 5’ ciclizacéo- Pseudoknot
AAK1- proteina cinase 1

AP1l-proteina adaptada 1

AP2- proteina adaptada 2

AP3- proteina adaptada 3

AP5-proteina adaptada 5

ATP: adenosina trifosfato

BVDV-1: “Bovine viral diarrhea virus 1”
CDC: “Centers for Disease Control” (U.S.A)
CHIKV: “Chikungunya virus”

CHP: C-proteina

CIUR- Crescimento intrauterino restrito
DENV- “Dengue virus”

ERK- &cido etileno diamino tetra-acético
FDA- “Food and Drug Administration” of U.S.A.
GAK- Ciclina G cinase

GBS- Sindrome de Guillain-Barré

GyrB- DNA girase B

HIS51-histidina 51

HHV-1: “Human herpesvirus 1”

HHV-2: ‘Human herpesvirus 2”

Xi



HBV: “hepatitis B virus”

HCV: “Hepatitis C virus”

HIV- “Human imunnodeficiency virus”

IgG: imunoglobulina G

IgM: imunoglobulina M

IFN- Interferon

IRNM: imagem por ressonancia nuclear magnética
JEV- Virus da Encefalite Japonesa

kDa: kilo daltons

LCR: liquido cefalorraquidiano

LYS54-lisina 54

MAC-ELISA: ensaio imunoenzimatico ligado a enzima
MAPK: proteina cinase ativada por mitbgeno
MAPKK: MAPK cinase

MAPKKK: MAPK cinase cinase

MEK-cinase da MAK ERK

MET51- metionina 51

MCPH: microcefalia.

MiRNA: microRNA

M.M-mieloma multiplo

nm- nandmetro

NS2B-NS3-pro: proteases nucleosideo 2B e nucleosideo 3.

OMS- Organizagdo Mundial da Saude

ORF: fase aberta de leitura.(“open Reading frame”)

Xii



PAMPS -padrbes moleculares associados a patégenos
pH: Potencial Hidrogenibnico

PK: Pseudoknot

PCR: Reacdo em Cadeia de Polimerase
PK-proteinas cinases

PKT- proteinas tirosinas cinases

PRNT: teste de neutralizacdo da reducgéo da placa.
gRT-PCR: teste quantitativo de transcricdo reversa seguido de PCR
RE: reticulo endoplasmatico.

RNA- Acido Ribonucleico

rRT-PCR: transcricdo em tempo real seguido de PCR.
SER81-serina 81

sfRNA: Acido ribonucleico de fita simples

SFK- familia Src de tirosina cinase

SLA: Alca 5’terminal A

SLB: Alca B

SLEV- "Saint Louis encephalitis virus”

SNC-sistema nervoso central

U.S- Ultrassom

U.T.R- regido terminal nédo codificadora.

VAL155- Valina 155.

WNV- “West Nile virus”

YFV- “Yellow Fever virus”

ZIKV- “Zika virus”

xiii



SUMARIO

Resumo

Abstract

Lista de Figuras

Lista de Tabelas

Lista de Quadros

Lista de Abreviaturas e Siglas

1 Justificativa

2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

2.2 Objetivo especifico

3 Introducgéo

3.1 A familia Flaviviridae

3.2 Ciclo de multiplicacédo dos Flavivirus

3.3 Biologia dos Flavivirus

3.4 Agente etioldgico e vetores transmissores do ZIKV
3.5 Epidemiologia do ZIKV

3.6 Patogénese e Manifestacdes Clinicas do ZIKV
3.6.1 Patogénese

3.6.2 Sinais e Sintomas

3.6.2.1 Sindrome de Guillain- Barré

3.6.2.2 Transmissao vertical e microcefalia

3.7 Transmisséo

3.8 Diagnostico e diagnostico diferencial

14

vi
Vil

viii

Xi

16

16

16

16

17

17

17

20

26

27

30

30

31

31

32

33

33



3.9 Tratamento das infec¢des causadas por Flavivirus,
com énfase em ZIKV
3.9.1 Introducgéao
3.9.2 Medicamentos antivirais naturais - as Curcuminas,
os Flavondides e as Carrageninas
3.9.3 Proteinas cinases e tirosinases
3.9.4 Drogas sintéticas ou drogas reutilizadas
como segundo uso medicamentoso para
o tratamento de Flavivirus com énfase no ZIKV
3.9.4.1 Drogas que inibem a adsorc¢ao viral
3.9.4.2 Drogas inibidoras da NS2B-NS3-protease

3.9.4.3 Analogos de nucleosideos

3.9.4.4 Cloroquina/Mefloquina

3.9.4.5 Outras drogas

4 Consideracoes finais

5 Referéncias Bibliogréaficas

15

37

37

38

42

43

43

44

45

47

48

49

50



16

1 JUSTIFICATIVA

Os Flavivirus sao virus pertencentes a familia Flaviviridae sendo transmitidos
por insetos vetores. Os Flavivirus mais importantes em sadde publica no Brasil
sdo o ‘Dengue virus” (DENV), o “Zika virus” (ZIKV), e o “Yellow Fever virus”

(YFV- virus da febre amarela).

A transmissdo de Flavivirus por vetores depende de condi¢cbes climaticas
favoraveis, como clima tropical e subtropical. Depende, também, de condi¢cdes
sécio-econdmicas como, por exemplo, acumulo de agua parada em esgotos e
lixo urbano, um fator fundamental para a sobrevivéncia do vetor e, portanto,

destes virus.

O ZIKV é um Flavivirus de carater emergente, pandémico, cuja infeccdo aguda
pode passar despercebida. Todavia, sua importancia apoia-se no fato de que o
ZIKV pode levar a complicacdes neurolégicas como microcefalia em fetos e

Sindrome de Guillain-Barré.

A importancia deste trabalho é o estudo de potenciais antivirais que possam
inibir a multiplicagdo de Flavivirus, para evitar quadros como a sindrome do
choque hemorragico do DENV, a alta mortalidade daquele e da YFV e as
complicagBes neurolégicas do ZIKV. Ja que ndo existem vacinas com eficacia

contra ZIKV, este estudo € de particular importancia.
2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Buscar, na literatura, como tem sido a prospeccado de antivirais para o

tratamento de Flavivirus, com énfase no ZIKV.
2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Pesquisar farmacos naturais ou sintéticos originais, ou ambos, ja existentes,
como segundo uso (reproposicdo) medicamentoso como potenciais antivirais

para o tratamento de Flavivirus, com énfase em ZIKV.
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3 INTRODUCAO

Esta introducédo contempla os principais aspectos relacionados aos virus da
familia Flaviviridae, com énfase no “Zika virus”, baseados em revisdo concisa

da literatura.
3.1 A familia Flaviviridae

A familia Flaviviridae, possui mais de 80 espécies de virus e € dividida em
quatro géneros: Flavivirus, Hepacivirus, Pegivirus e Pestivirus. Os prototipos de
cada género, respectivamente, sédo: Yellow fever virus (YFV), Hepatitis C virus
(HCV), Pegivirus A e Bovine viral diarrhea virusl (BVDV-1). O género Flavivirus
€ 0 maior dentro dessa familia, constituido por 53 espécies, e a maior parte
deles é transmitido para hospedeiros vertebrados por vetores artrépodes
infectados, mosquitos ou carrapatos, nos quais se replicam de forma ativa.
Alguns Flavivirus sdo agentes zoonoticos transmitidos entre roedores ou

morcegos sem vetores conhecidos (ARIA, 2017).

Os Flavivirus sdo virus esféricos, envelopados, da familia Flaviviridae, que
possuem ~11,0 (kilobases) de comprimento e 40-50 nanémetros de diametro.
S&o virus constituidos por genoma de RNA de fita simples (ndo segmentada),
linear e senso-positivo. A maioria dos Flavivirus sdo transmitidos por vetores
artrépodes, sendo considerados, portanto, arboviroses. Os Flavivirus incluem o
do “Zika virus” (ZIKV), o “Dengue virus” (DENV), o “Yellow Fever virus” (YFV),
o0 “West Nile virus” (WNV), o “Japanese encephalitis virus” (JEV) e o “Saint-
Louis encephalitis virus” (SLEV) (HEUKELBACH et al, 2016). Nosso objeto de

estudo sera o ZIKV.
3.2 Ciclo de multiplicacéao dos Flavivirus

A primeira etapa do ciclo de replicagdo dos Flavivirus se da pela adeséo do
virus na superficie da membrana celular. O virion se liga a célula usando
fatores de adesdo, como a lecitina-DC e varios membros da familia de
receptores de fosfatidilserina. O virus entdo penetra na ceélula através da
endocitose mediada pela clatrina. Uma vez no interior da célula, o virus é

transportado até os endossomos, onde o baixo pH causa conformagfes
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especificas na glicoproteina E, provocando a fusdo entre o envelope viral e 0
endossomo (YUN; LEE, 2017).

Com a fusdo de membranas, ocorre o desnudamento, e o genoma viral do
RNA ¢é liberado no citosol, onde funciona como um RNA mensageiro e
direciona a sintese da poliproteina em associacao ao reticulo endoplasmatico.
A poliproteina é clivada por proteases virais e celulares para gerar trés
proteinas estruturais e sete proteinas nao estruturais. Apos a traducédo, o
genoma RNA senso positivo viral serve como molde para a sintese da fita
senso negativa complementar do RNA. Sucessivamente, o novo RNA senso
negativo serve como molde para a sintese de genoma senso positivo”. (YUN;
LEE, 2017) - (Figura 1).

/i
F

y Golgi

5’ » Endoplasmic
» reticulum (ER)
Nl

Polyprotein synthesis  f| |RNA replication &
ER NS|

ER

+ Host signalases
4 Viral serine protease

NS3 NS5

Figura 1 - Representacdo esquematica do ciclo de multiplicacao dos Flavivirus.
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Resumidamente, o virion se liga a receptores especificos presentes na superficie celular (a) e,
posteriormente, € endocitado em vesiculas recobertas por clatrinas (b). O baixo pH no
endossomo induz a fusdo do envelope do virus com membranas do endossomo (c), com
consequente liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma (d). O RNA migra ao RE (e) onde
ocorre a traducdo e sintese da poliproteina (f). Em seguida, ocorre a replicacdo do RNA (g),
montagem do virion imaturo (h) e passagem pelo trans-Golgi (i). A mudanca de pH provoca a
clivagem do prM pelas furinas (j) e a liberacao do virion maturo ocorre por exocitose (MLERA et
al, 2014).

Posteriormente, ocorre a montagem do virus. Todas as sete proteinas ndo

estruturais estédo diretamente ou indiretamente envolvidas na replicacéo viral.

Vérias atividades enzimaticas tém sido associadas a duas proteinas nao
estruturais: NS3 e NS5. A NS3 consiste em um dominio serina N-terminal
protease e um dominio C-terminal helicase; e NS5 é composta de um dominio
N-terminal com atividade metiltransferase e um dominio C-terminal com
atividade RNA polimerase-RNA dependente (YUN; LEE, 2017). Para que a
montagem do virus ocorra, no complexo de golgi a prM é clivada, por acéo da
enzima furina, em proteina M e peptideo pr. Esse processo proteolitico da
origem a rearranjos estruturais das proteinas M e E. Desta forma, o virion
completo ou parcialmente maduro transportado para a superficie celular para
liberacdo por exocitose. (YUN; LEE, 2017) - (Figura 1).

Vérios fatores regulam a sintese e a replicacdo de Flavivirus. A proteina NS5
de YFV e DENV-2 sdo importadas para o nucleo (SELISKO et al, 2014). O
sequestro de NS5 para o ndcleo pode representar uma via para regular a
sintese de RNA viral, que ocorre no citoplasma. Mesmo assim, diferencas
substanciais tém sido encontradas na percentagem de NS5 que € direcionada

para o nucleo entre diferentes Flavivirus (SELISKO et al, 2014).

Todas as proteinas nao-estruturais se co-localizam com ds-RNA para a
membrana embebida do RE ativa no complexo de replicacdo. Entre elas,
apenas NS1, NS2A, NS4A e NS4B, foram demonstradas regular a sintese do
RNA, apesar de que o mecanismo molecular ndo ter sido bem definido
(SELISKO et al, 2014). Diferentemente de NS5, o segundo principal
constituinte no complexo de replicacdo do Flavivirus € NS3. NS3 protege a
protease viral NS2B ativada e seu dominio C-terminal (NS3- HELICASE). A

replicacdo de RNA pode também ser modulada por proteinas do hospedeiro,
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que interagem com 0s componentes virais do complexo de replicacao
(SELISKO, et al, 2014).

3.3 Biologia dos Flavivirus

O genoma do Flavivirus contém uma estrutura “cap” do tipo | na extremidade 5’
nao codificadora contendo aproximadamente 96 nucleotideos, uma unica
janela de abertura de leitura (ORF-“Open Reading Frame”) contendo
aproximadamente 10.300 nucleotideos, e uma regido 3’ terminal n&o
codificadora contendo aproximadamente 631 nucleotideos, e ndo apresentando
uma cauda poliA. A Unica janela de leitura aberta codifica uma poliproteina que
€ clivada em 3 proteinas estruturais que constituem o capsideo C, a pré-
membrana/membrana (prM) e o envelope (E), e sete proteinas ndo estruturais
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 2K, NS4B, NS5). (AGUIAR, 2017) - (Figura
2).

A presencga de 5’ cap metilado no genoma do RNA dos Flavivirus exerce um
importante papel na traducdo e replicacédo viral e na evasdo da restricao do

hospedeiro na replicacdo viral (YUN; LEE, 2017).

A regido 5 nao codificadora é requerida para modular a tradugéo e as outras
fases da replicagdo do RNA viral entre os RNAs da regido 5’ n&do codificadora e
da regidao 3’ nao codificadora. (YUN; LEE, 2017). A regidao 5’ nao codificadora
também esta envolvida em reagir a resposta celular do hospedeiro a infeccao
do virus por servir como um substrato para a exorribonuclease celular do
hospedeiro, para dar origem ao subgenoma de Flavivirus de RNA curto ndo
codificante, assim contribuindo para replicacao viral e patogénese (YUN; LEE,
2017).
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Figura 02- Representacdo esquematica da organizacdo do genoma dos
Flavivirus.

Na parte superior, observa-se a organizacdo do genoma dos Flavivirus (sem escala) com as
regides codificadoras de proteinas estruturais e ndo estruturais, as quais estdo flanqueadas
pelas regifes 5’"UTR e 3'UTR néo codificantes. Na parte inferior, a organizacao da poliproteina
com os sitios de processamento de proteases celulares (|) ou virais (¥ ) ou desconhecidas (?).
Os simbolos P, H e R indicam a localizacdo da protease/helicase da NS3 e a NS5 RNA
polimerase-RNAdependente (RdRp), respectivamente (ARIAS, 2017).

A ORF (“Open Reading Frame”)/fase de leitura aberta codifica uma poliproteina
precursora, que apoés sofrer processamento co/e pés-traducional por proteases
virais e celulares origina 3 proteinas estruturais que compdem a particula viral
(YUN; LEE, 2017).

A proteina do capsideo viral (C) possui aproximadamente 120 aminoacidos e
esta presente no nucleocapsideo. Associa-se a membrana celular e a uma
regido C-terminal que atua como um peptideo-sinal para a translocacao de prM
ao reticulo endoplasmatico, sendo que este dominio € clivado posteriormente
da proteina C madura por uma serina protease viral. A proteina prM é uma
glicoproteina precursora da proteina estrutural M e sua principal funcdo €
prevenir o rearranjo da proteina E para a sua forma fusogénica, durante o seu
transporte pela via secretdria, com a clivagem em fragmentos pr e M. Essa
clivagem esta relacionada a maturacéo viral e evita que 0s virions imaturos se
fusionem a membrana celular hospedeira. A proteina E € a maior proteina de
superficie dos virions e medeia a interagdo com o0s receptores celulares e a
fusdo com a célula alvo (AGUIAR, 2017).
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As proteinas ndo estruturais sdo importantes para 0 processamento da
poliproteina, a replicacdo do RNA e o empacotamento viral. A glicoproteina
NS1 se encontra retida dentro da célula, mas também pode ser encontrada na
superficie celular. Esta proteina desempenha um papel no processo de
replicacdo do RNA viral. Além disso, estimula a resposta a anticorpos contra as
proteinas de superficie para conduzir a lise de células infectadas via
complemento (AGUIAR, 2017).

NS2A é uma proteina hidrofébica associada a membrana, que esta envolvida
no processo de replicacdo e empacotamento viral. NS2B também é uma
pequena proteina associada a membrana que forma um complexo estavel com
NS3 e age como co-fator para a atividade catalitica desta serina-protease viral
(AGUIAR, 2017).

NS3 é uma proteina multifuncional requerida para o0 processamento da
poliproteina e para a replicacdo do RNA viral. A clivagem co- e pos-traducional
da poliproteina € realizada pela NS3 na porcao citoplasmatica do reticulo
endoplasmatico e por proteases citoplasméaticas no lumen do reticulo
endoplasmatico para dar origem a proteina madura. Um terco da porcdo N-
terminal da proteina contém a protease viral (NS3pro), que necessita de uma
porcdo de NS2B para a sua atividade catalitica, enquanto o restante da
proteina (NS3hel) apresenta a funcdo de helicase, NTPase (nucleosideo 5
trifosfatase) e RTPase (RNA 5’ trifosfatase), que sédo essenciais para a
replicacédo viral e para a reacdo de capping da extremidade 5 do RNA viral
(AGUIAR, 2017).

NS4A € uma pequena proteina hidrofébica e estd localizada nos sitios de
replicacdo de RNA e interage com NS1 no processo de replicagdo do RNA. O
NS4B localiza-se com NS3 e com RNA viral fita dupla em possiveis sitios de
replicacdo de RNA derivados de estruturas da membrana do reticulo
endoplasmatico, se liga a porcdo terminal ou NS3, permitindo a sua
dissociacdo do RNA de fita simples, a sua ligacgdo a um novo duplex,
aumentando, assim, a atividade de helicase de NS3 (AGUIAR, 2017).

NS5 é a maior e mais conservada proteina entre os Flavivirus, possuindo

atividade metiltransferase e RNA dependente de RNA polimerase (Rd-Rp),
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sendo importante para a replicacéo e para a formacao do “cap” no 5 do RNA
viral (AGUIAR, 2017).

O genoma do RNA do ZIKV é constituido por uma ORF contendo 10.794
nucleotideos com uma curta regido 5'ndo codificante de 106 nucleotideos e
uma regido 3'ndo codificante de 428 nucleotideos. Os quatro possiveis
nucleotideos ndo sdo usados com frequéncias idénticas, variando de 2305 U
(21,3%) e 3139 G (29,1%) (HEMERT et al, 2016). O genoma contém (G+A
56,8%) de purinas e (C+ U 43,2%) de pirimidinas. A ORF do ZIKV codifica uma
poliproteina que é clivada em 3 proteinas estruturais que constituem o
capsideo C, a pré-membrana/membrana (prM) e o envelope (E), e sete
proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 2K, NS4B, NS5)
(HEMERT et al, 2016).

Um estudo genético prévio usando sequéncia de nucleotideos derivados de
genes NS5 indicou 2 linhagens de ZIKV: Africana (Leste e Oeste) e Asiatica
(HADDOW, et al, 2012). Dos cinco genomas virais do ZIKV, 4 deles foram
isolados na Africa (Senegal e Uganda), sendo que o genoma africano mais
bem conhecido é o0 MR766 (MOTA, et al, 2016). Um genoma (FSS13025) foi
isolado em Camboja e pertence a linhagem Asiatica. (LADNER et al, 2016). Um
genoma brasileiro da linhagem asiatica também foi isolado (ZKV2015) (tabela
1).

Africano MR766

Asiatico PRVABC59

Camboja (linhagem Asiética) FSS13025

Brasil (linhagem Asiatica) ZKV2015

Genomas mais comuns do ZIKV, de acordo com LADER, et al, 2016.

O sequenciamento dos genes do NS3 do ZIKV identificou 3 linhagens distintas:
leste Africana, oeste Africana (genomas MR766) e Asiatica (PRVABC59)
(MEGAN;RYAN, 2016; HOU, et al, 2017). O isolamento da linhagem circulante
no hemisfério oeste indica que o virus original introduzido na América do Sul foi
um virus da linhagem Asiatica (MEGAN; RYAN, 2016).
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Linhagens africanas séao destituidas de glicosilacdo de ASN154 na proteina E
(a superficie do virion é formada pelas proteinas E e M. A proteina E é
glicosilada, pesando 53KDa. A proteina E é o principal determinante
antigénico). ASN154 é associada a neuroinvasao, sugerindo que 0 virus com
este determinante possui tropismo pelo tecido nervoso. (MEGAN; RYAN.
2016).

A estrutura recente da proteina E do ZIKV obervada na resolucdo de 3,8
Angstrongs, tem revelado uma grande diferenca no aminoacido ASN154,
guando comparado com outros Flavivirus. Dentro desta glicoproteina, ZIKV tem
um sitio de glicosilacdo no ASN154, enquanto DENV tem dois sitios de
glicosilacdo em ASN67 e ASN153, que influenciam a montagem e liberacdo
virais e a infectividade viral, respectivamente. O “West Nile virus” tem um sitio
de glicosilagdo em ASN154, que tem sido associado ao neurotropismo (DA
SILVA; GAO, 2016). E possivel que altera¢des nos sitios de glicosilacdo podem
estar associados com diferencas de tropismo, infectividade, e patogenicidade
entre varias linhagens de ZIKV. Alguns sitios de glicosilacdo estdo ausentes
em outras linhagens africanas (DA SILVA; GAO, 2016). Uma anédlise
comparativa das linhagens africana e asiatica mostrou 59 variagbes de
aminoacidos entre elas, e também que 10% da variacdo estdo localizados na
proteina prM”. (DA SILVA; GAO, 2016).

Os virions do ZIKV contém 180 cépias de proteina E, quantidade desconhecida
de outras proteinas e uma molécula Unica de RNA viral (MCLEAN, et al,2017).
A proteina E é arranjada como 90 homodimeros antiparalelos em padrdo de
“‘espinha-de-peixe” com simetria icosaédrica e cada homodimero tem 3 partes
topograficas: (1) um ectodominio alongado e atividade difusdo de membrana;
(2) uma haste que contém 2 alfa-hélices, situando quase plano na membrana
viral sob o ectodominio; e (3) regido transmembrana, que forma bobina de

espiral enrolada antiparalela (YUN;LEE, 2017).

Desta forma, o dominio E forma 3 dominios estruturais: (1) dominio I, que se
localiza no centro do ectodominio; (2) dominio Il, que contém a fusdo
hidrofébica no seu término (YUN; LEE, 2017) e (3) dominio lll, o qual esta
implicado em se ligar aos receptores e neutralizar anticorpos (YUN; LEE, 2017)
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Para Yun e Lee (2017):

Cinco elementos do RNA 5’-terminal constituem: (1) a haste-al¢a 5’-
terminal A (SLA), que liga a proteina viral NS5 e promove a sintese
de RNA; (2) 3 sequéncias curtas conservadas entre a sequéncia 5’ a
montante da regiao AUG (5’ UAR), a sequéncia a juzante da regido
AUG (5 AUR) e a sequéncia 5 de ciclizagdo (5 CS), que esta
envolvida na ciclizacdo do genoma viral através do pareamento de
bases com sequéncias complementares localizadas na 3' NCR; (3) a
haste-alga B (SLB), que esta localizada a juzante de SLA, com 5'UAR
embutido no interior dela; (4) Um grampo na regido codificadora da C-
proteina (CHP), que é critica para o reconhecimento e tradug¢éo do
cbdon de iniciacdo da sintese protéica e para a sintese de RNA; e (5)
3’-haste-alga“pseudoknot” terminando a sequéncia a juzante a do 5’
CS “pseudoknot” (5°CS-PK), que aumenta a replicacdo do RNA viral
através da regulacéo da ciclizagdo do genoma (YUN; LEE, 2017).

Continuando, os mesmos autores afirmam:

Cinco elementos do RNA 3’ -terminal constituem: (i) a haste-alca
longa no 3’-terminal (3’- SL), que é necessario para a replicagdo do
RNA viral e é caracterizado por interagir com varias proteinas
celulares; (ii) uma série de sequéncias curtas conservadas (3’-UAR, 3’
DAR, e 3'CS) que estdo envolvidas em um longo alcance de
interacdo  RNA-RNA intragendbmico com suas sequéncias
complementares para a circulagdo de seu genoma, um pré-requisito
para a replicacdo do RNA; (ii) Um pequeno grampo, que esta
localizado imediatamente a montante de 3 SL e parcialmente
sobrepondo as sequéncias de 3’'UAR e 3’'DAR, sugerindo entdo um
papel entre as formas linear e circular do genoma de RNA viral
durante a replicagdo (YUN; LEE); (iv) uma estrutura em forma de
haltere, com sua alga distal envolvida na formagédo de “pseudoknot”,
gue tem um importante papel na replicagdo do RNA viral; (v) um par
de alcas duplicadas, cada uma envolvidas em multiplas intera¢cfes de
“pseudoknots” e promovida pela produgcdo de RNA de fita simples
(sfRNA) e adaptacdo do hospedeiro (YUN;LEE, 2017).

ZIKV é conhecido por produzir sSfRNA (RNA de fita simples), como resultado de
degradacédo incompleta do genoma de RNA pelas 5’-3’exorribonuclease 1
(XRN1) celular (YUN; LEE, 2017).

Os microRNA ou miRNA s&o pequenos RNA codificantes que agem como

reguladores de genes. miIRNA tem efeito na funcdo imune, apoptose e
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tumorigénese, sendo especifico de primatas. E expresso em baixos niveis em
células tronco de embrides humanos e apos diferenciacdo destas células em
orgaos de embrides (MCLEAN et al, 2017).

Seis miRNA compartilham homologia com sequéncias genéticas de 12 MCPH
(12 loci de genes responsaveis pela microcefalia), que podem ser responsaveis
por induzir microcefalia em fetos humanos. S&o eles: miR-625-5, MmiR4846,
miR1304, miR6771, miR4528, miR3198. MiR 1304 parece ser iniciado pelo
gene do envelope viral E (MCLEAN, et al,2017).

Doze MCPH loci (MCPH1-MCPH2) foram mapeados no ZIKV contendo os
seguintes genes: “Microcephalin”, WDR62, CDK5RAP2, CASC5, ASPM,
CENPJ, STIL, CEP135, CEP152, ZNF335, PHC1 e CDK6” (MCLEAN, et al,
2017).

3.4 Agente etioldgico e vetores transmissores do ZIKV

Dentre os principais vetores do género Aedes, o Ae. aegypti e o Ae. albopictus
transmitem o ZIKV. O Ae. aegypti invadiu a Asia no século XIX, onde aumentou
em abundancia e foi associado ao decréscimo de Ae. albopictus no sudeste da
Asia. O Ae. albopictus, nativo da Asia, se disseminou com sucesso e se
estabeleceu nas Américas, Europa, e Africa, e principalmente nas Ultimas trés
Gltimas décadas, incluindo expansdo para regides de clima temperado. No
Brasil, o vetor Ae. aegypti € mais frequente no habitat urbano, enquanto o Ae.
albopictus no ambiente ndo-urbano (suburbano ou rural). Ae. aegypti coexiste
com Ae. albopictus em areas de transi¢cdo entre regibes de alta urbanizacdo e
area rural. Ambos vetores coexistem também em areas suburbanas. No Brasil,
Ae. albopictus foi primeiramente detectado em 1986 e, apesar de que sua
disseminagdo e estabelecimento n&o tenham sido monitorados
continuadamente, em 2014, Ae. albopictus foi detectado em 25 de 27 estados
da federacdo e em 59% dos municipios brasileiros (CAMARA, et al, 2016).
Outros géneros do Aedes sao Ae. apicus, Ae. argenteus, Ae. furcifer, Ae.

luteocephalus, Ae. vitattus, Ae. hensilii.

Por ter um vetor em comum (Aedes sp.), 0 ZIKV, e o DENV, além do
Chikungunya (que é um Alphavirus) co-circulam no Brasil. A co-infec¢éo néo é

rara, dificultando o diagndstico, pelo fato do Aedes sp, além de transmitir o
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ZIKV, transmite doencas com manifestacdes clinicas semelhantes, como o

“Dengue virus” e da “Chikungunya virus”.

3.5 Epidemiologia do ZIKV

O primeiro caso de “Zika virus’(ZYKV) ocorreu em Uganda, onde se isolou 0
virus no ano de 1947, em macaco Rhesus sentinela (Rhesus 766), na floresta
de Zika. Em 1952, foram identificados casos em seres humanos em Uganda e

na Tanzania.

A linhagem Asiatica se expandiu geograficamente desde o inicio do ano 2000,
causando 3 surtos histéricos de ZIKV: (1) O surto de 2007 na ilha de Yap, que
provavelmente surgiu no sudeste da Asia (LACIOTTI et al, 2008; DUFFY et al,
2009, HADDOW et al, 2012); (2) O surto de 2013-2014 na Polinésia Francesa,
que presumivelmente resultou de uma introducdo de uma cepa similar da
Camboja (2010) e a cepa da ilha de Yap (2007) e (3) O surto da América Latina
de 2015-2016, que foi provavelmente causado por uma disseminacdo da
linhagem asiatica derivada da cepa das ilhas pacificas (YUN; LEE, 2007). A
linhagem Asiatica surgiu na Africa subsaariana e foi disseminada pelo oceano
Pacifico até a América Central, e & América do Sul e Brasil, via Sudeste da
Asia. A linhagem Africana, ao invés da linhagem Asiatica, ndo foi relacionada a
alteracdes neuroldgicas associadas a infeccdo (MOTA, et al. 2016). A linhagem

Asiética foi a primeira a se instalar no Brasil (FIGURA 3).

Em outubro de 2014, no estado do Rio Grande do Norte, Brasil, houve um surto
de doenca exanteméatica autolimitada de etiologia desconhecida, cujas
principais manifestagbes foram febre ou auséncia desta, exantema
maculopapular, prurido, artralgias, edema de membros inferiores, durando 4-7
dias. Outros diagnosticos, como Dengue, Chikungunya e rubéola, foram
descartados. Em marco de 2015 foi realizado PCR com identificagdo de ZIKV
nos estados do Rio Grande do Norte e Bahia. Em algumas semanas, foi
identificado o ZIKV no nordeste, norte, sudeste e sul do pais (LAZEAR et al.,
2014).



28

0 caminho para as Américas

0virs Zka possvelmente 4 havia migrad em dois momentos dsintos para  oete da Afica ¢ uma vez
para a Asa antes deseridentiicado em 1947 em um macaco sentinela e uma Roresta de Ugenda
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FIGURA 3 — Circulagao do virus zika no mundo.

O ZIKV surgiu em Uganda em 1947 (linhagem africana) se disseminou pelo sudeste da Asia
em 2007 (linhagem asiatica, que surgiu na Africa subsaariana e posteriormente migrou pelo
oceano pacifico até as Américas). Em 2013-2014 afetou a Polinésia Francesa e em 2015-2016
migrou para a América Central, posteriormente América do Sul e do Norte.

Fonte: ZORZETTO,Ricardo. Zika: o virus que pegou o pais de surpresa. Revista pesquisa
Fapesp. Ed. Online 239, jan. 2016.

Apo6s a copa do mundo de futebol sediada no Brasil em 2014, houve um surto
de doenca exantematica no nordeste brasileiro. Em 2015 o Ministério da Saude
iniciou um estudo para identificar a doenca causadora da sindrome em vigor. O
grupo comumente afetado era de pessoas entre 20-40 anos, variando de 4
meses a 98 anos (HEUKELBACH et al., 2016).
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Em marco de 2015, casos autdctones de ZIKV foram relacionados a doenca
exantematica. O virus também foi identificado no fluido cerebroespinhal de
pacientes com sindromes neurologicas agudas e doencas exantematicas
prévias (HEUKELBACH et al., 2016).

No periodo compreendido entre 08/11/2015 e 06/05/2017, ocorreram 13.719
casos de alteragcbes no crescimento e desenvolvimento de criangas
possivelmente associados a infeccdo pelo ZIKV. Foram confirmados 2.722
casos e 127 foram classificados como provaveis para relagdo com infeccéo
congénita durante a gestacao. Continuam em investigacao 3.245 casos e 5.817
foram descartados (Boletim Epidemiolégico-Ministério da Saude, v. 48. n.17
2017).

Em primeiro de fevereiro de 2016 o Ministério da Saude declarou emergéncia
de saude publica de interesse internacional devido a desordens neuroldgicas
associadas a rapida emergéncia do ZIKV nas Américas (HEUKELBACH et al.,
2016).

Condicbes climaticas e ambientais no Brasil, como clima tropical quente e
umido e condi¢Bes sanitarias precarias, favorecem a multiplicacdo do vetor,

assim como o fato de ser um pais populoso e vulneravel a sua disseminacao.

Finalmente, houve um grande declinio dos casos notificados de microcefalia e
outros casos de disturbios neurolégicos por més e por regido no Brasil,
atribuidos ao ZIKV de 2015 a 2016. Esse declinio poderia ser sazonal, com
diminuicdo da infestagcdo pelo mosquito no outono e no inverno, ou a
conscientizacdo das mulheres em relacdo ao risco de uma gravidez com a
presenca de uma infeccédo pelo ZIKV, causando danos neuroldgicos ao feto,
fazendo com que elas postergassem uma gravidez. Todavia, 0s casos ainda se
mantém altos, em parte devido a chegada do verdo, mas espera-se que
aqueles se encontrem mais baixos dos que em 2015 e 2016 (POSSAS et al.,

2017).

Portanto, em 11 de maio de 2017, o Ministério da Saude declarou o fim da
emergéncia de salude publica de importancia nacional (ESPIN) em decorréncia

do Zika e de sua associacdo a microcefalia e a outras alteracdes neurologicas.
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Todavia, o governo Brasileiro divulga que a assisténcia as maes e criancas

afetadas serd mantida (Boletim Epidemiolégico vol.17 2017 M.S.).
3.6 Patogénese e Manifestacdes Clinicas do ZIKV
3.6.1 Patogénese

ApoOs a inoculacédo do ZIKV no homem, o periodo de incubacao varia de 4-10
dias e os sintomas duram de 3-7 dias. A infeccdo pelo ZIKV é sintomatica em
apenas 20-25% dos infectados, que desenvolvem uma doencga auto-limitada
(SONG et al, 2017).

Apés a picada do mosquito, queratindcitos e células dendriticas na pele do
individuo infectado s@o os primeiros alvos da infeccao pelo ZIKV. A viremia se
desenvolve 1-5 dias depois, e o virus é eliminado da circulacdo dentro de 2
semanas de infeccdo (LAZEAR et al, 2016).

Alguns Flavivirus, como o DENV, o ZIKV e o YFV, podem ser encontrados no
soro apds a viremia da doenca aguda, o que € denominado persisténcia da
infeccdo. A persisténcia da infeccdo pelos Flavivirus é caracterizada por
evasdo da resposta antiviral do hospedeiro. Nesse caso, é produzido interferon
em horas, mas o complexo de replicacdo do RNA viral contido em pacotes de
vesiculas, pode proteger os patdogenos do seu reconhecimento pelos
receptores de reconhecimento de PAMPS (padrdes moleculares associados a
patébgenos) pelo organismo, sendo postergada a producdo de interferon
(resposta antiviral). Além disso, alguns Flavivirus transmitidos por vetor podem
afetar diretamente a producao de interferon por inibicdo da transcricdo do gene
gue expressa a producdo de interferon, suprimindo a sinalizacdo do interferon
ou comprometendo as funcdes dos genes estimulados por interferon. As
respostas imunes celular e humoral também sao inibidas por Flavivirus
transmitidos por vetor (MLERA et al, 2014).

A proteina E pode ser a responsavel por provocar o efeito citopatico. Apesar
disso a protease NS3 e a NS2B-NS3 precursora da protease, também sé&o
conhecidas por induzir a apoptose atraves da ligacdo da CASPASE 8. NS2A
também tem sido implicada em causar efeito citopatico IFN-dependente
(MLERA et al, 2014).
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3.6.2 Sinais e sintomas

Nos pacientes sintomaticos, 0s sinais e sintomas mais comuns sao febre baixa,
exantema maculopapular pruriginoso, artrite e artralgia, conjuntivite nao
purulenta, dor retro-orbitéria, cefaleia, mialgia, edema de membros inferiores e
vomitos. Com menos frequéncia pode-se observar hematospermia, hipoacusia,
trombocitopenia e petéquias. Os sintomas se resolvem em sete dias, mas a

artralgia pode persistir por até um més (SONG et al,2016).
3.6.2.1 Sindrome de Guillain- Barré

A sindrome de Guillain-Barré (GBS) € uma doenca neuromuscular
(polirradiculoneuropatia), monofésica, desmielinizante, autoimune, em que o
sistema imunoldgico acomete parte do sistema nervoso periférico causando
parestesias, fraqueza muscular, paralisia flacida, podendo levar ao O6bito
(devido a dificuldades respiratérias, porque pode acometer a musculatura que €
responsavel pela respiracdo). Os sinais e sintomas progridem em 1-2 semanas.
Parestesias geralmente abrem o quadro clinico de GBS. Fraqueza muscular
simétrica é acompanhada de depressao ou auséncia de reflexos de tenddes
profundos. Membros inferiores sdo mais acometidos do que membros
superiores. Musculos faciais e orofaringeos sdo infectados em 50% dos casos,
e a fraqueza destes grupos musculares pode ser o sintoma inicial (WIJDICKS;
KLEIN, 2017). Esta sindrome esta relacionada a infeccbes prévias,
particularmente as infeccbes por Arboviroses, como o “Dengue virus”, o
“Chikungunya virus” e o “Zika virus” em adultos. A sindrome de Guillain-Barré

associada ao ZIKV € usualmente transitéria, com recuperacdo total dos
pacientes (SONG et al, 2016).

Alguns pacientes, no entanto, necessitam ser tratados em UTI, especialmente
agueles com fragueza orofaringea, e respiracdo curta. Pode ocorrer
insuficiéncia respiratéria com fragueza do diafragma e também desautonomia,
manifestando-se como arritmias cardiacas, pressao arterial labil e ileo
adinamico (WIJDICKS; KLEIN, 2017).

Trés fenodtipos de GBS sdo possiveis: (1) desmielinizante; (2) axonal; (3)
desmielinizante com envolvimento axonal. Apesar de que ambos o0s

constituintes da resposta imune (imunidade celular e imunidade humoral) tém



32

um papel na GBS, acredita-se que a GBS € mediada por anticorpos. A
predominéncia do envolvimento motor axonal tem levado a designacdo de
neuropatia aguda axonal motora e pacientes apresentando a variedade axonal
sensorial possuem o antigeno GQb1. “As formas axonal sensorial e motora
podem ser classificadas em “GBS axonal” (WIJDICKS; KLEIN, 2017).

3.6.2.2 Transmissao vertical e microcefalia

Ha evidéncias de relacdo causal entre a transmissao vertical do ZIKV e
teratogenicidade, mostrando tropismo do virus pelo sistema nervoso e
causando disturbios neuroldgicos, como a microcefalia, por exemplo. Estudos
de fetos e criancas com microcefalia detectou RNA de ZIKV na placenta;
liguido amnidtico e tecidos fetais; particulas virais; antigeno; genoma viral
completo em tecido cerebral; e IgM de ZIKV em liquido amniético. (LAZEAR et
al, 2016).

Varios achados na Ultrassonografia gestacional de infec¢éo viral fetal podem
ser identificados nas 18-20 semanas gestacionais, mas microcefalia pode néo
ser confidvel se detectavel antes das 24-28 semanas de gestacao e, em alguns
casos, sO € diagnosticada ap6s o nascimento. Pode-se realizar também a
amniocentese, quando se suspeita de infeccao fetal, apdés 21 semanas de
gestacado, com aspiracao do liquido amnidtico. (LAZEAR et al, 2016).

Para Song (2016):

Microcefalia congénita é definida por : (1) nascidos vivos tendo um
perimetro cefalico ao nascimento abaixo do terceiro percentil para a
idade e sexo do bebé ou, (2) se o perimetro cefalico ao nascimento
nao esta disponivel, um perimetro cefélico abaixo do terceiro percentil
entre as primeiras 2 semanas apds 0 nascimento e, (3) para
natimorto e abortos eletivos, tendo um perimetro cefélico inferior ao
terceiro percentil para sexo e idade no momento do parto (SONG et
al,2016).

Alguns autores definem microcefalia como um perimetro cefalico ao
nascimento menor que 32cm, mais especificamente menor do que 31,5cm em
meninas e 31,7cm em meninos (ARAUJO et al, 2016).
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Enquanto microcefalia primaria ou congénita caracteriza-se por diminuicao do
namero de neurdnios na neurogénese, a microcefalia secundéria ou pés-natal

€ determinada por diminuicdo das sinapses neuronais.(SONG et al, 2016).

A microcefalia € um importante fator de risco para disfuncdo motora e cognitiva.
Estudos informam que infeccdo pelo ZIKV durante a gravidez é associada a
microcefalia e outras anormalidades congénitas, tais como malformacfes
faciais, cutis gyrata, hipertonia/espasticidade, hiperreflexia, entre outros.
Alteracbes em neuroimagem foram observadas, como calcificacdes,
ventriculomegalia e lisencefalia. Além disso, podem estar presentes perda
auditiva e anormalidades oculares (como neurite Optica e alteracdes maculares,
por exemplo). Por dltimo, também foram registrados encefalite,
meningoencefalite e mielite associados a infeccado pelo ZIKV. (SONG, et al,
2016).

Alteracbes neurolégicas como, por exemplo, a microcefalia, devido a infeccéo
pelo ZIKV, ocorre menos frequentemente nos 2 trimestres finais da gestag&o
(DUARTE et al, 2017). O ZIKV tende a ser mais facilmente transmitido nas
idades gestacionais finais, mas tem efeitos mais graves no feto se transmitido
cedo na gestacdo (LAZEAR et al, 2016). Apesar de o virus ser eliminado pelo
leite materno, a amamentacdo ndo esta contra indicada, principalmente em
criancas com microcefalia, porque estes neonatos necessitam do aporte

nutricional fornecido pelo leite materno (DUARTE et al, 2017).
3.7 Transmisséao

Além da transmissdo por vetor, o “Zika virus” pode ser transmitido via
transplacentéaria, via sexual, transfusdo de sangue, transplante de 6rgéos e
tecidos e acidentes pérfuro- cortantes. A transmissao pelo leite materno nao foi
comprovada, sendo que a amamentacao de mées com o “Zika virus” ndo deve

ser suspensa. (Ministério da Saude, 2017).

3.8 Diagnéstico e diagndstico diferencial

Foi proposto que um fenbmeno de aumento dependente de anticorpo, com

forte reacdo cruzada entre Dengue e ZIKV, é capaz de estimular o aumento de
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anticorpos em individuos infectados pelo ZIKV que apresentam anticorpos
contra DENV. Dessa forma, complica o diagnéstico, tratamento e controle do
ZIKV. (MOTA, et al, 2016).

O diagnéstico de anormalidades neuroldgicas congénitas pré-natais, como a
microcefalia, causadas pelo ZIKV deve ser feito baseado no Ultrassom (U.S.)
obstétrico e na amniocentese. A OMS recomenda um U.S. entre 18-20
semanas de gestacao. Deve-se repetir o U.S. no final do segundo trimestre ou
inicio do terceiro trimestre, geralmente entre 28-30 semanas de gestacéo para
excluir falso-positivos (CHIBUEZE et al, 2017).

Segundo MEHRJARDI, 2007, o sinal mais importante identificado pelo US
obstétrico é a microcefalia, além de atrofia cerebral, com ventriculomegalia,
pseudocistos, calcificagbes parenquimatosas, agenesia ou hipoplasia do corpo
caloso, anormalidades oculares, hipoplasia cerebelar e do tronco cerebral,
artrogripose e CIUR (crescimento intrauterino restrito). Se o US obstétrico
revelar anormalidades fetais sugestivas de infecgdo pelo ZIKV, a IRNM
(Imagem por Ressonancia Nuclear Magnética) pode ser util para a avaliacdo
mais precisa para as estruturas cerebrais e o liquido amniético pode ser
examinado para detectar a presenca de RNA viral usando a técnica de rRT-

PCR (transcricdo reversa em tempo real de reacdo em cadeia de polimerase).

Em casos suspeitos de mielite, encefalite, meningoencefalite e meningite,
causados pelo ZIKV, amostras de LCR (Liquido cefalorraquidiano), sangue e
urina devem ser submetidas para teste molecular e sorologia. Para as
sindromes pos-infecciosas, como a Sindrome de Guillain-Barré (GBS), o virus
pode ser indetectavel. Apesar disso o soro, urina e o LCR (liquido
cefalorraquidiano) devem ser submetidos para rRT-PCR e o0 LCR (LANDRY;
GEORGE, 2017).

De acordo com GRANGER et al, 2017, a avaliacdo soroldgica inicial para a
infeccdo pelo ZIKV inclui uma captagcdao do anticorpo IgM por MAC-ELISA
(Ensaio Imunoenzimatico Ligado a Enzima), seguido por teste de neutralizacao
da reducdo da placa (PRNT). Anticorpos IgM para o ZIKA pelo método do
MAC-ELISA podem ser detectaveis 4-5 dias apds o inicio dos sintomas, mas 0s

titulos sdo confiaveis a partir de 2 semanas, quando atingem um pico. Os
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anticorpos tornam-se indetectaveis em 12-14 semanas. Baseado nisso, para
pacientes com menos de 2 semanas de sintomas e gestantes com ou sem
sintomas entre 2 semanas da ultima exposicdo, o CDC (Center of Disease
Control) recomenda a realizacdo de transcricdo reversa em tempo real (rRT-
PCR) para deteccdo do RNA do ZIKV no sangue e urina. Para pacientes
sintomaticos e gestantes além de 2 semanas, o CDC recomenda sorologia
para anticorpos IgM para ZIKV via MAC-ELISA. Devido & possibilidade de
reacdo cruzada de anticorpos entre outros Flavivirus, testes de PRNT é

necessario para todas as amostras reativas para ZIKV no MAC-ELISA.

Apesar da IgM poder permanecer por varios meses, sua detec¢cdo € apenas
confiavel por 12 meses apds o inicio dos sintomas. Dessa forma, a avidez pelo
IgM ou IgG testa a exclusdo da deteccao ou infeccao recente (YANG, et al,
2017).

Resultados negativos na sorologia e na PCR em gestantes excluem infecgéo, a
nao ser que a amostra tenha sido coletada muito antes da deteccao de IgM ou
muito apds a deteccdo por PCR. PCR positiva no liqguido amniotico sugere
infeccdo no feto (LANDRY; GEORGE, 2017).

O método diagnéstico MAC-ELISA é usado para a deteccdo qualitativa de
anticorpos IgM de ZIKV do soro ou LCR. Amostras coletadas precocemente no
curso da infeccdo devem também ser testadas por rRT-PCR e, se negativas, 0
soro na fase de convalescéncia deve também ser testado (LANDRY;
GEORGE, 2017).

O Euroimmun ELISA é um ELISA indireto baseado no antigeno NS1 do ZIKV,
enquanto o InBios ELISA usa a glicoproteina E recombinante do ZIKV
(GRANGER, et al, 2017). Enquanto os anticorpos para a proteina E sofrem
reagdo cruzada entre ZIKV, DENV e WNV, anticorpos para a proteina NS1
parecem ser mais especificos, possivelmente devido as diferencas
eletrostaticas Unicas na superficie da alca NS1 permitindo desenvolvimento da
especificidade do anticorpo (GRANGER, et al, 2017)

Apesar da sorologia ser o método diagnostico mais comum de infec¢ao recente

e antiga, testes de anticorpos apresentam reacdo cruzada devido a uma
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sequéncia e homologia estrutural entre proteinas de superficie do ZIKV e
outros Flavivirus, particularmente DENV (LANDRY; GEORGE, et al, 2017).

gRT-PCR tem a vantagem de promover uma deteccdo rapida e sensivel do
patdbgeno. No presente, os primers disponiveis ndo cobrem a diversidade
genética e distribuicdo geografica de todas as linhagens do ZIKV. Todavia, 0
ZIKV possui uma grande diversidade genética mesmo entre a mesma linhagem
e regido (YANG, et al, 2017).

Segundo GRANGER et al, 2017, PRNT nao distingue se os anticorpos dos
Flavivirus sdo especificos do DENV ou do ZIKV. Enquanto PRNT é altamente
especifico em casos de flaviviroses primarias, infeccbes secundarias por
Flavivirus frequentemente estimula o antigeno original, levando a reacado
cruzada de Flavivirus proximos. Devido a esta co-circulacdo de DENV e ZIKV,

ndo se pode confiar na acuracia da distin¢cao entre Flavivirus.

A co-circulacdo e a co-infeccdo de arboviroses estdo se tornando mais
comuns. Apesar de a maioria dos casos de ZIKV ser assintomética, a maioria
dos casos de ZIKV pode ser facilmente confundida com infec¢bes pelo CHIKV
e pelo DENV, o que requer um critério mais sensivel e especifico para a
definicdo de casos suspeitos, para evitar erros no diagnostico (principalmente
nos estagios iniciais das doencas), de notificacdo, e distorcdo da analise do
comportamento das arboviroses (BRAGA et al, 2017; MONDOLFI et al, 2016).

Alguns arbovirus possuem sinais e sintomas tipicos que sugerem um
diagndstico, mas ndo sao confiaveis. Apesar de artralgia ser considerada
caracteristica do CHIKV, devido a sua intensidade e longa duracédo (40% das
artralgias no CHIKV duram meses ou até anos), ela também é encontrada em
outras arboviroses. Febre baixa, conjuntivite ndo purulenta e malformacdes
congénitas estdo associadas ao ZIKV, assim como febre alta, anorexia,
petéquias, dor retro-orbitaria e diatese hemorragica serem caracteristicas do
DENV. (Quadro 1)
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Sinais/Sintomas Dengue 74],<e | SHIRUREORYA
2 Acima de 38°C Sem febre ou subfebril 38°C Febre alta > 38°C
FEMIE(HOras o) (4 a7 dias) (1-2 dias subfebril (2-3 diias)
Manchas na pele A partir do 4° dia surge no 1° ou 2° dia surge 2-5 dia
(Frequéncia) (30-50% dos casos) (90-100% dos casos) (50% dos casos)
Do(anos n:u.’:s;u)los PR T+t Py
requéncia
Dor(fna art_icu!a;;ﬁo +[+++ +[+++ +H+ [+
requéncia
Intensidade da dor articular feve Leve/Moderada Moderada/Intensa
Edema da articulacdo Frequente e leve intensidade Frequente € de moderada a
Raro intenso
Conjuntivite Raro 50-90% dos casos 30%
Dor de cabeca (Frequéncia e
intensidade) +H +H +
Leve Moderada/Intensa Leve
Hlpe;‘;rrzf(;?}é;::igl)lonor Leve Intensa Moderada
Discrasia hemormdgica
(frequéncia) Moderada Ausente Leve
Acometimento Neurolégico R Mais frequente que Dengue e Raro (predominante
S0 Chikungunya em Neonatos)

Fonte: Carlos Brito — Professor da Universidade Federal de Pernambuco

SUS+ n /minsaude

Quadro 1- Diagnostico diferencial entre ZIKV, DENV e CHIKV

blog.saude.gov.br

Observar os principais sinais e sintomas e a intensidade dos mesmos nas infecc¢des pelo ZIKV,
DENV e CHIKV.

3.9 Tratamento das infec¢gdes causadas pelos Flavivirus
3.9.1 Introducéao

Para o tratamento dos Flavivirus e do ZIKV, tém-se estudado medicamentos
com mecanismos de acao diferentes. Drogas anti ZIKV com alvo na inibicdo da
adsorcado do ZIKV na superficie da célula do hospedeiro, da proteina helicase,
nucleosideos, inibidores da proteina NS3, pequenas moléculas como terapia,
inibidores da metiltransferase, interferons, reproposicdo de medicamentos ja
utiizado em clinica médica (como a cloroquina e o sofosbuvir), drogas
desenvolvidas com o auxilio de computadores, anticorpos neutralizantes, soros
de convalescéncia, anticorpos que limitam aumento dependente de anticorpos
e medicamentos naturais (MUNJAL et al, 2017). No presente texto,

analisaremos os medicamentos antivirais naturais ou sintéticos originais, ou
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ambos, sugeridos como segundo uso (reutilizagdo) medicamentoso para o
tratamento de Flavivirus, com énfase em ZIKV (MUNJAL et al, 2017).

3.9.2 Medicamentos antivirais naturais - as Curcuminas, os Flavondides e

as Carrageninas

O genoma do ZIKV é traduzido em uma poliproteina, que é clivada em 3
proteinas estruturais e 7 proteinas nao estruturais. O processamento correto da
poliproteina é essencial para replicacdo de todos os Flavivirus, as proteases
dos hospedeiros e as proteases NS2B-NS3 virais (NS2B-NS3-pro) e suas
propriedades fazem os NS2B-NS3-pro dos Flavivirus um bom alvo para o
desenvolvimento de drogas antivirais (ROY et al, 2017). Segundo ROY e
colaboradores, algumas pequenas moléculas inibem as enzimas NS2B-NS3-
pro em plantas comestiveis, incluindo chés, cebola vermelha, brécolis e
pimenta verde (a Curcumina e os flavonoides sdo ricos nessas plantas
comestiveis). Cinco flavonoides e um derivado do fenol mostraram inibir estas
enzimas (ROY et al, 2017).

Curcumina, um aditivo alimentar, € capaz de introduzir a infectividade do ZIKV
por impedir a adsor¢ao viral, que ocorre na superficie da célula do hospedeiro,
sem efeitos adversos na viabilidade celular (MUNJAL et al, 2017). Curcumina
exerce um efeito inibitério maior que a Quercetina. O anel fenil da Curcumina
tem um ligante mais longo e, assim como os flavonéides, tem a formacao de
ligacdo de hidrogénio com GIn74 e Glyl24, enquanto outro anel fenil tem
contatos adicionais com ligac6es de hidrogénio com Aspl22 e llel65 (ROY et
al, 2017).

Os flavonoides fazem parte de um grupo de substancias naturais que estao
presentes em vegetais, graos, raizes, cha e vinho. Esses derivados de
benzopirona estdo amplamente distribuidos nas plantas comestiveis. Um
estagio da replicacdo que pode ser inibida por flavondides é a sintese de RNA
viral. Flavondides tém sido relacionados a atividades antivirais e
imunomoduladoras. Flavonoides também tém se mostrado eficazes em
aumentar a sensibilidade do IFN tipo 1, o qual € responsavel por sua atividade
antiviral (ABUBAKR; SUBASH; BARNEJEE, 2013).Cinco flavondides tém

funcbes inibitorias diferentes e especificas. O Miricetin tem efeito inibitorio
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maximo, enquanto o Apigenin, minimo. Por outro lado, a Quercetina e a
Luteolina tém o mesmo efeito inibitério. Um composto fendlico natural, a
Curcumina, tem um efeito significante. Miricetin e Quercetina ligam-se mais

intensamente no DENV do que no ZIKV.

Flavonoides Inibem a sintese de RNA viral

Imunomoduladores

Aumentam a sensibilidade do

interferon tipo 1

Inibem as enzimas NS2B-NS3-

protease

Tabela 2- a tabela mostra 4 mecanismos da agéo antiviral dos flavonoides.

O Miricetin, um inibidor mais eficaz, estabelece trés ligagdes de hidrogénio com
quatro residuos de ZIKV NS3-pro. Prétons de grupos 3’, 4’ hidroxil no anel fenil
formam duas ligacGes de hidrogénio da cadeia lateral NH de Asnl52. Dessa
forma, o anel 3’hidroxila no anel benzopiran forma uma ligagdo de hidrogénio
com o atomo de oxigénio da cadeia lateral de GIn74, enquanto um grupo 7-
hidroxila no anel benzopiran forma uma ligacdo de hidrogénio no atomo de

nitrogénio na cadeia posterior de Gly124 (ROY et al, 2017).

A Luteolina estabelece uma unica ligacdo de hidrogénio com residuos de
NS2B-NS3-pro do ZIKV como a Quercetina, exceto pela perda de ligacdo de
hidrogénio com GIn74 devido a auséncia de grupo 3’-hidroxila em Luteolin
(ROY et al, 2017).

Na Apigenina, a auséncia do grupo 3’hidroxila no anel fenil resulta em perda da
ligacdo de hidrogénio entre o grupo 3’hidroxil do anel fenil e da cadeia lateral
do atomo de oxigénio da Lys73. Essa ligacdo de hidrogénio € responsavel pelo
maior efeito inibitorio que a Luteolina (ROY et al, 2017).

A Isorhamnetina e a Curcumina tém o mesmo grupo 3’'metoxi e 4’hidroxi nos
anéis fenil, assim como sitios ligantes bivalentes, mas a Curcumina recebe

uma atividade inibitéria que € muito maior que a da Isorhamnetina. Uma alta
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afinidade € obtida através do estabelecimento de sitios ligantes bivalentes e
multivalentes, tendo como intera¢des bivalentes o inibidor trombina.(ROY et al,
2017).

A Quercetina é benéfico em inibir a atividade enzimatica do NS2B- NS3-pro de
maneira dose-dependente (MUNJAL et al, 2017). A auséncia do grupo
5’hidroxil no anel fenil da Quercetina faz com que falte uma ligacédo de
hidrogénio entre um atomo de oxigénio de grupos 5’-hidroxil e a cadeia lateral
NH de Asnl52, o que pode explicar pelo menos parcialmente por sua leve
afinidade comparando com Miricetin. Certamente, devido a reposicao de um
proton de um grupo 3’hidroxil da Quercetina por um grupo metil em
Isorhamnetina, a ligacdo de hidrogénio entre um préton de grupo 3’hidroxil e
oxigénio de Lys73 é perdida. Essa ligacao de hidrogénio parece contribuir para
a atividade inibitéria.

Dessa forma, o numero de grupos hidroxila no anel fenil € um determinante
para uma atividade inibitoria. Para flavonoides, a presencga de anéis benzopiran
e a posicdo de conexdo do anel fenil sdo criticos para a atividade inibitéria.
Enquanto flavondides se ligam de forma similar ao NS2B-NS3-pro, a
Curcumina pode ter uma ligacdo adicional fora deste sitio. Além disso, ZIKV
NS2B-N3-pro parece ser altamente susceptivel a inibicdo alostérica, assim

como em outros complexos de Flavivirus NS2B-NS3-pro. Figura 4.

As Carrageninas naturais (familias de polissacarideos lineares sulfatados
obtidos a partir de algas marinhas) tém sido associadas a atividade antiviral
contra virus envelopados, incluindo HSV-1, HSV-2 e DENV 2. Esses virus
interagem com a glicosaminoglicana, sulfato de heparina como seus ligantes
iniciais da célula do hospedeiro (ABUBAKR; SUBASH; BARNEJEE, 2013). A
Carragenina Meristiella gelidium tem-se mostrado 0 mais potente
polissacarideo sulfatado. Essa atividade antiviral de polissacaridios sulfatados
tem sido atribuida a interacdo do polissacarideo com a glicoproteina viral,
prevenindo assim a entrada do virus na célula do hospedeiro, 0 mesmo tipo de
interacdo que ocorre entre glicoproteinas virais e glicosaminoglicanas,
particularmente com sulfato de heparina, presente na superficie da ceélula do

hospedeiro. Similarmente, as galactomananas Mimosa scabrella e Leucaena
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leucocephala tém mostrado boa acdo inibitéria para YFV e DENV 1
(ABUBAKR; SUBASH; BARNEJEE, 2013).

Novobiocin € um antimicrobiano anticoumarin que € produzido por um
actinomiceto Streptomyces niveus, e que exerce seu efeito anti-bacteriano
(principalmente contra Staphylococcus sp.) que tem como alvo a subunidade
GyrB da DNA girase da bactéria para inibir, competitivamente, a reacao
adenina trifosfatase catalisada por GyrB. Novobiocin € categoria C na gestacéo
(YUAN et al, 2017). O novobiocin é hoje utilizado como método laboratorial
para fazer a distingdo das espécies de S. aureus coagulase negativos, que sao
resistentes a novobiocina nas culturas (DONELLY; BLAGG, 2008). O
novobiocin ndo esta disponivel para uso clinico, mas, por ser um inibidor da
protease NS2B-NS3, pode ter um papel no ZIKV.

Para melhor caracterizar as alteragdes estruturais entre Novobiocin e ZIKV
NS2B-NS3 proteases, moléculas de encaixe foram produzidas para prever o
risco de ligacdo de Novobiocin com as proteinas NS2B-NS3 do ZIKV
(COUTARD et al, 2017). Trés hidrogénios ligantes foram formados entre o
ligante e a proteina através de residuos de MET51, SER81, LYS54 e amplas
areas de estabilizacdo hidrofobicas foram formadas entre o composto e o0s
residuos HIS51 e VAL155. Portanto, 2 desses residuos interativos (SER81 e
HIS51) também tém sido identificados por conter residuos entre o inibidor de
Boro cn-716 e as proteinas do ZIKV NS2B e NS3. Concluindo, Novobiocin
(Catamicina), como inibidor de protease cn-761 pode também afetar a
eficiéncia catalitica de ZIKV NS2B-NS3 (YUAN et al, 2017).
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Figura 4- Estrutura quimica dos flavondides

Estdo mostradas as estruturas quimicas da Miricetin, Quercetina, Isorhamnetina, Luteolina,
Apigenina e do composto fendélico Curcumina.

3.9.3 Proteinas cinases e tirosinases

As proteinas cinases (PK) séo alvos de drogas antivirais contra Flavivirus. As
PK séo responsaveis pela fosforilacdo de proteinas nas células, ao transferir
um grupo fosfato de um ATP para um ou mais residuos de aminoacidos de
uma proteina, enquanto as fosfatases regulam esta fosforilacdo. As PK sao
componentes estruturais que atuam na manutencgéo e controle da homeostase
em eucariotos (SILVA et al, JERRFEY et al., 2007; ZHANG et al., 2009).

As proteinas cinases ativadas por mitégenos (MPK) pertencem a familia das
serinas-treoninas cinases e regulam funcbes fundamentais da célula, como

proliferacéo, diferenciagéo, sobrevivéncia e apoptose (JEFFREY et al, 2017).

As MAPK sao reguladas por cascatas de fosforilagdo, constituindo uma via de
ativacdo em sequéncia e sdo compostas de, no minimo, 3 proteinas: MAPK
cinase cinase (MAPKKK), MAPK cinase (MAPKK) e MAPK (COWAN;
STOREY, 2003).

Uma das principais cascatas de sinalizacdo é a via Ras-Raf MEK-ERK na qual
participa uma pequena proteina G (Ras) e trés proteinas cinases (Raf, MEK1/2,
ERK1/2) e o ponto de partida de ativagdo dessa via inicia-se ap0s estimulos
desencadeados por mitbgenos, fatores de crescimento e citocinas, resultando
em uma resposta bioldgica especifica. (SILVA et. al, 2007; ZHAO; ADJEI,
2014). Os substratos da ERK 1/2 sao proteinas citosolicas, proteinas de
membrana, substratos nucleares como fatores de transcricdo, proteinas do
citoesqueleto e PK (SILVA et al, 2007; ZHAO; ADJEI, 2014).

As tirosinas cinases sao receptoras citoplasmaticas e tirosina cinase receptora
(proteinas transmembranas ativadas por um ligante extracelular)(SILVA et al,
2009) As proteinas cinases da familia de Src (SPK) representam a maior

familia de tirosinas cinases nao receptoras e € composta por 9 membros ((c-
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Src, c-Yes, Fyn, c-Fgr, Lyn, Hck, Lck, Blk, Frk) e participam de varios
processos celulares (HUBBARD; TILL, 2000)

O trafego da membrana depende, em parte, de interacbes entre proteinas
adaptadoras (AP1 a AP5) e da carga transmembrana (BECKERMAN et al,
2017). A Ap5, AP1 e AP2 associadas a Clatrina sdo complexos
heterotetramico, que orquestram a formacdo de vesiculas destinadas para o
transporte bidirecional na via secundaria e endocitose, respectivamente. As
duas cinases celulares do hospedeiro, AP2 associados a proteina cinase 1
(AAK1) e ciclina G associado a cinase (GAK) regulam o transporte de
endocitose e rede trans golgi receptor mediado (BECKERMAN et al, 2017).

AAK1 e GAK no ciclo de multiplicagdo do DENV via regulacéo de 2 passos
distintos de APs dependem de Clatrina: penetracdo e producdo de virus
infectante (BECKERMAN et al, 2017).

3.9.4 Drogas sintéticas ou drogas reutilizadas como segundo uso

medicamentoso para o tratamento de Flavivirus com énfase no ZIKV
3.9.4.1 Drogas que inibem a adsorc¢éo viral

Segundo o autor BECKERMAN et al, 2017, AAK1 e GAK sao potenciais alvos
gue podem ser inibidos para o tratamento de Flavivirus. Exemplos de drogas

com este potencial sdo o Sunitinib e o Erlotinib.

O Sunitinib pode ser utilizado no cancer de células renais metastatico,
produzindo uma maior taxa de resposta (31%) e uma sobrevida mais longa
sem progressdo da doenca do que qualquer outro agente antiangiogénico
aprovado pelo F.D.A. O Sunitinib também foi aprovado para o carcinoma de
células renais avancado (BRUNTON; KNOLLMANN, 2012)

O Erlotinib foi aprovado pela F.D.A. para tratamento de segunda linha em
pacientes com cancer de pulmdo de células ndo pequenas localmente
avancado ou metastéatico. O Erlotinib inibe competitivamente a ligacdo do ATP
ao sitio ativo da cinase (BRUNTON; KNOLLMANN, 2012).

As drogas Sunitinib e Erlotinib afetam a multiplicagdo do DENV, exercendo
acao antiviral. Segundo o autor BECKERMAN et al, 2017, foi identificada

interferéncia precisamente com 0s passos de inibicdo da via silenciadora de
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RNA contra AAK1 e GAK. Esse fenotipo sugere a hipotese de que a inibicéo do
AAK1 e GAK contribui com o efeito anti-DENV dessas drogas. Enquanto o alvo
do Erlotinib € o GAK, com maior afinidade por outras cinases, Sunitinib é um
inibidor de cinases com maior espectro (inibe, principalmente AAK1)
(BECKERMAN et al, 2017).

A combinacédo de Sunitinib-Erlotinib exerce sinergismo e pode ser utilizada para
tratar co-infecgéo pelo DENV-CHIK e DENV-ZIKV (BECKERMAN et al, 2017).

Inibicdo simultdnea de varias cinases ou ataque a varias vias pelas mesmas
drogas ou combinacdo delas podem provar atracdo em combater patégenos

virais, assim como ocorre no cancer (BECKERMAN et al, 2017).
3.9.4.2 Drogas inibidoras da NS2B-NS3-protease

Uma outra abordagem para a terapia antiviral contra o ZIKV € a reutilizacédo de
medicamentos com alvo nas enzimas contra o ZIKV, incluindo protease,
helicase ou polimerase. Todavia, apesar de a maioria destas drogas ser
aprovada clinicamente por ter acdo antiviral e anti-cancer e essas drogas
funcionarem como imunomoduladores e imunossupressores, sao

contraindicadas na gestacéo (Categoria D) (YUAN et al, 2017).

Lopinavir-ritonavir sdo inibidores da protease NS2B- NS3, possuem bom perfil
de efeitos colaterais e podem ser utilizados na gestacdo (Categoria C) e em
pacientes com complicacdes graves associadas ao ZIKV para testes in vitro.
(YUAN et al, 2017).

O lopinavir € atualmente formulado apenas em associagcdo com o ritonavir, que
inibe 0 metabolismo do lopinavir mediado por CYP3A, resultando, desta forma,
em exposicdo aumentada do farmaco (KATZUNG; TREVOR, 2017) Em
estudos clinicos comparativos, o lopinavir possui atividade antirretroviral pelo
menos comparavel aquela de outros inibidores da protease (BRUNTON;
KNOLLMANN, 2012)

O ritonavir € um potente inibidor da CYP3A4, resultando em numerosas
interacdes medicamentosas potenciais. Entretanto, essa caracteristica tem sido
utilizada com vantagem quando o ritonavir € administrado em baixas doses em

associacao a qualquer um dos outros agentes inibidores da protease, visto que
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0S niveis sanguineos elevados destes ultimos possibilitam uma dose mais
baixa ou menos frequente (ou ambas) com maior tolerabilidade e potencial de
maior eficacia contra virus resistentes. (KATZUNG; TREVOR, 2017).0 lopinavir

e ritonavir sdo muito utilizados no tratamento do HIV.

O Bortezomibe foi aprovado pelo FDA como terapia inicial para o mieloma
multiplo e como terapia para o MM ap0ds recidiva com outros farmacos (Kane e
cols., 2003). O Bortezomibe também teve o seu uso aprovado para o linfoma
de células do manto refratario ou que sofre recidiva (BRUNTON; KNOLLMANN,
2012).

Este antineoplasico inibidor da protease viral age potencialmente bloqueando
vias pos-apoptoticas no cancer tem sido usado com antiviral para ZIKV. Dessa
forma, agentes anti-cancer utilizados na medicina (inibidores da cinase e
tirosinase) com baixa toxicidade podem prover oportunidades para tratar
infeccdo pelo ZIKV (CHENG; MURRAY; RUBIN; 2016).

3.9.4.3 Anélogos de nucleosideos

Andalogos de nucleosideos sdo uma classe de antivirais comumente usados na
terapia para infeccbes virais humanas, incluindo AIDS, Hepatite B,
Citomegalovirus e virus da Herpes Simples. Esses agentes sdo especialmente
seguros e bem tolerados desde que tenham um alvo viral, mas né&o
polimerases celulares, e cursem com terminacao pré-matura de acido nucléico
viral (EYER et al, 2016).

Analogos de nucleosideos podem ter como alvo RdRp para terminar a
replicacdo do RNA viral depois da incorporacdo na cadeia do RNA viral a
montante. Como as células humanas ndo possuem RdRp, essa classe de
enzimas parece ser um dos mais promissores alvos para antivirais que usam
RARp para replicacdo. Cinco compostos exemplificam os analogos de
nucleosideos: 7°deaza-2’; c-methyladenosina; 2’-c-methyladenosina; c-

methycystidina; 2’-c-methylguanosina e 2’-c-methyluridina (EYER et al, 2016).

Segundo Eyer et al, 2016, o composto 2’-c-methyl substituinte para o

nucleosideo resultou em inibicdo da replicagdo do Zika in vitro. Além disso, a
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introducéo de guanina e uridina na molécula de nucleosideo reduziu a atividade

anti-Zika in vitro.

O Sofosbuvir € um analogo de nucleosideo que inibe a RNA polimerase do
HCV dependente de RNA NS5 em pacientes infectados pelo HCV dos
gendtipos 1, 2, 3ou 4 (KATZUNG; TREVOR, 2017).

Sofosbuvir € uma uridina nucleosideo pré-droga, que é trifosfatada dentro de
células, para inibir a RNA polimerase, tendo como alvo residuos de
aminoécidos. Essa droga também se torna ativa em ceélulas tronco
neuroepiteliais. O Sofosbuvir inibe a replicacdo de ZIKV e é dose dependente
(Sacramento et al, 2017).

Segundo Sacramento et al, 2017, células tronco pluripotentes induzidas
(iPSCs) derivadas de células tronco neuronais, foram infectadas com o ZIKV e
tratadas com Sofosbuvir. Este reduziu replicacdo viral e células tronco
neuronais afetando a neuro-patogénese do ZIKV mediada por inducdo de
morte celular. Isso indica que Sofosbuvir é efetivo contra ZIKV em células
neuronais com relevancia a fisiopatologia do virus. O Sofosbuvir € aprovado

pelo F.D.A. para o tratamento de hepatite C e é categoria B na gestacao.

Ribavirina € um analogo da guanosina que sofre fosforilagdo intracelular por
enzimas da célula hospedeira e parece interferir na sintese de trifosfato de
guanosina, inibir o capeamento do RNA mensageiro viral e inibir também a
polimerase dependente de RNA viral de certos virus. O trifosfato de Ribavirina
inibe a replicagdo de uma ampla variedade de virus de DNA e de RNA,
inclusive virus influenza A e B, virus parainfluenza, virus sincicial respiratério,
paramixovirus, HCV, HIV-1 (KATZUNG; TREVOR, 2017) e Flavivirus
(BRUNTON; KNOLLMANN, 2012).

Ribavirina pode inibir a replicagdo de DENV, o que sugere que a Ribavirina
pode ser efetiva contra virus de RNA, como o ZIKV (KAMIYAMA et al, 2017).
Além disso, a Ribavirina em altas concentragdes inibe o “West Nile virus” “in
vitro”, porém nao se dispde de dados clinicos (KATZUNG; TREVOR, 2017)
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Segundo Kamiyama, et al, 2017, a combina¢do de Ribavirina com interferon
beta, assim como a Ribavirina sozinha inibe a replicagéo de ZIKA “in vitro”. A

Ribavirina é contraindicada na gravidez.

3.9.4.4 Cloroquina/Mefloquina

Jé a Cloroquina fosfato/hidrocloro (CQ) é uma droga utilizada para o tratamento
de malaria e doencas autoimunes. Esta droga foi sugerida para inibir a infeccéo
pelo Zika em varios modelos, incluindo células precursoras neuronais humanas
(NPCs) derivadas de iPSCs. Segundo SHIRYAEV et al, 2017, CQ também
mostrou inibir a autofagia e propagacéo de ZIKV em camundongos deficientes

em sinalizadores de interferon.

CQ é conhecida por afetar a acidificacdo de endossomos de célula infectada
pelo ZIKV e entdo obstrui a fusdo da proteina do envelope com a membrana do
endossomo. Proteases celulares, incluindo a furina, sdo essenciais para a
clivagem do prM do Flavivirus durante a liberagédo do virus. Essa transicao é pH
dependente, e alteragbes no pH intracelular pode resultar na liberacdo de
menos virion infectantes (SHIRYAEV et al, 2017).

A farmacocinética da CQ o faz um excelente candidato para profilaxia em
individuos de alto risco de contrair infeccdo pelo ZIKV (residentes e visitantes
em areas endémicas). O autor demostra que CQ reduz a infeccdo pelo ZIKV
em 2 modelos de camundongos e, em doses compativeis ou menores que
aguelas amplamente usadas em humanos podem marcadamente reduzir
infeccdo materna e fetal (SHIRYAEV et al, 2017).

A mefloquina é utilizada para a prevencao e o tratamento da malaria causada
por P falciparum e P vivax resistentes a farmacos, porém nado € mais
considerada como tratamento de primeira linha na maioria dos contextos
clinicos. O farmaco € especialmente Gtil como um agente quimioprofilatico para
viajantes que passam semanas, meses Ou anos em areas onde essas
infeccdes sdo endémicas (BRUNTON; KNOLLMANN, 2012).

Mefloquina, além de antimalarico, também tem ac&o anti-cancer, anti-

tuberculose e anti-viral. Como a Mefloquina é altamente lipofilica, ela penetra
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na barreira hemato-encefélica e atinge o sistema nervoso central (SNC). A
atividade antiviral e lipofilica da mefloquina faz com que ela seja estudada para
tratar virus neutrotropicos, incluindo ZIKV (LIMA et al, 2016).

3.9.4.5 Outras drogas

A Niclosamida € uma droga aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration)
por tratar infeccdes pelos cestdideos que tem mostrado ser de amplo espectro
para o tratamento anti-cancer principalmente por inibicAo da fosforilacdo
oxidativa (CHENG; MURRAY; RUBIN, 2016). A niclosamida, um derivado
halogenado da salicilanilida, foi introduzida na década de 1960 para uso
humano como tenicida. Esse farmaco era considerado a segunda opcao
(depois do praziquantel) para o tratamento das infec¢Oes intestinais humanas
por Taenia saginata, Diphyllobothrium latum, Hymenolepis nana e a maioria
dos outros cestéideos (BRUNTON; KNOLLMANN, 2012). Este medicamento
mostrou-se Util para o tratamento do ZIKV por este ter uma via metabdlica

comum com o cancer e o fato de a niclosamina ser um anti-cancerigeno.

Lovastatina € uma estatina, tendo assim acdo hipolipemiante em pacientes
com hipercolesterolemia, para reduzir o risco cardiovascular. Segundo o0s
autores PASCOALINO; COURTEMANCHE; CORDEIRO, 2016, um ensaio
clinico testou a eficiéncia de um tratamento de pacientes com DENV com
Lovastatina, desde que os efeitos estabilizantes do endotélio poderiam diminuir
a vasculopatia relacionada ao DENV (PASCOALINO; COURTEMANCHE,
CORDEIRO, 2016).

6-Azauridine é administrada como um produto triacetilado, Azaribine, um
antimetabolito capaz de inibir ambas multiplicagbes de DNA e RNA. 6-
Azuridine for retirado do uso em clinica médica devido a episédios
tromboembdlicos arteriais e venosos em alguns pacientes com psoriase.
Apesar disso, 6-Azauridine foi relatado ter amplo espectro de acg&o contra
Flavivirus, incluindo ZIKV (PASCOALINO; COURTEMANCHE; CORDEIRO,
2016).
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Palonosetran é um bloqueador do receptor de serotonina 5HT3, usado para
prevenir nauseas e vOmitos induzidos por agentes quimioterapicos.
(PASCOALINO; COURTEMANCHE; CORDEIRO, 2016). Palonosetron € uma
droga promissora. Pode ser administrada por via oral ou intravenosa, em
humanos a biodisponibilidade € muito alta (97%), a meia vida é muito longa
(40h), ela ultrapassa a barreira hemato-encefélica, sendo um bom candidato
para infec¢gdes por Flavivirus (PASCOALINO; COURTEMANCHE; CORDEIRO,
2016).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Modelos experimentais para o tratamento de doencas por Flavivirus, incluindo
0 ZIKV, estdo em andamento. Este trabalho mostrou os principais alvos de uma
potencial terapia contra os Flavivirus, como as proteases, a RdRp, a helicase e
as cinases. Mostrou, também, os mecanismos destes alvos na patogénese do
ZIKV e as principais drogas que podem vir a ser utilizadas no tratamento dos

Flavivirus.

As contribuicdes do trabalho realizado colocam-se na direcdo de mobilizar a
comunidade académica sobre a importancia dos Flavivirus, principalmente do
ZIKV, devido tanto a sua prevaléncia quanto a frequéncia de complicactes
neurolégicas associadas a esta doenca, além de mostrar 0os potenciais

tratamentos em investigacao.

Novas pesquisas poderiam ser realizadas também sobre Alphavirus,
especialmente sobre o “Chikungunya virus”. Isto se deve ao fato de que o virus
citado co-circula com o virus da DENV e do ZIKV em varias regides,
principalmente porque os trés dependem do mesmo vetor, o Aedes sp., €

encontram ambientes climaticos semelhantes para este sobreviver.
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