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ADN — Acido desoxirribonucleico

Ae. — Aedes

ADE — Anticorpos Potenciadores de Infegéo
AINES — Farmacos anti-inflamatorios néo esterdides
Ag — Antigénio

ALT — Transaminase Glutdmico Pirtvica
APVMA — Autoridade Australiana de Pesticidas e Medicamentos Veterinarios
ARN - Acido ribonucleico

ARNmM — Acido ribonucleico mensageiro
AST — Transaminase Glutdmica Oxalacética
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Bti — Bacillus thuringiensis israelensis

Bt. H-14 — Estirpe de Bacillus thuringiensis
BVDV - Virus da diarreia viral bovina
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C — Proteina capside
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CDCls — Cloroformio deuterado

CD209 - Gene 209
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CYD - Vacina Sanofi Pasteur
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d — Dupleto

d.C — Depois de Cristo
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DCM — Diclorometano

DC-SIGN — “Intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin”
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DDT - Diclorodifeniltricloroetano

DENV - Virus da dengue

DENV-1 — Serotipo 1 do virus da dengue
DENV-2 — Serotipo 2 do virus da dengue
DENV-3 — Serotipo 3 do virus da dengue
DENV-4 — Serotipo 4 do virus da dengue
DENV-5 — Serotipo 5 do virus da dengue
DHODH - Proteina dihidroorotato desidrogenase
DMSO — Dimetilsulfoxido

dg — Dupleto de quartetos

dt — Dupleto de tripletos

E

E — Proteina do envelope

ECso0 — 50% da concentragdo méxima eficaz

ELISA — Teste imunoenzimatico (“Enzyme-linked immunosorbent assay’)
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EMCV - Virus da encefalomiocardite
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EUA — Estados Unidos da América
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FD — Febre de dengue

FDA — Food and Drug Administration
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G

g — Gramas

g/mol — Gramas por mole
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HCV — Género Hepacivirus

HHA — Hippeastrum hibrido

HIV-1 — Virus da Imunodeficiéncia Humana
HPCL — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
HSV-1 — Herpesvirus Humano-1

I

IC — Intervalo de confianca
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IFN — Interferéo
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IgM — Imunoglobulina M

IH — Inibicdo da hemaglutinacdo

IN — Inibidores nucleosidicos

INN — Inibidores n&o nucleosidicos

INSA — Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge
IV — Intravenosa

K

KDa — QuiloDalton

Ki — Constante de inibicdo

L

LAMP — Circuito de amplificagéo isotérmica mediada
M

m — Multipleto

MAC-ELISA — Teste imunoenzimatico de captura (“IgM antibody-capture enzyme-

linked immunosorbent assay”)
ME — Antigénios de membrana
mg — Miligramas

mg/mL — Miligrama por mililitro
MHz — Megahertz

mL — Mililitro

mm? — Milimetro cuibico
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mmol — Milimoles

MS — Espetrometria de massa

Mtase — Metiltransferase

m/z — Massa/carga ionica

N

°N — Graus Norte

NASBA — Amplificagdo baseada na sequéncia de acido nucleico
NCI — Instituto Nacional do Cancro

N.D. — Néo disponivel

ng/mL — Nanograma por mililitro

NITD - Instituto Novantis de Doencas Tropicais
nm — Nanometros

nM — Nanomolar

nmol/mL — Nanomole por mililitro

NMR — Ressonancia Magnética Nuclear

NS — Proteina nédo estrutural

NS1 — Proteina ndo estrutural 1

NS2A — Proteina ndo estrutural 2A

NS2B-3 — Complexo proteina ndo estrutural NS2B-3
NS2B — Proteina ndo estrutural 2B

NS3 — Proteina ndo estrutural 3

NS4A — Proteina ndo estrutural 4A

NS4B — Proteina ndo estrutural 4B

NS5 — Proteina nado estrutural 5
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NTPase — Nucleosido trifosfato hidrolase

O

OMS — Organizac¢do Mundial de Saude

ORF — Fase de leitura aberta (“Open Reading Frame”)
P

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase

pH — Potencial de hidrogénio

ppm — Parte por milh&o

prM — Proteina precursora de membrana

PRNT — Teste de neutralizacéo por reducéo de placas
PS — Células Porcinas

Q

g - Quarteto

R

RCI — Reguladores do crescimento de insetos

RARP — ARN-polimerase ARN-dependente

RDT — Teste de diagnostico rapido

RER — Reticulo endoplasmatico rugoso

RIDL — Libertagédo de insetos transportando um gene letal dominante

RT/PCR — Reacdo em cadeia da polimerase — transcriptase reversa

S
S - Singuleto
oS — Graus Sul

SCD - Sindrome de choque de dengue



“Quimioterapia da dengue; Farmacos disponiveis e perspetivas de novas terapéuticas”

SNC — Sistema nervoso central

S. pneumoniae — Staphylococcus pneumoniae
T

t — Tripleto

TLC — Cromatografia em Camada Fina

TN — Teste de neutralizacao

U

UDA — Urtica dioica

pug/mL — Micrograma por mililitro

U/mL — Unidades por milimetros

UM — Micromolar

pum — Micrémetros

pumol/L — Micromole por litro

Vv

VACV-WR — Virus Vaccinia Western Reserve
W

WNV — Virus do Nilo Ocidental

Y

YF — Febre Amarela
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Resumo

A dengue é uma infecdo viral aguda transmitida ao homem através da picada de
mosquitos do género Aedes, principalmente as espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus.
A dengue tornou-se uma das principais preocupacdes de saude publica internacional,
sendo considerada actualmente a mais importante arbovirose. Mais de 50% da populagéo
afetada por dengue vive em areas de risco e cerca de 50% vive em paises onde a doenca
é endémica.

O ndmero de focos de dengue aumentou na Gltima década, o que contribuiu para
0 aumento anual da populagdo em risco. A OMS estima que mais de 3,5 bilides de pessoas
estdo em risco de infecdo pelo virus da dengue (DENV), surgindo cerca de 390 milhdes
de novas infecdes em cada ano, das quais 96 milhdes sdo sintomaticas.

Ainda ndo foi encontrada uma terapéutica especifica para o tratamento da dengue,
sendo usados farmacos aprovados para o tratamento de outras patologias. Os farmacos
mais utilizados sdo agentes antivirais, de entre os quais se destacam os inibidores da
protéase viral. Sdo também utilizadas tetraciclinas e anti-inflamatorios nédo esteroides
bem como os antimaléricos Cloroquina e Amodiaquina, que sdo utilizados sobretudo em
infecOes causadas pelo virus da dengue tipo Il. S&o ainda usados inibidores da helicase,
como o lvermectin, e compostos da classe das tiazolidinonas, que atuam como inibidores
da metiltransferase.

A dissertacdo apresentara uma revisao da literatura relativamente a varios aspetos
da patologia, nomeadamente, da epidemiologia, etiologia, carateriza¢do do virus e do seu
ciclo de vida, diagndstico e terapéutica da doenca, profilaxia, estratégias de controlo do
virus e perspetivas futuras (vacinas, novos farmacos).

A Ultima parte da dissertacdo descreve o trabalho laboratorial realizado na sintese
de alguns derivados quinolinicos. O potencial desta classe para terapia da dengue foi
avaliado in silico com modelos de proteinas especificas. Os compostos preparados

poderdo ser submetidos a testes de atividade.

Palavras chave: Dengue, DENV, Aedes aegypti, alvos terapéuticos, quinolonas.
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Abstract

Dengue is an acute viral infection transmitted to humans through the bite of
mosquitoes of the genus Aedes, mainly species Aedes aegypti and Aedes albopictus.
Dengue has become a major concern of international public health, and is considered
today the most important arboviral disease. More than 50% of the population affected by
dengue live in risk areas and about 50% live in countries where the disease is endemic.

The number of dengue outbreaks increased in the last decade, which contributed
to the annual increase in population at risk. The WHO estimates that more than 3.5 billion
people are at risk of infection by dengue virus, appearing about 390 million new infections
each year, of which 96 million are symptomatic.

A specific treatment has yet been found for the treatment of dengue being used
drugs approved for the treatment of other pathologies. The most used agents are antiviral
drugs, among which we highlight the viral protease inhibitors. They are also used
tetracyclines and nonsteroidal anti-inflammatory drug and the antimalarials Chloroquine
and Amodiaquine, which are used in particular in infections caused by dengue virus
serotype 2. They are also used helicase inhibitors, such as Ivermectin and compounds
from the class of thiazolidinones, which act as inhibitors of methyltransferase.

The dissertation present a review of literature relating to various aspects of
pathology, namely, epidemiology, etiology, characterization of the virus and its life cycle,
diagnosis and therapy of disease, prevention, control strategies virus and future
perspectives (vaccines, new drugs).

The last part of the dissertation describes the work done in the laboratory synthesis
of some quinoline derivatives. The potential of this class for dengue therapy was
evaluated in silico models with specific proteins. The compounds prepared may be

subjected to activity testing.

Keywords: Dengue, DENV, Aedes aegypti, therapeutic targets, quinolones.
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Capitulo 1

1.1. Dengue; evolucgdo Histérica

Os primeiros sintomas da dengue foram registados numa enciclopédia médica
chinesa em 992 d.C. No entanto encontram-se referéncias a registos anteriores que
remontam aos séculos da dinastia de Chin (265-420 d.C.). A doenca foi entdo referida
como “veneno da agua” e associada a insetos voadores. 2 As epidemias que se
assemelhavam a propagacao e percurso da doenca de dengue ocorreram em 1635 e 1699
nas Antilhas e América Central, respetivamente. ) Uma grande epidemia de dengue
invadiu Filadélfia em 1780 e epidemias semelhantes tornaram-se comuns nos EUA no
inicio do século XX. A etiologia viral e a transmissdo através de mosquitos s6 foram
determinados no século XX. ¢4

Foi debatida a origem do mosquito tido como vetor primario, Aedes aegypti,
pensando-se ser proveniente de Africa ou Asia. Independentemente da sua origem, Aedes
aegypti espalhou-se para fora de Africa entre os séculos XV e XIX, devido a utilizagio
de embarcagGes maritimas para expansdo comercial e comércio de escravos. As
embarcacdes de navegacdo permitiam o transporte de criadouros para o vetor, juntamente
com 0s seres humanos para que 0 mosquito completasse o seu ciclo de transmissao,
permitindo a propagacgdo lenta mas eficaz do virus e do mosquito em destinos costeiros
espalhados por todo 0o Mundo. ® A disseminacéo da dengue foi agravada na Segunda
Guerra Mundial, quando as tropas comecaram a dispersar-se para o interior, utilizando
transportes modernos dentro e entre paises; “) como consequéncia, a epidemia da dengue
tornou-se mais abrangente. Houve relatos de epidemias no século XVII, mas os mais
plausiveis e os primeiros relatos de epidemias de dengue remontam a 1779 e 1780, quando
uma epidemia varreu a Asia, Africa e América do Norte. ® Desde ento, e até 1940, foram
raras as epidemias. Em 1906, foi confirmada a transmissdo por mosquitos do género
Aedes, e em 1907, foi demonstrado que a dengue era a segunda doenca (depois da febre
amarela) causada por virus. 7 A acentuada propagacdo da dengue durante e apos a
Segunda Guerra Mundial tem sido atribuida a uma perturbacdo ecoldgica, que contribuiu
para a propagacao dos diferentes serotipos da doenca para novas areas e para o surgimento
da febre hemorragica de dengue (FHD). Esta forma grave da doenca foi relatada pela
primeira vez, nas Filipinas, em 1953. Na década de 1970, tornou-se uma das principais

causas de mortalidade infantil na regido do Pacifico e nas Américas. ©®
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No continente americano, durante os anos 50, 60 e 70 do século XX foi
circunscrita a epidemia da dengue, nomeadamente na América Central e do Sul, aquando
da realizagcdo da campanha para erradicacdo do Aedes aegypti, com 0 objetivo de
combater a febre-amarela, o que erradicou efetivamente a doenca. No entanto a
descontinuacdo dessa campanha originou nova infestacdo do mosquito nas zonas (areas)
onde havia ocorrido a erradicagdo. ©

No inicio do século XXI verificou-se que mais de 100 paises tropicais sdo
endémicos para a dengue. Destes, cerca de 60 paises tém relatado casos de FHD, tornando
a febre de dengue (FD) / FHD numa das principais arboviroses nos seres humanos. (figura
1.1) Estima-se que ocorram por ano entre 50 a 100 milhGes de casos de FD entre os quais
centenas de milhares de casos de FHD e, em alguns paises, com uma taxa de letalidade
de 10 a 15%. ©
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Figura 1.1 — Numero médio de casos de dengue e dengue grave notificados a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), em periodos de varios anos, de 1955-2007 e, por ano, de 2008
a 2010. (Adaptado de )

1.2. Epidemiologia

Na atualidade, a dengue é considerada como uma grande preocupacdo para a
Saude Publica em todas as regides tropicais e subtropicais do mundo. E a doenca viral
transmitida por mosquitos com a mais rapida propagacéo, com um aumento de 30 vezes

na incidéncia global nas ultimas 5 décadas. 9

Estima-se que cerca de 3,6 mil milhdes (bilibes) de pessoas vivem em areas

tropicais e subtropicais, onde os virus da dengue tém o potencial para serem transmitidos.
(11,12,13)
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As estimativas globais variam, mas ocorrem anualmente entre 50 e 200 milhdes
de infecbes por dengue, dos quais 500.000 episodios de dengue grave (FHD / Sindrome
de choque da dengue - SCD) e mais de 20.000 mortes relacionadas com a dengue. 415

A figura 1.2 evidencia a distribuicdo geogréafica das areas de risco global de dengue.
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Figura 1.2 — Distribuigéo do risco global da dengue (determinac&o da condigéo de risco
com base em relatorios combinados da OMS, o Centro Norte-Americano para Controlo
e Prevencdo de Doengas, Gideon on-line, ProMED, DengueMap, Eurosurveillance e
literatura publicada). (Adaptado de 1?)

A (ltima epidemia de dengue que atingiu a Europa ocorreu entre 1926 e 1928, na
Grécia 9 foi provocada pelo vetor Ae. aegypti e resultou num elevado niimero de casos
mortais. Nos nossos dias existe uma ameaca muito real de surtos de dengue na Europa,
pois sdo observados com frequéncia casos importados em viajantes. Em 2010 foram
registados casos de dengue na Croacia e em Franca. ¢1%

No nosso pais, na Madeira, um arquipélago no Atlantico situado a mesma latitude
da costa norte de Africa, foi relatada a presenca do principal vetor da dengue, Ae. aegypti,
em 2005. O vetor pode estabelecer-se devido ao clima sub-tropical e abundante vegetagéo
existentes na ilha. Em 2012, a Madeira registou o seu primeiro grande surto de dengue.
Este surto resultou em 2164 casos notificados até fevereiro de 2013, com 78 casos
importados de viajantes que partiram da Madeira e que foram detetados em outros 13
paises da Europa. @

Em 2012, a dengue foi novamente classificada pela OMS como a mais importante
doenca viral transmitida por mosquitos no mundo “9, devido a significativa expanséo

geografica do virus e seu vetor em areas anteriormente néo atingidas e do pesado encargo
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subsequente da doenca. %111216.17) Na maioria dos paises atingidos, a morbilidade
e mortalidade recai sobre as criangas. 819

Devido a fraca vigilancia da doenca, ao baixo nivel de elaboragdo de relatorios, a
baixa taxa de letalidade, a dificuldades no diagnostico e a analises comparativas
inconsistentes, a verdadeira incidéncia e o impacto da dengue sdo provavelmente
significativamente maiores do que aqueles que s&o atualmente relatados. 12021 Assim,
a verdadeira incidéncia global da doenca e o impacto econémico associado séo
desconhecidos. @® No entanto, Brady et al ?? iniciaram uma série de etapas consensuais
para evidenciar a incidéncia global da dengue e determinar com maior aproximacao a
extensdo da populagdo em risco. Na publicacdo de 2012, Brady et al, sugerem que um
total de 3.970 milhdes de pessoas, vivendo em 128 paises, estdo em risco de dengue em
todo o mundo, dos quais 824 milhdes residem em zonas urbanas e 763 milhdes em zonas
suburbanas. 2 Os mesmos autores, usando abordagens cartograficas, sugeriram em abril
de 2013 o aparecimento de 390 milhdes de infe¢bes por dengue anualmente, em todo o
mundo, incluindo infe¢cdes sintométicas e assintomaticas, quase o dobro do valor mais
elevado reportado até & data. ®®

Este aumento tem sido associado a mudancas sociais, tais como o crescimento da
populagéo, aumento da urbanizagao, particularmente em cidades tropicais com deficiente
tratamento de agua e residuos, levando a proliferagdo das espécies de mosquitos Aedes
aegypti e Aedes albopictus que transmitem o virus da dengue (DENV). A migracédo
humana, o comércio e as viagens internacionais estdo constantemente a introduzir novos
vetores e espécies patogénicas em novas areas geograficas. Tem também sido sugerido
que o aumento das temperaturas e as alteracfes climaticas globais podem promover a
disseminacdo de mosquitos vetores em novas éareas. 24

Apesar do nivel de incerteza sobre o numero total, os dados fornecidos da OMS
relativos a regiGes onde ha transmissdo de dengue apontam para mais de 125 paises

endémicos para a dengue em todo o mundo. 32
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1.3. Etiologia

A dengue é uma infecdo viral aguda transmitida ao homem através da picada de
mosquitos do género Aedes, principalmente as espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus.
(10,11)

Existem quatro serotipos distintos do virus da dengue, os quais pertencem a
familia Flaviviridae e género Flavivirus. Qualquer um dos quatro virus antigenicamente
distintos, ou serotipos, designado por virus da dengue DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4, podem causar FD, uma infegdo viral aguda caracterizada por febre, erupcéo
cutanea, dor de cabeca, dores musculares e articulares e nauseas, bem como formas mais
graves da doenca. Ocasionalmente a FD pode progredir para FHD e SCD, doencas
potencialmente fatais associadas a extravasamento vascular, hemorragia e choque. %27
Por outro lado, é cada vez mais reconhecido que a maioria das infegdes provocadas pelo
DENYV sdo assintomaticas, provocando apenas desconforto, sintoma insuficiente para que
o afetado procure uma consulta clinica. ?® No entanto, 1 a 5% de infe¢des originam a
forma de dengue grave (FHD/SCD), que ameaga a vida. ¢

Foi proposto um novo serotipo do virus da dengue DENV-5, descrito
recentemente na Malasia. Este € um virus mais estreitamente relacionado com DENV-4
e a sua implicacdo na salde publica é ainda incerta. ¢

A infecdo com qualquer um dos quatro serotipos do DENV induz protecédo e
imunidade a esse serotipo, mas ndo confere protecdo a longo prazo contra uma infecao
provocada por outros serotipos. ©2

As infecdes secundarias com o virus da dengue provocadas por um serotipo
diferente sdo mais graves do que as infecGes primarias e constituem um fator de risco

para a dengue grave. 3
1.4. Virus da dengue

1.4.1. Estrutura

Os virus do género Flavivirus, ao qual pertence o DENV, apresentam uma
morfologia esférica com didmetro de aproximadamente 50 nm, na forma madura (figura
1.3, (B)). ®43® S3o virus em envelope que apresentam superficie relativamente lisa > e

simetria icosaédrica.



“Quimioterapia da dengue; Farmacos disponiveis e perspetivas de novas terapéuticas”

=
Figura 1.3 — (A) Estrutura do virus na forma imatura. Possui 60 espiculas (circulo) na sua
superficie, tornando-a menos lisa que a forma madura. (B) Estrutura do virus maduro. A
membrana € lisa e € completamente coberta por uma estrutura proteica. Os diferentes
dominios da proteina E sdo representados por diferentes cores — vermelho: dominio I,
amarelo: dominio 1l e azul: dominio I11. (Adaptado de ©®)

O genoma do DENV ¢ constituido por um segmento de ARN de cadeia positiva
de aproximadamente 11000 bases. #7349 O genoma do virus codifica trés proteinas
estruturais, a proteina capside - C, que envolve o ARN viral e duas glicoproteinas
transmembranares ligadas: a prM, proteina percursora de membrana e envelope E que
constituem o envelope viral e sete proteinas ndo estruturais NS — NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, NS5 414243 como representado na figura 1.4.

DENV Imaturo
Proteinas préM-Envelope

Bicamada lipidica
Nucleocapside isocaédrica

ARN

5 Genes estruturais » Genes nio estruturais .
sicho i @+ |22 3 paduenbas ¥

DENV Maduro
Proteina Envelope

Bicamada lipidica
Nucleocapside isocaédrica
ARN

Figura 1.4 — As caracteristicas estruturais e gendémicas do virus da dengue (DENV). O
virido contém uma cadeia simples de ARN positiva, que é encapsulado no interior da
nucleocépside e envolvida por uma bicamada lipidica incorporando glicoproteinas. O
ARN gendmico possui uma unica fase de leitura, que codifica 10 proteinas virais: trés
proteinas estruturais (C, prM e E) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2a, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5). Estruturas virais imaturas possuem 60 glicoproteinas pr-M-
E dispostas com saliéncias. Estruturas virais maduras tém uma estrutura lisa glicoproteica
constituida por 90 dimeros de proteinas envelope. C, capside; E, envelope; prM, pré
me(rgl))rana; NS, ndo-estrutural; ss-ARN, cadeia simples de &cido ribonucleico. (Adaptado
de ¥3),
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As extremidades 5' e 3' sdo sequéncias nao codificantes. A extremidade 5' € uma
regido com importancia na replicagdo viral. Os elementos conservados na regido 3'
influenciam as propriedades do virus, incluindo a replicacdo do virus, o tropismo da célula
hospedeira, a especificidade do vetor, a patogenicidade e a viruléncia. ¢ 49

O polipéptido processado apresenta varias funcées. Multiplas copias da proteina
capside — C (11 kDa) encapsulam o ARN gendmico viral para formar a nucleocépside
viral que é envolvida por uma dupla camada lipidica derivada da célula hospedeira, onde
se encontram ancoradas cerca de 180 copias de proteinas M e E. A proteina estrutural M
¢ a mais pequena (~8kDa), sendo um pequeno fragmento proteolitico do seu precursor
prM (21 kDa). “9 A proteina de envelope — E (53 kDa) juntamente com a proteina M
formam o revestimento externo da particula viral madura. A glicoproteina E, como se
encontra exposta na superficie do virus € responsavel por importantes processos como a
ligacdo ao recetor celular, atraves de recetores, como o sulfato de heparina, DC-SIGN —
(Intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin) e fusdo da membrana viral
com membrana da célula, além de ser o principal determinante antigénico, sendo alvo da
resposta imuno-protetora no hospedeiro vertebrado. 4647

A proteina E possui trés subunidades individuais que constituem os trés dominios:
I, Il e 11I: o dominio | forma o dominio estrutural, o dominio Il liga o dominio estrutural
ao dominio de ligagdo e o dominio 111 constitui o principal dominio de ligagdo do virus.
“8). Este dominio atua na interacdo virus-célula, apresentando zonas que se ligam a
recetores presentes na superficie das células hospedeiras. Esta interacdo é responsavel
pela endocitose da particula viral. (454950

As proteinas NS sdo proteinas ndo estruturais requeridas na replicacdo e tradugédo
do genoma, exercendo também um papel na montagem e libertacdo das particulas e na
invasio do sistema imune. 152

A proteina ndo estrutural NS1 é uma glicoproteina (46 kDa) que tem um papel
importante na replicagdo do ARN. Foram detetados elevados niveis de secre¢do da NS1
no soro de pacientes infetados com DENV durante infecdes agudas. ®® Assim, a secrecéo
de NS1 pode estar relacionada com a infe¢do provocada pelo DENV, e tem sido proposta
como um parametro de prognostico para a gravidade da doencga. ¢4

A proteina NS2A esta envolvida na montagem de virus e na replicacdo do ARN.
Estudos mostraram que uma mutacdo na NS2A blogueia a produgédo de virus e que a
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NS2A atua também como antagonista do interferdo (IFN) por inibicao da sinalizacéo de
IFN. ©®

A NS2B encontra-se associada a NS3, atuando como cofator do complexo
proteolitico viral (serina protéase NS2B-NS3). ©6)

A NS3 é uma proteina multifuncional que esta envolvida na replicacdo do ARN.
Possui multiplas atividades enzimaéticas, incluindo serina protease com NS2B-NS3 que
regula o processamento da poliproteina, e atividade como NTPase (hidrolisa ATP para
fornecer energia durante os processos de replicacdo) e helicase (associada ao processo de
replicacdo). ¢”

A NS4A forma o componente do complexo ligado a membrana na replicagdo
viral. A sua regido terminal C serve como uma sequéncia de sinalizacdo para a
translocacio de NS4B adjacente para o Iimen do reticulo endoplasmatico (RE). #4258

A NS4B regula a replicacdo de ARN através da sua interacdo com a proteina NS3.
A NS4A e NS4B, também tém sido relacionadas com o blogueamento da sinalizacdo
interferdo tipo 1. 4259

A porcdo C-terminal da NS5 possui uma sequéncia com atividade de ARN
polimerase dependente de ARN que é responsavel pela replicacdo, sintetizando copias
negativas e positivas do ARN viral. As cadeias negativas servem de molde para a
transcricdo das cadeias positivas de ARN que serdo utilizadas para a tradugé@o de novas
poliproteinas e/ou seguirdo para a montagem da nucleocépside das particulas virais. %

1.4.2. Vetor

Os quatro sorotipos do virus da dengue apresentam uma historia natural
semelhante, incluindo os seres humanos como o principal hospedeiro vertebrado e
mosquitos do género Aedes, especialmente Aedes aegypti (figura 1.5A), Aedes albopictus

(figura 1.5B) e Aedes polynesiensis, como vetores. €9

. N/ \
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Figura 1.5 — A - Aedes aegypti; B - Aedes albopictus. (Adaptado de 6V)
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Aedes aegypti € o principal vetor da dengue a nivel mundial. E uma espécie
tropical e subtropical amplamente distribuida em todo o mundo, principalmente entre as
latitudes 35° N e 35° S. Estes limites geograficos correspondem aproximadamente a uma
isotérmica de inverno de 10°C. Foi também encontrada Aedes aegypti a 45° N mas tais
invasdes ocorreram durante 0s meses mais quentes e 0S mosquitos ndo sobreviveram aos
invernos. Além disso, devido as temperaturas mais baixas, Aedes aegypti ndo é
encontrado geralmente acima de 1000 metros de altitude. ¢4

Aedes aegypti prefere colocar os seus ovos em recipientes de agua artificiais. Os
estagios imaturos sdo encontrados em habitats cheios de &gua, principalmente em
recipientes artificiais intimamente associados com habitaces humanas, muitas vezes
dentro de casa. Estudos sugerem que a maior parte das fémeas de Aedes aegypti podem
viver toda a vida em torno das casas, onde os insetos emergem como adultos ¢4 vivendo
em estreita proximidade com os seres humanos e alimentando-se preferencialmente
destes em detrimento de outros vertebrados. Os seres humanos s&o os hospedeiros
primarios do virus ©4%2 mas este também circula em primatas ndo humanos (figura 1.6).
(63) Os vetores mordem geralmente durante o dia, particularmente no inicio da manha e a

noite, 1% podendo a infegdo ser adquirida através de uma Gnica picada. ¢

Ciclo Silvestre Ciclo Urbano

TN

\ x,/ \

Figura 1.6 — Representac&o da transmissdo do DENV. (Adaptado de ©®)
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1.4.3. Ciclo de vida
1.4.3.1. No mosquito

A infecdo provocada pelo virus da dengue ndo tem um efeito patogénico direto
sobre o vetor mosquito. ® O virus da dengue que circula no sangue de seres humanos
com virémia (infetados com DENV), é ingerido por mosquitos fémea Aedes aegypti
durante a alimentacéo (picada). Apds a ingestao de sangue (contendo virus), o virus chega
ao intestino médio do mosquito, ligando-se a recetores da superficie celular do epitélio
do intestino do mosquito onde o virus se pode replicar e tornar-se infecioso, difundindo
para 0 hemocélio (cavidade onde circula a hemolinfa, parte do sistema circulatorio aberto
de invertebrados) disseminando-se e infetando tecidos secundarios, incluindo as
glandulas salivares. G450 Apds o periodo de incubagdo extrinseco de 8 a 12 dias
(dependendo de fatores bioldgicos tais como a estirpe do mosquito e o genétipo do virus
e de condicBes ambientais como a temperatura, alimentacdo das larvas e quantidade de
virus ingeridos) @Y o virus pode ser transmitido a outros seres humanos durante a
subsequente picada (alimentagdo) do mosquito, permanecendo este como vetor infetante
para o resto de sua vida. 346085 Qs seres humanos infetados s&o os principais portadores
e transmissores de DENV, servindo como principal fonte do virus para mosquitos néo
infetados. Para ocorrer a transmissdo, a fémea Aedes aegypti deve morder um humano
infetado durante a fase virémica da doenca, que dura geralmente 4 a 5 dias ou até 12 dias.
(934600 Ha também evidéncias de laboratorio e de campo de que a DENV pode ser
transmitida verticalmente através de ovos infetados, proporcionando uma possivel
explicacdo para a capacidade do DENV persistir em areas endémicas durante as estacdes

secas ou frias. ¢V

1.4.3.2. No hospedeiro vertebrado

O tropismo celular do DENV é amplo e estd adaptado para alternar entre dois
hospedeiros diferentes: os seres humanos e 0s mosquitos. O DENV é capaz de infetar in
vitro uma grande variedade de linhas celulares. No entanto, in vivo, somente alguns tipos
de celulas humanas demonstraram suportar a replicacio do DENV. O sistema
hematopoético e principalmente as células da linhagem mieloide (células dendriticas,
mondcitos e macrofagos) séo os principais locais de replicacdo do DENV, embora outras
células de origem ndo hematopoiética, tais como as células de Kupffer, hepatdcitos,

células endoteliais, neurénios e microglia, possam também ser infetadas. ©%67)

10
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Quando um mosquito infetado se alimenta de uma pessoa saudavel, o virus ¢
inoculado por via subcutanea. % O virus da dengue propaga-se principalmente através
da pele, epiderme e derme, onde existem células dendriticas, sendo as células de
Langerhans DC o primeiro alvo para a infecdo. %77 Subsequentemente a proliferacio
de virus ocorre em células-alvo, tais como mondcitos e macréfagos. (/2

O virus entra nas células hospedeiras por endocitose mediada por recetores,
envolvendo a ligagdo da proteina viral a recetores de superficie existentes na membrana
celular das células do hospedeiro. ™

As moléculas-alvo mais importante no processo de entrada do virus de dengue na

célula do hospedeiro séo os fatores de ligacdo e recetores (figura 1.7).
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Figura 1.7 — Representacdo esquematica do processo de entrada do virus da dengue na
célula. O virus da dengue utiliza recetores de membrana para entrada na célula. O virus
maduro liga-se a um recetor da membrana celular (a). A entrada na célula ocorre através
da endocitose mediada por clatrina (b). Forma-se uma vesicula endocitica (c). A
diminuigdo do pH na vesicula endocitica promove alteracfes conformacionais na proteina
viral envelope (dimeros de proteinas passam a trimeros). Finalmente formam-se poros e
0 genoma do virus é libertado no citoplasma da célula (d). (Adaptado de (%)
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Foram identificadas varias moléculas como possiveis recetores para 0 virus em
celulas de mamiferos, incluindo moléculas de adesdo intercelular especificas de células
dendriticas 3-grabbing nonintegrin (DC-SIGN; CD209), ">® ¢ sulfato de heparano, (")
0 CD14, ™ o recetor de manose, ® as proteinas HSP90 / HSP70 (heat-shock protein),
89 a proteina 78, reguladora da glucose (GRP78), ®Y o recetor da laminina ©? e as
proteinas TIM e TAM. ) Existem evidéncias experimentais que sugerem que o virus da
dengue pode também entrar nas células humanas através da interagdo com outras
moléculas, incluindo o recetor de vitronectina, @ e a claudina 1. % Varios desses
recetores tém sido considerados alvos potenciais para o desenvolvimento de
medicamentos contra o virus de dengue. Tem sido sugerido que a ligacao do virus a célula
pode necessitar de interagdes multiplas e sequenciais com Varios tipos de recetores. DC-
SIGN e glicosaminoglicanos (GAGS) constituem a primeira linha de fatores de fixacéo.
Uma segunda linha de recetores de afinidade mais elevados podem ser recrutados em
seguida para permitir a entrada viral, fornecendo uma possivel explicacéo para o tropismo
diversificado de tecidos do virus. "

Até a data as bases moleculares da interacao entre os recetores membranares e a
proteina E do DENV ndo sdo ainda bem conhecidas.

DENV entra nas células humanas (e nas do mosquito) através de endocitose
mediada por clatrina, formando-se uma vesicula endocitica. ©88%909192) \/an der Schaar
et al (2008), demonstraram por rastreamento de particulas que as particulas de DENV se
difundem ao longo da superficie da célula para uma invaginagdo pré-existente revestida
de clatrina. Esta evolui para uma vesicula que contém o virus, constituindo endossomas
iniciais que subsequentemente amadurecem, formando endossomas finais. %%

Apds a invasdo e acidificacdo do endossoma (vesicula endocitica) ocorre a fuséo
das membranas virais e vesiculares mediada por alteragdes conformacionais na proteina
E, ®® 0 que permite a libertacio da nucleocapside no citoplasma da célula hospedeira. A
nucleocapside encontra-se no interior do citoplasma, ocorrendo a libertacdo do genoma
do virus, que envolve a dissociacdo da proteina que constitui a capside do ARN. O ARN
viral de sentido positivo é libertado no citoplasma e funciona como um ARNm. A
traducdo do ARNm de uma Unica fase de leitura (Open Reading Frame -ORF) ocorre no
reticulo endoplasmaético rugoso (RER) produzindo uma grande poliproteina. A
poliproteina viral é clivada em 10 proteinas maduras. A extremidade N-terminal da

poliproteina codifica trés proteinas estruturais (capside, prM e E) e o resto do genoma

12
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codifica sete proteinas ndo estruturais (NS). A maturacdo da poliproteina é realizada pelo
hospedeiro e por proteases virais. O sinal da peptidase pelo hospedeiro no limen do RE
é responsavel pela clivagem N- terminal das proteinas prM, E, NS1 e NS4B, enquanto
que o processamento da maioria das outras proteinas ndo estruturais, bem como a
extremidade C-terminal da proteina da capside, é efetuado pela protease viral NS2B-3 no
citoplasma de células infetadas. ©®

A clivagem C-terminal da proteina NS1 é efetuada por uma protease nao
identificada, também localizada no limen do RE. Finalmente a protease furina é
responsavel pelo processamento da proteina prM no complexo de Golgi, durante a
maturacéo da particula viral. ¢4

A sintese de ARN ocorre em estreita associagdo com membranas celulares dentro
dos pacotes de vesiculas, nos chamados complexos de replicacdo viral. O processo inicia-
se com a sintese da cadeia negativa complementar de ARN, gque serve como molde para
a amplificacdo da cadeia positiva adicional do ARN gendmico. A reacdo enzimatica é
catalisada pela proteina NS5, em associa¢do com a NS3 e com outras proteinas virais NS,
e presumivelmente com fatores do hospedeiro. Os genomas recém-sintetizados podem
ser usados para a traducdo de mais proteinas, ou associam-se com a capside para gerar
novas particulas virais. Uma vez formadas, as nucleocépsides passam ao limen do RE
onde adquirem a bicamada lipidica em conjunto com as proteinas virais E e prM. As
particulas recém-produzidas sofrem maturacdo no complexo de Golgi (através da via
secretoria). A proteolise da proteina de prM mediada pela furina tem lugar na rede trans-
Golgi, provocando um rearranjo, conduzindo a homodimerizacdo da proteina E e a
formagc&o de particulas virais maduras.

Os virus maduros sdo libertados da célula hospedeira infetada por exocitose e véo
infetar outras células do corpo, continuando assim a infecdo. “? O ciclo de replicacio

viral encontra-se esquematizado na figura 1.8.
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Figura 1.8 — Ciclo de replicacdo viral. A entrada da particula viral ocorre por endocitose
mediada por recetores. A pH é&cido, no endossoma, a proteina E sofre mudancas
conformacionais que levam a fusdo das membranas viral e endossomica (a). O ARN viral
é traduzido e inicia-se o0 processo de replicacdo (b). A montagem das particulas virais
ocorre no RE (c,d), e as novas particulas imaturas recém formadas seguem pela via de
secrecdo e completam a maturacdo no Complexo de Golgi (e). Posteriormente os virus
s&o libertados pela célula hospedeira (f). (Adaptado de ©9).

1.5. Manifestagdes clinicas

O numero de focos de dengue aumentou na Ultima década, o que contribuiu para
0 aumento anual da populacdo em risco. A OMS estima que mais de 3,5 bilides de pessoas
estdo em risco de infecdo pelo DENV, surgindo cerca de 390 milhdes de novas infe¢des
em cada ano, das quais 96 milhdes sio sintomaticas. 3

A dengue é uma patologia que apresenta um amplo espetro clinico. Embora muitas
infecdes provocadas pelo virus da dengue (DENV) em criancas mais jovens parecam ser
assintomaticas, as criancas mais velhas e os adultos costumam apresentar sintomas. A
razdo entre casos assintomaticos/sintomaticos € influenciada por uma variedade de
fatores, incluindo o estado imunolégico do individuo e a estirpe do virus infetante. A
infecdo com qualquer um dos quatro serotipos de DENV tem potencial para envolver
todos os 6rgaos humanos e pode causar uma grande variedade de manifestagdes clinicas
que variam de doenca febril leve a doenca grave e mortal. ?%3% A figura 1.9 ilustra as

manifestacdes clinicas da infecdo provocada pelo virus da dengue.
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Dengue: Infecio viral
|

l l

Assintomatica Sintomatica
Sindrome febril Febre de dengue (FD) Febre hemorrigica da dengue
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Figura 1.9 — Representacdo esquematica das manifestacdes da infe¢cdo provocada pelo
virus da dengue. (Adaptado de ©7).

Surgiu na década de 1960 uma visdo classica que defendeu que a doenca
sintomética da dengue poderia ser separada em duas categorias, conforme os diferentes
sindromes clinicos: febre de dengue (FD) e febre hemorragica mais severa de dengue
(FHD). A FD foi descrita como uma doenca febril ndo especifica, com sintomas
proeminentes, enquanto a FHD foi definida como um sindrome distinto caracterizado por
aumento da permeabilidade vascular, alteragdes de hemostasia e hemorragias (899100,
Porém, ao longo dos ultimos 50 anos tornou-se claro que existe um espetro continuo de
doenca e que estas caracteristicas particulares, embora muitas vezes apresentadas em
conjunto, ndo sdo requisitos absolutos de doenca grave, pois podem também ser
observadas em casos menos complicados. (101.102103.104.105) por conseguinte o sistema de
classificacdo foi revisto, tendo contudo sido adotado pela Organizacdo Mundial de Saude
em 2009, separando a doenca clinica de dengue em duas categorias principais, dengue e
dengue grave (severa), de acordo com varias outras doencas de importancia global que,

segundo a OMS vao de doenca febril a doenca severa, podendo em alguns casos ser fatal.

1.5.1. Descricao clinica geral da patologia da dengue sintomatica

Na sequéncia de uma picada de mosquito infetado hd um periodo de incubacéo
que dura até 2 semanas (geralmente 5-7 dias) ap6s o qual o individuo desenvolve sintomas
repentinos. A doenca, segue geralmente trés fases: uma fase febril inicial, uma fase critica
que comeca 4-5 dias apds o inicio da febre, quando as complica¢des podem desenvolver-

se, seguindo-se a fase de recuperacio espontanea, 134 figura 1.10.
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Figura 1.10 — Evolucao clinica da doenca da dengue. (Adaptado de ©4).

A fim de garantir um bom resultado para esta doenca dinamica e multifacetada é
importante que os médicos estejam cientes da gama de problemas clinicos que podem
surgir durante as diferentes fases da doenca. A chave é o reconhecimento precoce e a
compreensdo dos problemas clinicos durante as diferentes fases da doenca, levando a uma
abordagem racional para a gestdo de casos e um bom resultado clinico. Uma resposta da
linha de frente, bem gerida ndo sé reduz o nimero de internamentos hospitalares

desnecessarias, mas também salva a vida de pacientes com dengue. 4

1.5.1.1. Fase febril

A fase febril tem geralmente a duragdo de 3 a 7 dias. O paciente tem um inicio
subito de febre alta 39-40° C, acompanhado por sintomas inespecificos, incluindo dor de
cabeca, mal-estar geral, nduseas, vomitos, mialgia e dor nas articulacdes. (106:107:108.109) A
dor de cabeca pode ser grave e é frequentemente associada a uma sensa¢do de pressao
atras dos olhos, juntamente com dor no movimento dos olhos. Outros sintomas comuns
incluem sensagdo de alteracdo do paladar, dor abdominal tipo cdlica, constipacdo ou
diarreia e, ocasionalmente, distria. Tosse, dor de garganta e rinorreia estdo por vezes
também presentes, mas sdo observados com menos frequéncia do que € habitual em outras
doencas virais. %D QOcasionalmente, a temperatura pode subir para 40-41°C durante

estes primeiros dias, podendo ocorrer convulsdes febris em criangas mais suscetiveis.
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No exame efetuado observa-se rubor facial, derrame conjuntival e eritema
generalizado do tronco. E comum um discreto aumento generalizado dos nddulos
linfaticos. O figado é muitas vezes palpavel e macio embora raramente marcadamente
aumentado, ndo sendo comum a ictericia. A esplenomegalia é ocasionalmente observada
em criancas pequenas. Manifestacfes hemorragicas leves, como petéquias na pele e / ou
hematomas nos locais de puncdo venosa, sdo por vezes observados, embora a maioria dos
pacientes ndo sintam nenhum sangramento no momento da pungéo. Ocorre por vezes
sangramento da mucosa, a partir do nariz, gengivas, ou dos tratos gastrointestinal ou
geniturinarios, mas geralmente ndo é clinicamente significativo. O exame de urina revela
frequentemente hemataria microscopica e, em pacientes do sexo feminino pds-puberes,
pode ocorrer sangramento menstrual anormalmente elevado. GV

Os dados laboratoriais incluem trombocitopenia e leucopenia leve a moderada,
muitas vezes com elevacdo discreta das transaminases hepaticas. 213 A febre alta
persiste por 3-7 dias e, normalmente, termina abruptamente. Ocasionalmente, um padréo
de Saddleback pode ser observado com uma queda inicial na temperatura seguido por um
breve recrudescimento da febre moderada. Com a progresséo da doenca o paciente torna-
se anoréxico e pode mostrar marcada letargia e prostracdo. Quando a temperatura baixa,
a maioria dos pacientes recupera sem complica¢fes. No entanto, um pequeno nimero de
individuos pode vir a desenvolver complicacbes em todo o tempo febril; a rapida
identificacdo desses individuos, bem como a sua transicdo para a fase critica, é essencial
para facilitar a gestdo eficaz dos processos, 1) uma vez que as manifestacdes clinicas s&o
indistinguiveis entre 0s casos de dengue e dengue grave. Portanto a monitorizacdo do
aparecimento dos sinais de gravidade e outros parametros clinicos (tabela 1.1) sdo cruciais

para reconhecimento do inicio da fase critica. ¢

1.5.1.2. Fase critica

A fase critica tem inicio entre os 3° a 6° dia da doenga, tendo geralmente uma
duracdo de 48-72 horas. Pode desenvolver-se um conjunto de problemas sistémicos nesta
fase da doenga. A complicagdo mais temida € uma vasculopatia inexplicavel pela qual
um aumento da permeabilidade vascular resulta num sindrome de vazamento capilar. As
elevadas perdas de plasma podem levar a choque hipovolémico, uma complicacéo
potencialmente fatal mas que ocorre num pequeno namero de casos. A permeabilidade

capilar alterada é muitas vezes acompanhada de manifestagdes hemorragicas e alteragoes
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hematoldgicas. Estas trés caracteristicas estdo muitas vezes presentes em conjunto, sendo
contudo aceite que a infecdo por dengue altera diferentes sistemas fisioldgicos em
diferentes graus em cada paciente e que a relativa importancia das anormalidades
resultantes determina o quadro clinico geral. (02110

N&o existe um acontecimento especifico que determine o inicio desta fase, mas
muitas vezes o derrame vascular torna-se aparente cerca de 3-4 dias desde o inicio da
doenga, com choque (caso ocorra), que tipicamente se desenvolve dentro de 24 horas a
partir do periodo defervescente. O envolvimento de 6rgdos especificos pode ser
observado em alguns individuos, geralmente como consequéncia secundaria dos
desarranjos sistémicos citados acima (os efeitos sdo suficientemente graves para
comprometer a perfusdo tecidual e a oxigenagdo), mas a infe¢do por dengue também pode
afetar diretamente 6rgaos especificos. %

A leucopenia progressiva, 1% seguida por uma rapida diminuicdo do ndmero de
plaquetas, precede geralmente a perda de plasma. Neste ponto, 0s pacientes que nédo
sofreram aumento na permeabilidade capilar irdo melhorar mas aqueles que sofreram
aumento da permeabilidade capilar podem piorar devido ao volume de plasma perdido.
O grau de perda de plasma ¢ variavel. O derrame pleural e ascitico pode ser clinicamente
detetavel, dependendo do grau de fuga de plasma e do volume de terapia de fluido (a
radiografia ao térax e a ultrassonografia abdominal podem ser ferramentas Uteis para o
diagnostico). O aumento, acima do hematocrito basal, reflete muitas vezes a severidade
da perda de plasma.

O choque ocorre quando um volume critico de plasma é perdido por
extravasamento. Muitas vezes é precedido por sinais de alerta. A temperatura do corpo
pode se mais baixa que a normal quando ocorre o choque. Com choque prolongado ocorre
a hipoperfusdo dos 6rgaos, resultando em insuficiéncia progressiva dos mesmos, acidose
metabdlica e coagulacdo intravascular disseminada. Este quadro conduz a hemorragia
grave, causando a diminuicdo do hematdcrito nos casos de choque severo. Em vez da
leucopenia geralmente observada durante esta fase da dengue, a contagem de glébulos
brancos total pode aumentar em pacientes com hemorragia grave. (%

Pacientes que melhorem apds o periodo defervescente sdo considerados casos de
dengue ndo grave. Alguns pacientes evoluem para casos mais graves e irdo manifestar

sinais de alerta (tabela 1.1). Os casos de dengue que apresentem estes sinais
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provavelmente irdo recuperar com re-hidratacdo venosa precoce, no entanto alguns casos

poderéo evoluir para dengue grave.

Tabela 1.1 — Sinais de alarme. (Adaptado de G%).

Dor abdominal ou sensibilidade
VoOmitos persistentes

Acumulacéo de fluidos

Clinicos
Sangramento das mucosas
Letargia, agitagéo
Aumento do figado (> 2 cm)
Laboratoriais Aumento do hematocrito (HCT) e répida

diminuicdo na contagem de plaquetas

1.5.1.3. Fase de recuperagao

A fase de recuperacdo inicia-se geralmente entre o 6° e o 8° dia de doenca.
Sintomas como o aumento da permeabilidade vascular e hemostasia anormal sdo
transitorios e normalmente desaparecem ao fim de 48 -72 horas. A reabsor¢ao espontanea
de fluido corporal inicia-se entre do 6° e 0 8° dia da doenca e progride rapidamente, sendo
geralmente concomitante com a melhoria dos sintomas nos pacientes. Com uma gestédo
cuidadosa durante a fase critica, o resultado € geralmente bom, com convalescenca curta
e sem incidentes, especialmente em criancas. No entanto a convalescenga pode ser
prolongada em adultos, que por vezes apresentam cansaco profundo, astenia e depressao
durante a recuperacdo. *®) A perda de cabelo também foi observada durante a
convalescenca. 17

A disfuncdo de o6rgdos especificos (por exemplo insuficiéncia hepatica ou
miocardite) podem persistir por varias semanas apds a resolucao da vasculopatia. Muito
raramente, complicacdes como linfo-histiocitose hemofagocitica podem ser identificadas
em pacientes com febre persistente durante a fase de recuperagio. (118119.120.121)

Aparece por vezes uma nova erupcao cutanea durante a transicdo da fase critica
para a fase de recuperacdo, particularmente em criangas mais velhas e adultos, variando
de uma erupcdo maculopapular leve a uma aparéncia intensa com eritema e petéquias

densas intercaladas com ilhas de pele palida. O hematdcrito estabiliza ou pode ser inferior,
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devido ao efeito de diluicdo do fluido reabsorvido. As manifestacdes clinicas observadas

nas diferentes fases de dengue encontram-se resumidas na tabela 1.2.

Tabela 1.2 — Fases febril, critica e de recuperacio na dengue. (Adaptado de %)

Fases Sintomas

Desidratacdo. Febre alta pode causar
Febril alteracbes  neurolégicas e  crises
convulsivas em  criancas.  Dificil

diferenciagdo com outras doencas febris.

Choque por extravasamento plasmatico.
Critica Hemorragia grave. Comprometimento

organico.

Hipervolémia em pacientes que receberam

Recuperacéo reposicdo volémica excessiva ou que se

prolongou a este periodo.

1.5.2. Dengue

Pacientes que apresentem a sintomatologia de caso de base (indicada na figura
1.11) séo diagnosticados como tendo dengue e o quadro pode evoluir para dengue grave
se 0 paciente desenvolver qualquer uma das trés grandes classes de complicacdes
descritas. Pretende-se que o sistema seja simples e intuitivo, tornando-se de preferéncia
rotineiramente incorporado em cada avaliacdo clinica, de modo a facilitar a abertura
imediata do algoritmo de tratamento relevante se qualquer uma das complicacBes se
desenvolver. No final do episodio de doenca deve ser reportada a classificacdo final para
fins epidemioldgicos, possibilitando assim a recolha de dados de vigilancia normalizados.
(1)

Dada a heterogeneidade acentuada da doenga da dengue foram levantadas
preocupacdes sobre o potencial excesso de diagndstico usando este sistema. %2 No
entanto, como a figura indica, quando ndo hé sinais de vazamento de plasma (o indicador
patognomonico de envolvimento vascular), a confirmagdo laboratorial da dengue é
desejavel. Estdo em curso investigacGes para tentar identificar os melhores marcadores
clinicos da doenca da dengue, por forma a desenvolver um diagndéstico laboratorial

confiavel e acessivel para uso em areas endémicas.

20



“Quimioterapia da dengue; Farmacos disponiveis e perspetivas de novas terapéuticas”

1.5.2.1. Dengue com sinais de alerta

Durante a transicéo do estado febril para as fases criticas é crucial para os clinicos
terem em atencdo os sinais de alerta de que o paciente possa estar a desenvolver um
derrame vascular significativo. Estes sinais de deterioracdo iminente incluem vémito
persistente, dor abdominal cada vez mais intensa, tendéncia para hepatomegalia, uma
subida alta do hematocrito com uma rapida diminuicao na contagem de plaquetas, efusdes
serosas, sangramento das mucosas e letargia ou agitacdo. No entanto, também ¢é
importante lembrar que alguns pacientes podem evoluir para dengue grave sem
apresentarem sinais de alerta. Em principio, o desenvolvimento de qualquer sinal de alerta
deveria sinalizar a necessidade de internamento hospitalar, para observacdo e

consideracdo de intervencdo precoce. GV
1.5.2.2. Dengue grave

Séo classificados como tendo dengue grave os doentes que apresentem, em
qualquer momento do decurso da doenga, um ou varios dos problemas que seguidamente
se listam: perda de plasma resultando em choque e / ou acumulacédo de liquido suficiente
para causar desconforto respiratério; hemorragia grave; grave disfuncéo de érgdos (como
miocardite grave ou comprometimento hepatico). Um sistema em que qualquer
manifestacdo grave classifica os pacientes com dengue grave é considerado preferivel
para a vigilancia e deve facilitar a comunicagdo mais padronizada. A SCD permanece
proeminente na lista de complicacBes e concentra a aten¢do na permeabilidade capilar
alterada, extravasamento de plasma e chogue como as primeiras manifestacdes de doenca
grave. A hemorragia severa também esta incluida, embora seja reconhecida como uma
complicacdo menos comum, engquanto a incorporacdo de envolvimento grave em 6rgaos
como uma entidade especifica da aos clinicos a oportunidade de relatar casos que foram
previamente ignorados. As definicdes finais quanto ao que deve qualificar para o
envolvimento grave de 6rgdos especificos (por exemplo, envolvimento hepéatico) séo
suscetiveis de exigir refinamento adicional ao longo do tempo, ' mas o atual sistema é
concebido para permitir a extensdo de sindromas graves associados com a infe¢do por

dengue.
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Dengue - Sinais de alerta Dengue Grave

1. Grave extravasamento de
plasma

com sinais de alarme

2. Hemorragia grave
3. Grave disfuncio de orgaos

Dengue provavel

Viver ou ter viajado para areas

Sinais de alerta

(exigem uma estrita observagio e

Grave extravasamento do
plasma levando a:

endémicas de dengue. intervenciio médica) . Choque (SCD)
. do iquido
Febre e dois dos seguintes critérios: X ﬁl‘;llilf?gléa:cia cl'l:slplﬁ::dérisa
. Dor abdominal ou
i sensibilidads Hemorragia grave

. Nauseas/Vomitos Voémitos persistentes vl Al Ry

I Eripy a.o entiien . Acumulagdo de gl fenchipgt

. Cefaleia fluidos

. ?o.,- rect‘rolorbttén::l . . Sangramento das

: L:f:ceop:;i?o PRI fabrosae . Grave envolvimento dos
. Letargia e agitagiao

Dengue confirmada em . Aumento do figado orgaos
laboratério (importante quando (> 2 cm)

Aumento do
hematoécrito e répida
diminui¢io na
contagem das

ndo ha sinais de extravasamento de | ®

plasma) ° AlteragGes hepaticas —

transaminases AST ou
ALT = 1000 U/mL

laquetas
plaq a Coragdo e outros orgios
. Alteragoes da
consciéncia

Figura 1.11 — Sugestéo de classificacdo de casos de dengue com diferentes niveis de
gravidade. (Adaptado de ©%)

*Teste do lago - A pressdo arterial € medida utilizando um esfigmomanometro (aparelho
normal de medir pressdo arterial). A pressao da bracadeira é aumentada para metade do
valor entre a pressdo sistdlica e diastolica durante 5 minutos, em seguida é retirada.
Depois de 1 minuto, ou apoés a circulagdo normal da pele, é observado o resultado. O teste
é considerado como sendo positivo se existir um valor > a 10 petéquias/mm?, como
observado na figura 1.12. 2%

" -

..!A.

|
Figura 1.12 — Teste do laco positivo. (Adaptado de ©Y)
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1.6. Diagndstico

O diagnostico eficiente e preciso da dengue é de primordial importancia para os
cuidados clinicos (ou seja, a detecdo precoce de casos graves, a confirmacao de casos e 0
diagnéstico diferencial com outras doengas infeciosas) bem como as atividades de
vigilancia, o controlo de surtos, a patogenese, a pesquisa académica, o desenvolvimento
de vacinas e os ensaios clinicos, (124125126:127)

A febre da dengue pode ser facilmente confundida com outras doengas,
especialmente em paises ndo epidémicos. Considerando que possui um amplo espetro
clinico, hé a necessidade de pensar em possiveis diagndsticos diferenciais. Dependendo
da origem geogréfica do paciente, outras etiologias - incluindo infe¢bes por flavivirus
ndo-dengue devem ser descartadas. Estas incluem febre amarela, encefalite japonesa,
encefalite de ST. Louis e do Nilo Ocidental, outras causas de febre, como a rubéola,
mononucleose infeciosa, maléria, leptospirose, febre tifoide, riquétsiose, sarampo,
enteroviroses, influenza, sindromes gripais e febres hemorragicas (ébola). ¢4

A infecdo pelo DENV produz um largo espetro de sintomas, muitos dos quais
ndo sdo especificos. Assim, um diagnostico baseado apenas em sintomas clinicos nao é
confiavel. A réapida confirmacdo laboratorial do diagndstico clinico pode ser valiosa,
porque em alguns pacientes ocorre um progresso muito rapido da doenga, num curto
periodo de tempo, podendo evoluir para dengue grave e por vezes conduzir a morte. Uma
intervencdo rapida pode salvar vidas. %

Foi desenvolvida uma variedade de métodos de diagnéstico laboratorial para
apoiar a gestdo do paciente e controlo da doencga. A escolha do método de diagnéstico
depende da finalidade para a qual o teste é efetuado (por exemplo, diagnéstico clinico,
vigilancia epidemioldgica, desenvolvimento de vacinas), do tipo de instalacfes
laboratoriais e conhecimentos técnicos disponiveis, dos custos e do tempo da colheita da
amostra. ¢4

Existem métodos diretos e indiretos para diagnostico do DENV. Os métodos
diretos incluem o isolamento do virus, o isolamento do ARN viral e a detecdo de
antigénios. Nos métodos indiretos incluem-se as investigacdes sorologicas. No seu
conjunto, estes testes constituem as ferramentas de diagndstico de dengue. (26127

Em geral, os testes com alta sensibilidade e especificidade exigem tecnologias
mais complexas e experiéncia técnica, enquanto os testes rapidos podem comprometer a

sensibilidade e especificidade devido a rapidez e facilidade de execugdo. O isolamento
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do virus e detecdo de &cido nucleico sdo mais trabalhosos e caros, mas também séo
técnicas mais especificas do que a detecio de anticorpos usando métodos soroldgicos. G4
Enquanto os métodos diretos mostram ser de maior confianga, os métodos indiretos
mostram uma maior oportunidade para o diagnostico, sendo os mais amplamente
aplicados a préatica de rotina. Como representado na figura 1.13 existe uma relacao inversa
entre a facilidade de utilizacdo e acessibilidade de um método de diagndstico e a
confianca nos resultados do teste.

OPORTUNIDADE

METODOS DIRETOS METODOS INDIRETOS

o N
B 2%
Isolamento Detecio Detecdo Sorologia Sorologia
do virus de genoma do antigénio gM 126

CONFIANCA

Figura 1.13 — Métodos laboratoriais utilizados para o diagnéstico da infe¢do por dengue.
(Adaptado de 127),

Os principais avancos no diagndstico da dengue incluem inoculacéo do mosquito,
linhas de células de mosquito e anticorpos monoclonais especificos para o isolamento e
identificacdo do DENV, diagnoéstico serolégico para IgM por ELISA, a aplicacdo da
cadeia de reacdo da transcriptase-polimerase inversa, (RT-PCR) e RT-PCR em tempo
real, para detecdo e quantificacdo do genoma e, mais recentemente, a detecdo da proteina
NS1. @D A tabela 1.3 mostra os principais avancos no diagnostico da dengue, por década.
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Tabela 1.3 — Avancos no diagndstico da dengue por década. (Adaptado de Gb)

Década Isolamento viral Sorologia | Detegdo | Detecdo do Ag
do gene
1950-1960 | Ratos recém-nascidos IH+ CF
1970-1980 Linhas celulares de
mamiferos
Inoculacéo de
mosquito
1980-1990 Linhas celulares de Imunohistoquimica
mosquitos + IFA para detecdo de
(anticorpos antigénio
monoclonais
imunofluorescentes)
1990-2000 IgG ELISA | RT/PCR
2000-2011 Frascos especificos Kits Tempo Detecdo de
para isolamento do comerciais real antigénio NS1
virus (ELISA e RT/PCR
testes
rapidos)

Os marcadores de diagndstico a serem estudadas durante uma infecdo por dengue
dependem do tempo de infecdo, da resposta imune e dos métodos e técnicas a serem
utilizadas. Durante as fases iniciais da doenca, o isolamento do virus e a detecdo de
antigénios e de &cido nucleico podem ser usados para diagnosticar a infecdo. A Sorologia
é 0 método de escolha para o diagnostico no final da fase aguda da doenca. Uma vez que
um individuo é mordido por um mosquito infetado, o periodo de incubacédo é de 4 a 10
dias. A Virémia é observada 2-3 dias antes do inicio da febre e 5-6 dias ap6s esta. ©8)
Durante o periodo de virémia, o virus pode ser isolado e podem ser detetados 0 ARN e a
proteina NS1.

Um individuo pode desenvolver até quatro casos de dengue, um por cada um dos
serotipos da dengue. Dependendo do namero de infecdes, o individuo desenvolve uma
resposta primaria, secundaria, terciaria ou quaternaria a infecdo. Os anticorpos anti
dengue IgM sdo detetados na maior parte dos casos 5 a 6 dias apds o inicio da febre e,
geralmente, durante 60-90 dias, mas, por vezes, até 6 meses. 125128) Na infecao primaria,
os anticorpos IgG comecam a aparecer alguns dias apds o anticorpo IgM, geralmente
entre os 7-9 dias de febre. A concentracdo de anticorpos continua a subir lentamente
durante um periodo de semanas e 0s anticorpos permanecem detetaveis provavelmente

por toda a vida. Em infecBes secundérias, os anticorpos 1gG sobem rapidamente quase
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imediatamente apos o inicio da febre, atingindo niveis elevados na maioria dos pacientes,

como ilustra a figura 1.14.

IgG infecdo secundaria

IgG infecdo primaria

el —

15-21 >60

Dias

Figura 1.14 — Marcadores para o diagnostico da dengue. (Adaptado de ©V)

Anticorpos IgM, bem como um elevado titulo de anticorpos IgG no soro, séo
utilizados como marcadores de uma infecdo recente da dengue. A dete¢do de um aumento
de quatro vezes de IgG ou IgM para seroconversao de anticorpos em soros emparelhados
é considerado como confirmativo de infecdo. Os estudos de diagnéstico de dengue
permitem a confirmacdo de doencga aguda, inicial ou tardia, bem como a convalescéncia
da infecdo por dengue. A tabela 1.4 apresenta os métodos de diagndstico, as técnicas e as

amostras clinicas para a dengue.

Tabela 1.4 - Métodos de diagndstico, técnicas e amostras clinicas para a dengue.

(Adaptado de GY).
Meétodos de Técnica Amostra clinica Tempo de Condicoes de
diagndstico recolha de refrigeracéo
amostra
Isolamento Inoculacédo de Soro, plasma, Recolha na 2-8°C para 1 dia
do virus cultura de células tecidos fase aguda -80°C para
de mosquito longos periodos
Detecdo de Detecdo de NS1 Soro, plasma, Recolha na 2-8°C para 1 dia
antigénio Detecdo de tecidos fase aguda -80°C para
antigénio por longos periodos
imunohistoquimica
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Detecdo de RT-PCR Soro, plasma, Recolha na
genoma Tempo real RT- tecidos, tecidos fase aguda
PCR em parafina
Sorologia Detecéo de IgM Soro, plasma, Recolha apds
sangue recolhido 5-6 dias de
em papel de filtro febre 2-8°C paralou
2 dias
Detecdo de IgG Soros ou plasma Recolha de -20°C para
emparelhados, soros na fase | longos periodos
sangue recolhido aguda nos
em papel de filtro primeiros 5
dias de febre;
Soros

convalescentes
15-21 dias ap0os
arecolha da
amostra na fase
aguda

Sendo a dengue uma doenca aguda, o diagndstico precoce pode ser importante
para a gestdo de casos. O soro e 0 plasma sdo as amostras de escolha para a maioria dos
diagnosticos da dengue. Dependendo do tempo de colheita, eles podem ser testados para
o virus / ARN / detecdo de antigénios ou para estudos sorolégicos. Nos casos fatais, soro,
plasma, tecidos e coagulos sdo Uteis para a detecdo de virus.

Sendo o DENV ¢ termolabil, as condi¢cGes de armazenamento devem ser
cuidadosamente consideradas, tal como referido na tabela 1.4. Os dados minimos de
acompanhamento da amostra incluem: informacdo geral do paciente, antecedentes de
vacinacdo a Flavivirus, data de inicio da doenca, data da colheita da amostra, tipo de
amostra e diagndstico clinico presuntivo.

1.6.1. Diagnostico da dengue aguda

A detecdo durante a fase aguda da doenca permite o diagnéstico precoce do caso,
0 que pode ser importante para a gestdo dos casos clinicos. Sendo a duracdo da doenca
curta, a amostra clinica deve ser recolhida tdo cedo quanto possivel, de preferéncia nos
primeiros trés dias do inicio da febre. As ferramentas disponiveis para o diagnostico
precoce incluem diagnosticos moleculares, tais como RT-PCR RT-PCR em tempo real
(permitindo a confirmacéo da infecdo e identificacdo serotipo) e a detecdo da proteina

NS1. A amostra na fase aguda é também (til para o isolamento do virus. GV
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1.6.2. Diagndstico convalescente precoce e tardio

A virémia da dengue correlaciona-se com o inicio da febre, atingindo o pico da
febre entre 2-3 dias. “? Apds este periodo, a virémia, bem como a NS1, diminui,
coincidindo com o desenvolvimento de anticorpos, apesar de ter sido isolado o0 DENV
nos 12 dias ap6s o inicio da doenca. *® A serologia é o método de escolha para o
diagnostico convalescente tardio e agudo. A detecdo especifica de IgM, bem como niveis
altos especificos de 1gG em unico soro permitem a confirmacdo de uma provavel infecédo
recente e, enquanto a seroconversdo IgM e / ou 1gG ou aumento de quatro vezes dos

titulos de 1gG em soros emparelhados permitem a confirmacao da infecéo.
1.6.3. Confirmacdao laboratorial de dengue

A detecdo de virus / ARN viral / antigénio e a detecdo de uma resposta de
anticorpos especifica, sdo os métodos preferiveis para o diagndstico da dengue. O
diagnostico laboratorial é considerado como altamente sugestivo de uma infecdo por
dengue quando a IgM anti-DENYV é detetada numa amostra de soro ou quando o titulo de
IgG medido por teste ELISA ou IH mostra uma resposta serolégica secundaria numa
unica amostra de soro. O diagnostico s6 é confirmado quando o RT-PCR é positivo, o
virus pode ser isolado, um antigénio especifico é detetado em tecidos ou soro ou quando
a serologia demonstra uma seroconversao de IgM ou de IgG ou um aumento de quatro
vezes no titulo de 1gG em soros emparelhados, ¢+126:127) tabela 1.5.

Tabela 1.5 — Interpretacio dos resultados do diagndstico da dengue. (Adapatado de ©%).

Altamente sugestivo/dengue provavel Confirmacéo de dengue
Qualquer um dos seguintes:
-lsolamento do virus

IgM positivo (amostra Unica) ou alta -Detecdo do genoma
quantidade de 1gG por teste IH, ELISA | -Detecdo de antigénio (NS1 no sangue,
ou teste de neutralizacdo antigenes especificos nos tecidos)

IgM ou IgG seroconversdo para SOros
emparelhados

-Aumento de quatro vezes a quantidade de
anticorpos em soros emparelhados
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1.6.4. Métodos de diagnostico para detecao da infecdo por DENV
1.6.4.1. Isolamento de virus

O virus da dengue esta entre os arbovirus mais dificeis de isolar. O primeiro
isolamento foi conseguido na década de 1940 por inoculacdo intracerebral de soro do
paciente no cérebro ratos de amamentacgo. #3113 O isolamento do virus em linhas de
células de mamiferos foi introduzido nos anos 1960, seguido pelo isolamento direto no
mosquito e em inoculagdes de células de mosquito. (33134

As infecdes de dengue podem ser diagnosticadas por isolamento do virus durante
o periodo febril, de 1 a 2 dias, e até 12 dias apds o inicio da doenca. *?>139) O isolamento
do virus €é considerada o padréo ouro para o diagndstico da dengue, mas so é realizado
em laborat6rios com uma infra-estrutura adequada e conhecimentos técnicos.

As amostras adequadas para o isolamento do virus sdo: soro da fase aguda da
doenca, plasma, células mononucleares periféricas e tecidos recolhidos em autopsia em
casos fatais (especialmente figado, baco, nddulos linfaticos e timo), e mosquitos
recolhidos a partir das areas afetadas. ¢+

Todas as recolhas de amostras devem ser feitas em condigdes estéreis. Como o
DENYV ¢ termolabil, as amostras devem ser enviadas para os laboratérios refrigeradas ou
em gelo seco, o mais rapidamente possivel. Em curtos periodos de armazenamento (até
48 horas) as amostras para o isolamento do virus podem ser mantidas entre 4 e 8 ° C. Para
um armazenamento mais longo, o soro deve ser separado e congelado a -70 ° C,
mantendo-0 a uma temperatura que garanta a congelacdo da amostra. Se o isolamento for
efetuado a partir de leucocitos, as amostras de sangue heparinizado devem ser entregues
no laboratorio dentro de algumas horas. Sempre que possivel, o material original (soro
virémico ou pools de mosquitos infetados) e as amostras devem ser preservadas para
estudo futuro.

Os tecidos e mosquitos sao triturados antes da inoculacéo. A escolha dos métodos
de isolamento e identificacdo do virus da dengue dependera da disponibilidade local de
mosquitos, cultura de células e capacidade dos laboratérios. A inocula¢do de soro ou
plasma em mosquitos é o método mais sensivel para o isolamento do virus, mas a cultura
de células de mosquito é o método mais barato para a vigilancia viroldgica de rotina. E
essencial para os profissionais de salde interessados em fazer um diagndstico por meio

de isolamento do virus contatar o laboratorio de virologia apropriado antes da recolha das
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amostras. A aquisicdo, armazenagem e expedicdo das amostras podem entdo ser
organizadas para que isolamento seja bem sucedido. ¢

A fim de identificar os diferentes sorotipos do virus da dengue, porc¢des de cabeca
mosquito e slides de culturas de células infetadas sdo examinados por imunofluorescéncia
indireta usando anticorpos monoclonais especificos do serotipo.

Atualmente, a cultura celular é o método mais amplamente utilizado para o
isolamento do virus do dengue. As linhas de células de mosquito C6 / 36 ou AP61 sdo as
células hospedeiras preferidas para o isolamento de virus de dengue. A inoculagdo em
ratinhos lactentes ou mosquitos pode ser tentada quando nenhum outro método esta

disponivel. ©"

1.6.4.2. Detecdo de acidos nucleicos virais

O genoma viral de dengue, o acido ribonucleico (ARN), pode ser detetado por
reacdo em cadeia da polimerase transcriptase reversa (RT-PCR). O ARN ¢ labil ao calor,
devendo as amostras para a detecdo de acido nucleico ser manuseadas e armazenadas de
acordo com os procedimentos descritos para o isolamento do virus. Estes procedimentos

séo elencados em seguida.
1.6.4.2.1. Reacdo em cadeia da polimerase-transcriptase reversa (RT-PCR)

Nos ultimos anos foram reportados ensaios de RT-PCR para a detecédo de virus de
dengue. Estes ensaios oferecem melhor especificidade e sensibilidade em comparacéo
com o isolamento do virus e faculta um tempo de resposta inferior. A realizacdo destes
testes requer condicBes laboratoriais especificas na area da biologia molecular e a
intervencao de profissionais qualificados para realizar os testes. ©7

O ARN do DENV pode ser extraido a partir de soro ou de plasma, do sangue total,
de leucocitos, de tecidos frescos ou embebidos em parafina de mosquitos, etc.
(135,136,137,138)

Todos os ensaios de detecdo de acidos nucleicos envolvem trés passos basicos:
extracdo de &cidos nucleicos e purificacdo, amplificacdo do acido nucleico e detecéo do
produto amplificado. Os resultados falsos positivos podem ocorrer, e isto pode ser evitado
através de um isolamento adequado em diferentes etapas do ensaio e observando 0s

procedimentos rigorosos de descontaminagéo. 497
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1.6.4.2.2. “Nested” RT-PCR

O ensaio “Nested” RT-PCR envolve o uso de primers universais de dengue tendo
como alvo a regido C/prM do genoma viral para o passo inicial da transcri¢do reversa e

amplificagdo, seguida de um PCR “Nested” para a amplificacdo especifica do serotipo.
(97,139)

1.6.4.2.3. “One-step” RT-PCR

Este teste constitui uma alternativa para o “Nested” RT-PCR e baseia-se na
utilizacdo de uma combinacdo dos quatro primers oligonucledtidos especificos para 0s
quatro serotipos num unico passo de reacdo, a fim de identificar o serotipo. Os produtos
destas reacOes sdo separados por eletroforese num gel de agarose e os produtos de
amplificacdo sdo visualizados como bandas de diferentes pesos moleculares apds
coloracdo do gel com brometo de etidio, e em comparacdo com marcadores de peso
molecular padrdo. Neste ensaio, 0s serotipos de dengue sdo identificados pelo tamanho

das correspondentes bandas. (40141
1.6.4.2.4. RT-PCR em tempo real

O ensaio de RT-PCR em tempo real é também um sistema de ensaio de um sé
passo, utilizando os pares de primers e sondas que sejam especificos para cada serotipo
de dengue. O uso de uma sonda fluorescente permite a detecdo dos produtos de reacédo
em tempo real numa maquina de PCR, sem a necessidade de eletroforese, (97:142:143,144)

Os ensaios de RT-PCR podem ser do tipo "singleplex" (detecdo de apenas um
serotipo de cada vez) ou do tipo "multiplex™ (capacidade de identificacdo dos quatro
serotipos numa Unica amostra). Estes testes oferecem alto rendimento, sendo portanto
muito Uteis para a monitorizacdo em larga escala. ®74%)

1.6.4.2.5. Método de amplificacdo isotérmica

A NASBA (amplificacdo baseada na sequéncia de acido nucleico) é um ensaio
isotérmico especifico de amplificagdo de ARN que ndo requer ciclos térmicos de
instrumentacao. A fase inicial € uma transcrigéo reversa, em que o alvo de ARN de cadeia
simples é copiada para uma cadeia dupla de ADN que serve como molde para a
transcrigdo do ARN. O ARN amplificado é detetado, pela electroquimioluminescéncia ou

em tempo real, usando sondas moleculares ligadas a marcadores de fluorescéncia. (146147
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Comparado com o isolamento do virus, a sensibilidade dos métodos de RT-PCR
varia de 80% a 100%, dependendo da regido do genoma visado pelos primers, da
abordagem utilizada para amplificar ou detetar produtos de PCR e dos métodos utilizados
para subtipos. As vantagens desta tecnologia incluem elevada sensibilidade e
especificidade, facilidade de identificacdo e ainda detecdo precoce de serotipos da
infecdo. Trata-se no entanto de uma tecnologia dispendiosa, pois requer instrumentos
sofisticados e mao obra qualificada, (°7:142:143.144)

Recentemente foi desenvolvido o método de PCR, “Loop Mediated
Amplification” (LAMP). Trata-se de um método de facil execucdo e menos dispendioso,

podendo constituir uma alternativa para o RT-PCR e PCR em tempo real. (48

1.6.4.3. Detecdo de antigénio viral

O produto do gene NS1 é uma glicoproteina produzida por todos os flavivirus que
é essencial para a replicacdo e a viabilidade do virus. A proteina é segregada por células
de mamifero, mas ndo por células de insetos. O antigénio NS1 é detetavel logo no
primeiro dia apos o inicio da febre e diminui para niveis ndo detetaveis apds 5-6 dias.
Assim, os testes com base neste antigénio podem ser utilizados para o diagnostico
precoce, na fase de virémia. 49 Em ELISA e ensaios de transferéncia dirigidos contra o
envelope, antigénios de membrana (ME) e a proteina 1 ndo estrutural (NS1)
demonstraram que este antigénio esta presente em concentracdes elevadas no soro de
pacientes infetados pelo virus do dengue durante a fase clinica precoce da doenca e pode
ser detetado em pacientes com infecGes de dengue primarias e secundarias até seis dias
apos o inicio da doenca. Encontram-se disponiveis Kits comerciais para a detecdo de
antigénios de NS1 ja se encontram disponiveis mas estes kits ndo diferenciam os
diferentes serotipos. Porém, além de fornecerem um marcador de diagndéstico precoce
para a gestdo clinica, podem também facilitar a melhoria dos inquéritos epidemioldgicos

da infecdo por dengue. 7
1.6.4.4. Testes soroldgicos e de resposta imunolédgica

Sdo utilizados cinco testes sorologicos para o diagnostico de infecdo por dengue:
inibicdo da hemaglutinacdo (IH), fixacdo do complemento (CF), teste de neutralizagdo

(TN), teste imunoenziméatico de captura (“IgM antibody-capture enzyme-linked
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immunosorbent assay”’- MAC-ELISA), ELISA indireto e IgG ensaio de captura de IgM
com enzima ligada com imunoabsorvente (MAC-ELISA). (:50.151)

O ensaio MAC-ELISA, esquematizado na figura 1.15, tem sido amplamente
utilizado nos ultimos anos. E um teste simples e rapido, que exige muito pouco
equipamentos sofisticado. Este ensaio € baseado na dete¢éo especifica dos anticorpos IgM
da dengue no soro, usando IgM anti-humano que foi anteriormente ligado a fase solida.
(152) Se 0 soro do paciente tem anticorpos de IgM ele liga-se ao antigénio da dengue que
¢ adicionada no passo seguinte e pode ser detetado por adi¢ao subsequente de uma enzima
marcada com um anticorpo anti-dengue, que pode ser um anticorpo monoclonal humano
ou um substrato da enzima. O conjugado formado provoca uma alteracdo de cor que €
detetavel. ©7

O anticorpo IgM anti-dengue desenvolve-se um pouco mais cedo do que a IgG, e
é geralmente detetavel pelo dia 5 da doenca, ou seja, este anticorpo ndo é geralmente
detetavel durante os primeiros cinco dias de doenca. Verifica-se no entanto que o tempo
do aparecimento de anticorpos IgM varia consideravelmente entre os pacientes. Os titulos
de anticorpos IgM em infecdes primarias sdo significativamente mais elevados do que em
infecdes secundarias. Em algumas infecdes primarias a IgM detetavel pode persistir por
mais de 90 dias, mas na maioria dos pacientes diminui para um nivel indetetavel em 60
dias. ©7

Espectrofotometro
S~ubsn‘at(? Substt:ato Anticorpos anti-
ndo colorido . |_colorido | |_gengue conjugados
e com enzima
l Antigénio DEN
IgM ndo especifico=! IgM do paciente
de dengue
AAAAA el
Microplaca

Figura 1.15 — Principio do ensaio de MAC-ELISA. (Adaptado de ©%)

O teste MAC-ELISA é ligeiramente menos sensivel do que o teste IH para o
diagnéstico de infecdo por dengue, apresentando a vantagem de requerer frequentemente
uma unica amostra de sangue, devidamente programada. Considerando a dificuldade na

obtencgéo de amostras de sangue e 0 atraso na obtencéo de resultados conclusivos do teste
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IH, a baixa taxa de erro inerente ao teste MAC-ELISA é aceitavel na maioria dos sistemas
de vigilancia. 7153154

O teste MAC-ELISA tornou-se uma ferramenta inestimavel para vigilancia das
FD, FHD e SCD. Em areas onde a dengue nao é endémica, este teste pode ser usado em
vigilancia clinica para a doenca viral ou de modo aleatério em inquéritos sorologicos de
base populacional, considerando-se que nenhum dos positivos detetados séo infe¢oes
recentes. 10 E um teste especialmente (til para os pacientes hospitalizados que
geralmente sdo internados numa fase tardia da doenca apds a IgM detetavel ja estar

presente no sangue. ¢

1.6.4.4.1. 1gG-ELISA

Foi desenvolvido um teste IgG-ELISA indireto, comparavel com o teste de IH.
(151) Este teste também pode ser utilizado para diferenciar infe¢des da dengue primarias e
secundarias. 515 O teste é simples e facil de executar, e, assim, € Gtil para grandes
volumes de testes. Este teste e o IH podem ser utilizados independentemente ou em
combinacdo, dependendo do tipo de amostra e testes disponiveis, a fim de confirmar o

diagnostico. ©7
1.6.4.4.2. Proporcao de IgM / IgG

A proporcdo de IgM / IgG € utilizada para distinguir a infecdo primaria da infegdo
secundaria por dengue. A infecdo pelo virus do dengue é definida como primaria se a
proporcao de IgM / 1gG é superior a 1,2 e como secundaria se a proporc¢do € inferior a
1,2. Este sistema de teste de relacdo tem sido adotado por fornecedores comerciais de
kits. (155)

1.6.4.4.3. Ensaio de inibicdo da hemaglutinagdo

Dos testes acima mencionados, a inibicdo da hemaglutinacdo ou o teste IH foi o
teste mais frequentemente utilizado no passado para o diagnostico sorolégico de rotina
das infecBes por dengue. Este teste é sensivel, facil de executar, exige muito pouco
equipamento e, se executado corretamente, € muito confiavel. Como os anticorpos
persistem por longos periodos (até 50 anos ou mais), o teste € ideal para estudos sero-

epidemiolégicos.
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A principal desvantagem do teste IH € a falta de especificidade, o que o torna néo
fiavel para identificar o serotipo do virus infetante. No entanto, algumas infegdes
primarias podem mostrar uma resposta ao IH relativamente monotipica que é geralmente
correlacionada com o virus isolado. Nos ultimos tempos, muitos laboratérios

abandonaram a realizacdo de ensaios com este teste. 59
1.6.4.4.4. Teste de fixacdo de complemento

O teste de fixagdo de complemento ou CF ndo é amplamente utilizado para
diagnéstico soroldgico de rotina para dengue por ser mais dificil de executar e requerer
pessoal altamente treinado. O teste CF baseia-se no principio de que o complemento é
consumido durante as reacGes antigénio-anticorpo. Estdo envolvidas duas reacfes, um
sistema de teste e um sistema indicador, e os antigénios para o teste CF sdo preparados
da mesma maneira que para o teste IH. O teste CF é til para pacientes com infecdes
atuais, sendo de valor limitado para estudos soro-epidemiolégicos em que a detecdo de

anticorpos persistentes é importante. Apenas alguns laboratdrios realizam este ensaio. ¢
1.6.4.4.5. Teste de neutralizacao

O teste de neutralizacdo ou TN € o teste soroldgico mais especifico e sensivel para
0 virus da dengue, sendo usado para determinar a protecdo imunoldgica. O protocolo
comum utilizado na maioria dos laboratérios de dengue é a dilui¢do do soro pelo teste de
neutralizacdo por reducdo de placas (PRNT). As desvantagens principais desta técnica
sd0 0s custos, o tempo necessario para realizar o teste e a dificuldade técnica, uma vez
que requer um acesso facil a cultura de células e, por conseguinte, ndo é rotineiramente
utilizado na maioria dos laboratérios. Contudo, é de grande utilidade para o

desenvolvimento de vacinas e dos seus ensaios de eficacia. ©”
1.6.4.5. Teste de diagndstico rapido (RDT)

Alguns Kits comerciais de testes seroldgicos rapidos para detecdo de anticorpos
anti-dengue IgM e IgG tornaram se disponiveis nos Gltimos anos, alguns destes
produzindo resultados em cerca de 15 minutos. °V Infelizmente a precisdo da maioria
destes testes é incerta, uma vez que ainda ndo foram devidamente validados. Os testes
répidos podem produzir resultados falsos positivos devido a reacdo cruzada com outros
flavivirus, parasita da maléria, leptospiras e patologias auto imunes, como artrite e lupus.

Prevé-se que estes Kits de teste possam ser reformulados para torna-los mais especificos,
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tornando assim a vigilancia laboratorial global para FD / FHD um objetivo atingivel num

futuro proximo. ©7
1.6.4.6. Testes hematoldgicos

Os pardmetros hematoldgicos padrdo, tais como contagem de plaquetas e
hematocrito sdo importantes e fazem parte do diagnostico bioldgico da infecdo por
dengue. Estes testes devem ser cuidadosamente monitorizados.

A Trombocitopenia, uma queda na contagem de plaquetas abaixo de 100 000 por
ML, pode ser observada ocasionalmente nos casos de dengue, mas constitui uma
caracteristica constante na FHD. A Trombocitopenia é geralmente encontrada entre o
terceiro e o oitavo dia de doenca, muitas vezes antes ou simultaneamente com as
mudancas no hematdcrito.

A Hemoconcentragdo com um aumento no hematdcrito de 20% ou mais (para o
mesmo paciente ou para um paciente da mesma a idade e sexo) é considerado como sendo
uma evidéncia definitiva de aumento da permeabilidade vascular e extravasamento de

plasma. G497

1.6.5. Laboratdrios

Cada pais deve esforcar-se por estabelecer uma rede de laboratérios de
diagndstico de dengue, com uma funcdo especifica para cada nivel de laboratério de
salde. Enquanto os laboratdrios periféricos podem realizar RDT e ter competéncia para
recolher, armazenar e enviar o material para o proximo laboratério de nivel mais elevado,
os laboratdrios nacionais devem realizar a caracterizagdo genética do virus, organizar
esquemas de avaliacdo externa de qualidade, dar formacdo e desenvolver diretrizes
nacionais. Os laboratérios nacionais também sdo incentivados a participar em redes
internacionais, como a Rede Europeia de Diagndsticos de doencas virais "importadas"
(ENIVD) para desenhar o apoio da comunidade global. ©”

Em Portugal, o diagndstico etioldgico e procedimentos segundo a Direcdo Geral
de Salde realiza-se no INSA -Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge que é o
laboratorio de referéncia para realizar o diagndstico laboratorial da dengue. @57

O diagndstico etioldgico € feito a partir de demonstragéo laboratorial de infecéo

viral pelos seguintes métodos:
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Sorologia — Os métodos utilizados sdo os de imunofluorescéncia no Instituto
Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA) e os de imunocromatografia (Instituto de

Medicina Tropical);

PCR — Detecdo do ARN viral (testes - Reacdo em cadeia da polimerase-
transcriptase reversa (RT-PCR), “ Nested”- PCR, “ convencional multiplex” RT-PCR e
RT-PCR em tempo real, efetuam-se no INSA. 358 PCR — Detecéo do virus no sangue (e
no liquido cefalorraquidiano se houver sinais e sintomas de infecdo do SNC) efetua-se no

INSA, mas ndo é um exame de 12 linha, 57
1.7. Vigilancia, prevencao e controlo da dengue

Até a data, ainda ndo se encontra disponivel nenhuma vacina para a dengue.
Muitos paises apoiam programas de controlo de Ae. aegypti, porém a crescente incidéncia
da doencga mostra que a transmissdo da dengue continua inabalavel, o que prova o fracasso
dos programas de prevencdo e controlo. Diversos fatores, tais como o crescimento
explosivo das areas urbanas, a globalizacdo, os recursos limitados do governo, a ma
gestdo, a formacdo inadequada de pessoal de campo, a dependéncia excessiva e
resisténcia aos inseticidas, a sua aplicacdo incorreta e a educacéo insuficiente do publico,
tém sido considerados como causas para a ineficacia dos programas de prevencdo e
controlo. (5,9,11,34,159,160,161,162)

De acordo com a OMS, a estratégia para contrariar esta tendéncia deve promover
a coordenacdo e a colaboracdo entre parceiros multissetoriais e uma abordagem integrada
de gestdo de vetores e medidas de controlo sustentadas em todos os niveis. O principio
orientador deve consistir em harmonizar a prevencdo, a vigilancia (entomoldgica e
epidemioldgica) e a gestdo de casos com os sistemas de salde existentes, de modo que
estes sejam sustentaveis e ecologicamente corretos. Esta estratégia devera contribuir para

a reducdo da morbidade e mortalidade no mundo causada pela dengue. @9

1.7.1. Vigilancia da dengue

A vigilancia representa uma componente critica de qualquer programa de
prevencéo e controlo da dengue, pois fornece as informag6es necessarias para a avaliagdo
do risco e orientacdo do programa, incluindo a resposta as epidemias. Os objetivos gerais
da vigilancia em sadde publica que se aplicam & dengue visam: a detecdo de epidemias

para uma intervencdo precoce; a avaliagdo da incidéncia da doenca e dos seus impactos
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sociais e economicos nas comunidades afetadas; o acompanhamento nas tendéncias na
distribuicdo e disseminacdo da dengue geograficamente e ao longo do tempo; a
monitorizacao de fatores de risco ambientais, em colaboragdo, sempre que possivel, com
o controlo da qualidade da agua e das condicdes higieno-sanitarias; a avaliacdo e eficacia
dos programas de prevencdo e controlo e, com base na avaliacdo da evolucdo de

programas ja realizados, facilitar a planificaco e distribuicéo de recursos. 9
1.7.1.1. A vigilancia epidemioldgica

A vigilancia epidemioldgica de uma patologia é um processo continuo e
sistematico de recolha, registo, analise, interpretacédo e divulgacdo de dados para iniciar
intervencdes de satde publica adequadas de prevencéo e controlo. ©” O principal objetivo
da vigilancia epidemioldgica é a detecdo precoce de casos para indicar medidas de
controlo capazes de impedir novas ocorréncias. A vigilancia tem como meta detetar e
prever uma possivel epidemia. Deste modo procede-se a uma recolha continua e
sistematica de dados, como a notificacdo de casos confirmados de dengue, o
acompanhamento das tendéncias na distribuicdo da doenca e a disseminacao e gravidade
dos casos, através da confirmagdo laboratorial. (4163164 O acompanhamento da
incidéncia da dengue ao longo do tempo fornece uma base de dados com o numero de
casos diagnosticados, de modo que um aumento inesperado no nimero ou na gravidade
dos mesmos consistira um sinal de alerta e serdo desencadeadas medidas de intervencédo
e prevencdo, possibilitando assim o uso de recursos humanos e logisticos de forma eficaz
para o diagndstico e tratamento, bem como atividades de educacdo comunitaria,

fundamentais para a reducéo da transmisséo da doenca. 4163
1.7.1.2. A vigilancia entomoldgica

A vigilancia entomoldgica de Ae. aegypti € utilizada para determinar mudancas
na distribuicdo geografica e densidade populacional, identificando as &reas de alta
infestacdo, os principais habitats das larvas e as areas de preferéncia do mosquito para
a oviposico. %)

Estes dados permitem selecionar e utilizar as ferramentas de controlo de vetores
mais apropriadas e podem ser usados para monitorizar a sua eficacia. Existem varios
métodos disponiveis para a detecdo e monitorizacao das populaces larvares e adultas. A
selecdo de métodos adequados depende dos objetivos de vigilancia, dos niveis de

infestacio e da disponibilidade de recursos. ©7
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Existem varios métodos para monitorizar o vetor, sendo 0s mais usados, 0S
relativos a recolha de dados sobre as fases larvares de Ae. aegypti. Para o efeito, sdo
recolhidos dados em residéncias, nomeadamente moradias infestadas com larvas e pupas,
e em contentores (recipientes de agua que contém larvas e pupas). (497:100.163) E reglizada
uma recolha de amostras para analise em laboratorio, necessaria a confirmacdo das
espécies presentes. (165168 Estes indices sdo importantes para conhecimento e posterior
eliminacdo do habitat do vetor. A recolha de informacdes € importante para a formulacéo
de acOes educativas dirigidas a comunidade, visando a diminuicdo da quantidade de
habitats que possam albergar as larvas e pupas. ¢4100

Outro método usado é referente & abundancia dos mosquitos adultos, a qual
fornece dados acerca das tendéncias sazonais da populagédo, quantidade de mosquitos,
risco de transmissdo, assim como a avaliacdo do uso de inseticidas. Estes resultados sao
menos reprodutiveis do que os obtidos a partir de amostras de estadios imaturos (larvas e
pupas) pois os processos de recolha de dados sdo muito trabalhosos e dependem da
destreza do coletor (da pessoa que recolhe os exemplares). Geralmente séo expressos pela
contagem de picadas por pessoa, por hora sendo a densidade definida como o nimero de
mosquitos por casa ou a quantidade de mosquitos recolhida (através de aspiradores ou
rede de m&o) por intervalo de tempo. (3497100

A recolha de mosquitos adultos também pode ser efetuada através do uso do
inseticida que € impregnado no tecido da armadilha. Os mosquitos que descansam sobre
0 tecido que existe dentro da armadilha sdo mortos por contacto com o inseticida e sdo
recolhidas no fundo da bandeja da armadilha. Estes podem entdo ser classificadas de
acordo com a espécie e é verificada a presenca de Aedes. (167:168)

As armadilhas de oviposicao sao dispositivos utilizados para detetar a presenca de
ovos do vetor. Este método também € usado em locais onde a densidade populacional é
baixa e a pesquisa das fases larvares sdo em grande parte improdutivas. Estas séo
particularmente (teis para a detecdo precoce de novas infestagdes em areas onde 0s
mosquitos foram previamente eliminados. Por esta razao, sdo utilizados para vigilancia
em portos internacionais de entrada, especialmente aeroportos que, em conformidade com
0 Regulamento Sanitario Internacional (2005) devem ser mantidos livres da reproducéo
do vetor.

Foi demonstrado que as armadilhas com infusdo de feno constituem um meio

reprodutivel, e portanto um método eficiente para vigilancia de Ae. aegypti em areas
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urbanas, sendo também muito Gteis para a avaliagio de programas de controlo.%9) As
armadilhas sdo colocadas em residéncias suspeitas ou, geralmente, em redor das
habitacOes. As recolhas de ovos séo efetuadas periodicamente e as amostras recolhidas
sdo contadas em microscopio e incubadas, sendo as larvas ou adultos identificados. A
percentagem de armadilhas positivas fornece um indice simples de niveis de infestacéo,
possibilitando uma estimativa da populagio feminina adulta. ©”

Além da avaliacdo de aspetos como a densidade do vetor e a sua distribuicao,
também outros parametros relacionados com a comunidade devem ser monitorizados
periodicamente. Estes incluem a distribuicdo e densidade da populacdo humana, as
condicBes das residéncias, as condi¢cdes socioecondmicas e a educagdo, sendo a
monitorizacao destes parametros relevante para fins de planeamento e avaliacdo do risco
da dengue. O conhecimento de altera¢6es ao longo do tempo na distribuicdo dos servicos
de abastecimento de agua, na sua qualidade/confiabilidade, bem como as condic¢des de
armazenamento de agua domeéstica e préaticas de eliminacdo de residuos sélidos fornecem
dados de importancia crucial para a planificacdo de atividades/campanhas de
sensibilizacdo para a populacdo, que visem a reducdo da infestacdo, a organizacdo de
medidas de intervencdo em caso de uma possivel epidemia e, sobretudo, a melhoria da

qualidade de vida das populagdes. 45097
1.7.2. Controlo do vetor

N&o existem terapéuticas profilaticas ou farmacos especificos para o tratamento
da dengue. Desta forma, a Unica abordagem possivel para o controlo da dengue € a
prevencao do contacto com mosquitos infetados. Y Os programas de controlo de vetores
tém, de uma forma geral, registado pouco sucesso. Para a implementacdo de um projeto
sustentavel de controlo de vetores da dengue é necessario estabelecer parcerias entre
organismos governamentais do setor de saude e a comunidade, de forma a existir uma
maior compreensdo e envolvimento na execucdo dos programas de controlo de vetores.
") Dada a natureza doméstica do vetor, que se distribui por uma vasta gama de habitats,
existe a necessidade de adotar uma abordagem integrada que englobe a gestdo ambiental,
o0 controlo quimico e o controlo bioldgico, incluindo todos os métodos adequados que
sejam seguros e ambientalmente aceitaveis. Essas medidas passam pela gestdo ambiental
e focam a eliminacéo das larvas e dos locais de oviposicéo, com a aplicagéo de larvicidas,

uso de agentes biologicos e, ao nivel pessoal, o uso de protetores contra 0 mosquito.
(34,100,170)
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1.7.2.1. Gestdo ambiental

A gestdo ambiental tem como principal objetivo promover a planificacdo, a
organizacdo, a execucdo, o acompanhamento e a avaliacdo das atividades para a
modificagéo e / ou manipulacdo de fatores ambientais, com vista a evitar ou minimizar a
propagacao do vetor, evitando o contacto entre 0 humano-vetor-virus. 750100

Os métodos ambientais de controlo do vetor e de reducdo do contato com o vetor
incluem a reducdo na fonte, a gestdo de residuos sélidos, a modificacdo dos locais de
reproducéo criadas pelo homem e melhoramentos nas habitacdes.

A OMS definiu trés métodos de gestdo ambiental, utilizados para controlar

estadios imaturos do vetor, que s&o descritos em seguida. ©”

1.7.2.1.1. Modificagdo do ambiente

Esta abordagem inclui transformacdes fisicas da terra, agua e vegetacao, através
da criacdo de infra-estruturas de longa duracdo, com o objetivo de reduzir o habitat do
vetor sem causar efeitos negativos no ambiente. E essencial que o abastecimento de agua
potavel possa ocorrer em quantidade suficiente, com qualidade e consisténcia para reduzir
a necessidade de utilizacdo de recipientes de armazenamento de dgua que constituem
habitats previlegiados para producao de larvas. ©” Por exemplo, a instalagio de uma fonte
confiavel de &gua potéavel, canalizada para a comunidade, fornecida em quantidade
suficiente, devera evitar a captacdo de &gua em pocos ou a utilizacdo de 4gua da chuva e

outros sistemas tradicionais de armazenamento de agua, que servirdo para oviposicao.
(34,50,163)

1.7.2.1.2. Manipulacdo ambiental

Esta abordagem inclui mudangas no habitat do vetor, a fim de evitar a oviposicao.
Envolve cuidados na manipulacdo dos recipientes que possam guardar e manter a agua
parada (vasos de flores, refrigeradores e sargetas), bem como na frequéncia de limpeza e
no seu esvaziamento. Devem utilizar-se capas ou tampas removiveis, para cobrir
recipientes de armazenamento de agua para uso doméstico, como ilustra a figura 1.16A e
proceder-se a remocao e reciclagem de residuos ndo biodegradaveis, como baldes,
garrafas, pneus, etc, que podem armazenar agua da chuva e constituir potentes criadouros

para o vetor, como mostra a figura 1.16 B. 450164
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Figura 1.16 — A- recipientes de armazenamento de gua tapados. (Adaptado de @™V); B-
pneus usados, servindo de locais de reproducdo do vetor. (Adaptado de 19).

1.7.2.1.3. Mudancas nas habitac6es e comportamentos humanos

Esta estratégia implica esforcos para reduzir o contacto homem-vetor-virus. Por
exemplo: a instalacdo de redes mosquiteiras normais ou tratadas com inseticida, nas
janelas, portas e em possiveis entradas para 0 mosquito; utilizacdo de roupa de manga
comprida, calcas e meias que limitem a exposicdo da pele, reduzindo o risco da picada;
uso de repelentes e a aplicacdo de inseticida em sprays dentro das habitacdes,

principalmente nas horas de maior exposicéo ao vetor, ¢450100)
1.7.2.2. Controlo quimico

Tém sido utilizados agentes quimicos para controlar Ae. aegypti desde o inicio
do século XX. Nas primeiras campanhas contra o vetor os habitats de larvas de Aedes
eram tratadas com Oleo e as casas eram fumigadas com piretrinas. Quando as
propriedades inseticidas do diclorodifeniltricloroetano (DDT) foram descobertas, na
década de 1940, este composto tornou-se 0 método principal de controlo de Ae. aegypti
em programas de erradicagdo, nas Americas. No inicio dos anos sessenta surgiu a
resisténcia ao DDT, que se tornou um grave problema. 472 A partir dai, foram utilizados
os inseticidas organofosforados, incluindo o fentido, o malatido e a fenitrotiona, para o
controlo de adultos de Ae. aegypti e também o temefos, como larvicida. Atualmente os

métodos de aplicaco de inseticidas incluem a aplicagéo larvicida e a pulverizaggo. 7
1.7.2.2.1. Controlo de larvas

A aplicacdo de larvicidas de Ae. aegypti € geralmente limitada a recipientes de uso

doméstico que ndo podem ser destruidos ou eliminados. Sendo um processo dificil e
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dispendioso, os larvicidas quimicos sdo mais utilizados em situacfes em que a doenca e
vigilancia de vetores indicam a existéncia de determinados periodos de alto risco, ou em
zonas onde possam ocorrer surtos. Existem trés inseticidas que podem ser usados para o
tratamento de recipientes que contém agua potavel. As orientacbes da OMS sobre a
qualidade da agua potavel @’ fornece orientacdes sobre a utilizacio de pesticidas na agua
potével.

O temefos foi o0 inseticida de escolha durante quase meio século, principalmente
devido a sua relativamente baixa toxicidade para mamiferos. Apesar do desenvolvimento
de resisténcia a este larvicida, que se tem alastrado a muitas partes do mundo, ainda é
amplamente utilizado. O regulador do crescimento de insetos (RCI) piriproxifeno
interfere com o desenvolvimento dos estadios imaturos do mosquito, por interferéncia na
sintese de quitina, durante o processo de muda em larvas, ou por rutura dos processos de
transformacao em pupas e adultos. E um analogo da hormona juvenil de insetos e tem
demonstrado ser extremamente eficaz contra Ae. aegypti em concentragdes muito
baixas,*” podendo também afetar adultos através da diminuicio da fecundidade.®"®

O Bacillus thuringiensis H-14 (Bt.H-14) é um larvicida que contém uma proteina
toxina derivada de Bacillus thuringiensis. A vantagem de Bt.H-14 é ser uma aplicacédo
que destrdi larvas de mosquitos, poupando outras espécies que possam estar presentes.
(177)

Foram identificados em laboratério numerosos extratos de plantas com atividade

larvicida (178179180 mas até 4 data ainda ndo foram testados em ensaios de campo.
1.7.2.2.2. Controlo de adultos

Os métodos de controlo quimico que visam vetores adultos destinam-se a ter
impacto na densidade da populagdo de mosquitos e na sua longevidade. Os agentes
adulticidas sdo aplicados no tratamento de superficie ou residuais e em tratamentos de
espacos. 4

A pulverizacdo envolve a aplicacdo de pequenas gotas de inseticida para o ar,
numa tentativa de matar mosquitos adultos. Tem sido o principal método de controlo de
FD / FHD e foi usado na maioria dos paises da regido do sudeste asiatico, durante 25
anos. Infelizmente, ndo foi eficaz, tal como se constata pelo aumento dramatico da
incidéncia da dengue nestes paises durante 0 mesmo periodo. Estudos recentes tém
demonstrado que o método tem pouco efeito sobre a populacdo de mosquitos e, deste

modo, sobre a transmissao da dengue. 18182183 A pylverizagio de espacos com inseticida
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utilizada para o controlo Ae. aegypti pode ser dispensada por recipientes pressurizados,
portateis ou por maquinas montadas em veiculos rodoviarios ou manuais, embarcacdes e
aeronaves. Sdo aplicadas pulverizagcdes em todos os tipos de imdveis (residéncias, casas
comerciais, escolas e servigos de saude), pracas, jardins e terrenos abandonados. Essa
técnica é utilizada para o controlo do vetor apenas em situacGes de emergéncia, para
suprimir uma epidemia, pois subsistem controvérsias sobre a sua eficacia e ndo se
conhece o impacto a longo prazo para o ecossistema. 4100.184)

A pulverizacdo também é realizada no espaco interior das habitacdes. Equipas de
duas pessoas podem tratar 50-100 casas por dia. Antes do tratamento, os alimentos e
utensilios de cozinha devem ser cobertos, as janelas e portas devem ser fechadas, e os
moradores e animais domésticos devem deslocar-se para o exterior das habitacGes. Os
patios e outras areas ao ar livre devem também ser tratados. GV

Os inseticidas organofosforados, tais como malatido, fenitrotido e perimifos-
metilo, sdo utilizados para o controlo de vetores de Aedes adultos. Vérias empresas
produzem formulagdes contendo permetrina, deltametrina, lambda-cialotrina ou outros
compostos que podem ser usados para aplicacdes em pulverizacdo espacial. Sédo
geralmente utilizadas baixas doses de inseticidas piretroides dentro das habitac6es, sendo
mais eficazes do que ao ar livre. Além disso, as doses baixas sdo geralmente mais eficazes
quando aplicadas com equipamento portatil (perto ou dentro das casas) do que com
equipamento montado nos veiculos, mesmo quando as condicdes de vento e climaticas
sdo favoraveis para aplicacdes no exterior. As aplicacdes de permetrina no exterior devem
ser aplicadas em concentracGes que variam de 0,5% a 1,0%. Independentemente do tipo
de equipamento de pulverizacdo das formulacGes e das concentragdes utilizadas, deve ser
feita uma avaliacdo periddica para verificar se o controlo efetivo do vetor estad sendo

eficaz. ®4%") Este método é impraticavel para uso em larga escala.

1.7.2.3. Controlo bioldgico

O controlo biolégico consiste na libertacdo de um agente bioldgico (normalmente,
um inimigo natural) num ambiente especifico para controlar uma praga atraves de
mecanismos como a predacgdo, parasitismo ou a doenca. @9 A utilizacdo do controlo
biolégico na area da saude publica é uma abordagem relativamente recente e constitui
uma area de pesquisa para 0 desenvolvimento de estratégias para combater doencas

transmitidas por mosquitos.
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Embora o controlo biologico evite a contaminagdo quimica do ambiente, este
método pode apresentar limitagcGes operacionais, tais como 0s custos, a tarefa de criar
organismos em larga escala, a dificuldade na sua aplicagéo e a sua limitada utilidade em
ambientes aquaticos onde a temperatura, o pH e a poluicao biologica podem exceder 0s
requisitos requeridos pelo organismo. ©%97:170)

Atualmente encontram-se em desenvolvimento, uma série de métodos de controlo
bioldgico destinados ao combate de Ae. aegypti, incluindo agentes bioldgicos que séo
predadores naturais de larvas do mosquito, tais como copépodes, fungos e bactérias
patogénicas. Recentemente, surgiram novos métodos destinados a reduzir a transmissao
do virus da dengue minimizando danos sociais e ambientais, o de transfecdo de Ae.

aegypti com a bactéria Wolbachia pipientis e 0 mosquito transgénico.

1.7.2.3.1. Copépodes

Os copépodes sdo pequenos crustaceos de dgua doce que se alimentam de larvas
de mosquito. As espécies de copépodes que se revelaram Uteis para o biocontrolo
exibiram capacidade para matar larvas de mosquitos entre os 95 a 100%. 8% Qs
copépodes foram introduzidos numa aldeia do Vietham em 1993, resultando na
irradicacdo de Ae. aegypti a partir de duas grandes areas rurais e uma area urbana.®
Este método de irradicacdo constitui uma estratégia de baixo custo e ambientalmente
amigavel, com grande sucesso em areas rurais onde 0s principais habitats de larvas de Ae.

aegypti sdo grandes recipientes de agua. "
1.7.2.3.2. Fungos entomopatogénicos

Conhecem-se mais de 700 espécies de fungos entomopatogénicos, 88 sendo
estes conhecidos por uma longa tradicdo de uso bem sucedido no controlo de pragas
agricolas. ‘) Embora a patogenicidade de alguns fungos para o Ae. aegypti e Ae.
Albopictus seja conhecida ha vérias décadas, a sua utilizagdo para o controlo das
populacbes dos vetores da dengue ainda estd muito incipiente. Contudo, os fungos
entomopatogénicos sao inimigos naturais de mosquitos e tém sido propostos para uso em
biocontrolo. Produzem esporos infeciosos, conhecidos como conidios, que se fixam e
penetram na cuticula do inseto. Uma vez dentro do corpo do inseto, proliferam,
explorando os recursos nutricionais do hospedeiro e libertando uma variedade de toxinas

capazes de matar o inseto. Além de matar larvas e adultos, a infegdo fungica também
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reduz significativamente a fecundidade de Ae. aegypti em condigdes de laboratorio, %
podendo matar os ovos.®Y Os mosquitos resistentes a inseticidas infetados com fungos
entomopatogénicos também sdo mais suscetiveis ao inseticida. Estes efeitos sobre a
fecundidade, viabilidade dos ovos e potencial de sinergia com inseticidas parecem
fornecer um atraente meio de controlo de vetores. Ao contrario de Bacillus thuringiensis
israelensis (Bti) e copépodes, os fungos sdo direcionados principalmente para mosquitos
adultos, representado deste modo uma boa alternativa aos inseticidas. Também existem
evidéncias que indicam que estes fungos ndo causam infecbes nos seres humanos 92

nem poluicio ambiental. %%
1.7.2.3.3. Bactérias - Bti

Bacillus thuringiensis israelensis € uma bactéria entomopatogénica, que
representa uma alternativa segura para o controlo do mosquito. *¥ S&o bactérias Gram-
positivas que formam esporos e que sdo quase exclusivamente ativas contra os estadios
larvares de insetos. Atuam atraves da libertacdo de toxinas inseticidas e de fatores de
viruléncia.

Existe uma gama de produtos formulados Bti, que sdo produzidos por vérias
empresas para o controlo de mosquitos. Estes produtos incluem varios pés molhaveis e
de libertacdo lenta e outras formulacdes, incluindo comprimidos e pastilhas. Apresentam
baixa toxicidade para mamiferos e foram licenciados para o controlo de mosquitos em
recipientes de armazenamento de &gua para uso doméstico. ®” O uso de Bti aplicada
contra mosquitos Ae. aegypti para controlo da dengue tem sido limitada mas os
comprimidos tém sido usados para reduzir a populacdo de larvas em recipientes de
armazenamento de &gua para varias semanas.“® O uso de Bti revelou-se eficaz no
controlo de larvas de Ae. aegypti, em pneus®®® e em pequenos recipientes de terra. %7

O periodo de tempo decorrido entre a implementacdo do controlo larval e o
consequente impacto sobre os mosquitos adultos pode contribuir para que este método de

controlo possa ainda ser considerado inadequado para controlar rapidos surtos de dengue.
(198)

1.7.2.3.4. Wolbachia pipientis

Wolbachia pipientis € uma bactéria intracelular endossimbidtica que vive em
mais de 60% de todas as espécies de insetos em todo 0 mundo. *°9 O facto de Wolbachia

viver intracelularmente, impde-lhe limitacGes significativas na sua capacidade de
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dispersdo, uma vez que ela s6 pode ser transmitida verticalmente, por meio do ovo da
fémea de mosquito. Como resultado, o sucesso da Wolbachia est4 diretamente ligado a
capacidade de reproducdo do inseto. ?% A saliva de mosquitos com Wolbachia foi
examinada pela equipa do Programa ‘Eliminar a Dengue’, na Australia, e verificou-se
que ndo contém a Wolbachia. Além disso, como vive no meio intracelular, a Wolbachia
ndo atravessa o estreito ducto salivar do mosquito.

Uma manipulagdo reprodutiva induzida por Wolbachia, designada por
incompatibilidade citoplasmatica, tem recebido consideravel atencdo no controlo
biolégico de insetos vetores e de doencas. ?°4202 A Wolbachia confere vantagem
reprodutiva ao hospedeiro devido a incompatibilidade citoplasmatica. Assim, as fémeas
com Wolbachia originam sempre mosquitos com Wolbachia no processo de reproducéo,
quer acasalem com machos sem a bactéria ou com machos com a bactéria. Quando as
fémeas sem Wolbachia acasalam com machos com a bactéria, os dvulos fertilizados
morrem, sendo a descendéncia inviavel. ?®® Os cruzamentos descritos podem ser

visualizados esquematicamente na figura 1.17.
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>< Mosquito com Wolbachia

< Mosquito sem Weolbachia

> Ovos nascem. mas n3o dio origem a larvas

Figura 1.17 — Cruzamentos entre Ae. aegypti machos e fémeas, com e sem Wolbachia.
(Adaptado de %),

Inicialmente, com poucos Ae. aegypti com Wolbachia na populacdo de mosquitos,
a vantagem reprodutiva sera pequena. Porém, com as sucessivas geracdes, o nimero de
mosquitos machos e fémeas com Wolbachia tende a aumentar, até que a populacéo inteira
de mosquitos possua esta caracteristica. Por isso, uma vez estabelecido o método em
campo, em determinada local, os mosquitos continuam a transmitir a Wolbachia

naturalmente para a descendéncia, dispensando a necessidade de intervencdes adicionais.
(204)

47



“Quimioterapia da dengue; Farmacos disponiveis e perspetivas de novas terapéuticas”

Antes de se iniciarem os testes de campo realizados na Australia, com a libertagéo
de mosquitos com Wolbachia, foi realizada uma andlise independente dos riscos. As
concluses mostraram ser seguro a introdugdo da Wolbachia na populacdo local de
mosquitos. A Organizacdo de Pesquisa Cientifica e Industrial da Comunidade das Nagoes
(CSIRO, principal Agéncia de Ciéncia da Australia) concluiu que este método apresenta
riscos insignificantes, tanto para 0 meio ambiente quanto para a seguran¢a humana. Foi
concedida pelo Governo Australiano uma aprovacdo regulamentar para libertacdo do
Aedes com Wolbachia, através da Autoridade Australiana de Pesticidas e Medicamentos
Veterinarios (APVMA). %)

A dispersdo natural do Ae. aegypti com Wolbachia ocorreu em testes de campo
realizados na Australia, em janeiro de 2011. O programa ‘Eliminar a Dengue’ iniciou 0s
estudos experimentais em campo usando um método de controlo baseado na Wolbachia,
mediante aprovacdo dos 6rgédos regulatorios competentes e também dos moradores, que
foram previamente informados e consultados. Os testes foram conduzidos nas localidades
de Yorkeys Knob e Gordonvale, em Cairns, na Austrdlia. Decorridas cinco semanas
depois da libertacdo, a presenca de mosquitos com Wolbachia alcancou 100% em
Yorkeys Knob e 90% em Gordonvale. Atualmente, a monitorizacao registou que o nivel
de mosquitos com Wolbachia se mantem acima de 90%, em ambas as comunidades. %4

Os trabalhos de pesquisa sobre Wolbachia relacionados com as interacdes de
Wolbachia com os seus hospedeiros e 0 seu impacto na transmissdo do parasita tém vindo
a aumentar. Estudos realizados com a mosca da fruta Drosophila melanogaster
mostraram que algumas estirpes de Wolbachia (por exemplo a estirpe wMelPop) podem
invadir e sustentar-se em populac6es de mosquitos, reduzindo o tempo de vida adulta do
mosquito, afetando a sua reproducdo e interferindo com a replicacdo do agente
patogénico. Estas estirpes bacterianas endossimbidticas foram introduzidas em Ae.
aegypti para reduzir populages de mosquitos por diminuicdo do tempo de vida Util,
reduzindo assim também o periodo de incubacdo extrinseca. ?°® DENV requer um
periodo de incubacdo extrinseco significativo no mosquito fémea antes que possa migrar
para as glandulas salivares de insetos e seja transmitida aos seres humanos. Como
resultado, a longevidade do mosquito é uma determinante critica da intensidade de
transmissdo no DENV humano. ?°") Qutra possibilidade de explorar Wolbachia esta a
utilizar a sua capacidade para interferir com os virus e parasitas. Wolbachia € conhecida

por interagir com uma vasta gama de agentes patogénicos em mosquitos transfetados com
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0 DENV e o virus chikungunya. ?%) A infecdo da estirpe wMelPop de Wolbachia em
mosquito Ae. aegypti induz a sobre-regulacio de varias moléculas efetoras imunes.%)
Este parasita reprodutivo é conhecido por suportar indiretamente e sobre-regular o
sistema imunitario do hospedeiro do insetos, suprimindo o agente patogénico, DENV.
(209)

A Wolbachia € introduzida nos ovos do mosquito por meio de uma técnica de
microinjecéo, realizada com uma agulha extremamente fina. As bactérias s&o transferidas
de linhas celulares do mosquito hospedeiro nativo Drosophila melanogaster para os ovos
de Ae. aegypti .(210:211)

O controlo bioldgico a base de Wolbachia diminui a capacidade de replicacdo do
DENV no interior do mosquito, além de diminuir o seu tempo de vida adulta. A
Wolbachia pode ainda invadir populacdes de vetores naturais, mostrando-se como uma
alternativa segura e ambientalmente benigna face ao uso de inseticidas. A invasao e
manutencdo de Wolbachia em populagfes naturais do mosquito também fornece um meio
de reduzir a transmissdo do DENV que apresenta baixos custos, uma vez que as

populacdes invadidas sdo auto sustentaveis. 2

1.7.2.3.5. Mosquito transgenico

O objetivo de criar um vetor transgénico é tornar 0s mosquitos resistentes a
infecdo por agentes patogénicos, através da introducdo do gene pretendido no mosquito,
o0 qual, quando expresso, inibe o desenvolvimento do agente patogénico.

A tecnologia do mosquito transgénico mostra-se cada vez mais viavel e de facil
acesso. ?*3) As transformac@es na linha germinativa sdo conseguidas por microinjecao de
um plasmideo dador (transgene) que transporta o gene ou genes pretendidos para
embrides de mosquito. O transgene deve também ser portador de um gene marcador, que
pode ser utilizado para o controlo e monitorizagdo de descendéncia transformada,
geralmente nos estadios larvares. Os marcadores vulgarmente utilizados sdo proteinas
fluorescentes.

A implementacdo desta estratégia leva a que haja uma reposi¢cdo da populacéo,
em que populacdes de mosquitos naturalmente sensiveis seriam substituidas por

populacBes de mosquitos transgénicos incapazes de transmitir DENV. ¢
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No final da ultima década, o método de RIDL - “Libertacdo de insetos
transportando um gene letal dominante ” (do inglés — Release of Insects carrying a
Dominant Lethal gene — RIDL) foi adaptado para mosquitos e foram obtidas linhagens
transgénicas baseadas neste sistema para a espécie Ae. aegypti. ?** Funcionalmente, o
método RIDL permite que os mosquitos da linhagem transformada sejam criados na
presenca de tetraciclina, que inibe a expresséo do gene letal e proporciona a sobrevivéncia
até a fase adulta. Os descendentes gerados pelo cruzamento dos insetos transformados
com os insetos selvagens sdo inviaveis, caso nao haja tetraciclina no meio de
desenvolvimento das fases larvares para inibi¢do da ativacdo do gene letal. ?*® (figura
1.18) Esta estratégia genética de supressdo de populagdes de mosquito utilizando o
método RIDL pode ser aplicada através da criacdo e libertacdo em massa de machos
transgénicos que transportam um gene letal dominante. ?*® Os machos transgénicos
libertados cruzam-se com fémeas selvagens e a descendéncia € inviavel, reduzindo a

capacidade reprodutiva da populagéo alvo. ¢6:217)

O — Plasmideo | Llasva

7 |
ey )

Ovode Aedes aegyptl

Pupa

Figura 1.18 — Os ovos resultantes do cruzamento do macho transgénico com uma fémea
normal ndo se conseguem desenvolver até a fase adulta. (Adaptado de ?'®))

Através deste método RIDL foram criados mosquitos transgénicos que ao acasalar
produzem uma descendéncia em que as fémeas ndo conseguem voar, nao sendo viaveis
no meio natural, e em que 0os machos podem acasalar e transmitir o gene.

Atualmente, as linhagens transgénicas de Ae. aegypti voltadas para a estratégia de
supressao de populagdes constituem a alternativa genética mais concreta para o controlo

deste mosquito. @4
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1.7.3. Vacinas

A dengue é atualmente um problema de satde pablica em expansao, nos tropicos
e areas subtropicais. Milhdes de pessoas, a maioria em paises com recursos limitados,
procuram tratamento para a doenga. Apesar de mais de 70 anos de investigacOes e
esforgos para produzir uma vacina segura e eficaz, esta permanece indisponivel. 19
Durante décadas, os cientistas tentaram desenvolver uma vacina capaz de proporcionar
protecdo imunitaria contra os quatro serotipos, ou seja, uma vacina tetravalente segura e
eficaz para reduzir a incidéncia global da dengue. *® Porém, existem varios aspetos que
dificultam a sua producdo, nomeadamente a necessidade de imunizagao contra os quatro
serotipos e de alta eficiéncia para evitar o mecanismo que desencadeia a dengue grave.
Acresce a falta de modelos animais para testar a efetividade das vacinas pois, apesar de
poderem ser infetados, a manifestacdo clinica é diferente das dos seres humanos, e
existem lacunas sobre o conhecimento da estrutura viral e sobre a inducéo de resposta
imune, (60220

Uma vacina ideal para a dengue deve cumprir 0s seguintes requisitos:
proporcionar uma imunizacdo duradoura contra 0s quatro serotipos, ndo causar O
fendmeno dos anticorpos potenciadores da infecdo (ADE, do inglés antibody dependente
enhancement), apresentar baixa toxicidade e também baixo custo. 9

A pesquisa pela inducdo de uma resposta imunoldgica robusta para os quatro
sorotipos em simultdneo deve-se a tentativa de evitar o possivel aumento do risco de
desenvolver formas graves da doenca, pois 0s pacientes que sofrem uma segunda infecéo
por um virus de serotipos heter6logos apresentam uma probabilidade maior de
desenvolver FHD/SCD. ??Y) Segundo esta hipétese, ADE, os anticorpos heterélogos pré-
existentes reconhecem o virus infetante, formando-se complexos antigénio-anticorpo, os
quais acabam sendo reconhecidos e entram por células mononucleares, especialmente
macrofagos, através dos seus recetores para a por¢do constante dos anticorpos, sem
neutralizar o virus. Uma vez que os anticorpos heter6logos ndo sdo neutralizados, as
particulas virais acabam por replicar dentro do macré6fago, o que permite um aumento do
numero de células infetadas, podendo levar a uma grande carga viral, particularmente no
inicio da infecdo e que consequentemente exacerba a infegao. (¢22223.224)

Atualmente existem diversas vacinas em teste, em diferentes estadios de
desenvolvimento pré-clinico e clinico com ensaios em fases I, 1l e Ill. A tabela 1.6,

resume propriedades de candidatos a vacina contra a dengue.

51



“Quimioterapia da dengue; Farmacos disponiveis e perspetivas de novas terapéuticas”

Tabela 1.6 — Vacinas da dengue candidatas em desenvolvimento clinico. (Adaptado de

(225))
Vacina Empresa Tipo de Mecanismo de atenuacao Fase Referéncias
Candidata vacina ou inativacéo Clinica
Vacina do virus da febre
CYD Sanofi | Viva atenuada amarela como estrutura 1 (226,227)
Pasteur com proteinas prM e E
DENV selvagem
Virus DENV-2 atenuado
DENVax | Takeda | Vivaatenuada | em células de rim de cio e Il (228,229)
por mutacdo no gene NS3
NIAID Viva atenuada | Estirpes tipo selvagem com
TV003/ and mutacdes genéticas [ (230,231)
TV005 Butantn
Institute
TDENV | GSKand Inativada Inativada com formalina I (232,233)
PIV WRAIR purificada
Proteinas E e prM de virus
V180 Merck Subunidades | selvagem expressas usando I (234,235)
recombinantes sistema e expressdo de
Drosophila
Proteinas prM e E de
DIME100 | NMRC ADN DENV-1 expressos sob I (236,237)
controlo do plasmideo vetor
VR1012 do promotor
citomegalovirus humano

1.7.3.1. Sanofi Pasteur (CYD)

CYD (Sanofi Pasteur) é uma vacina viva atenuada quimeérica e tetravalente. Para
cada um dos quatro serotipos da dengue 0s genes que codificam as proteinas de membrana
prM e E do virus da dengue tipo selvagem sdo substituidos na vacina do virus da febre
amarela (YF) 17D. ?%9)

Varios estudos de fase Il foram realizados em todo 0 mundo em adultos e criancas.
Na populacéo de Singapura, testaram a imunogenicidade de 600 participantes criangas e
adultos e, apds a administracdo de trés doses de CYD aos 0, 6 e 12 meses, 66,5% dos
vacinados eram seropositivos para 0s quatro serotipos, embora as taxas de soro-conversao
fosse mais elevada nas criancas. % Qutro estudo de fase Ilb foi realizado em 4002
criancas tailandesas com idades compreendidas entre 4 e os 11 anos. As criangas foram
vacinadas com trés doses a 0,6 e 12 meses. Neste estudo, a eficacia da vacina CYD contra
todos os serotipos foi de 30,2% (95% intervalo de confianca (IC): -13.4-56.6). 39 A
eficacia ap0s a primeira dose da vacina contra os serotipos, DENV-1, DENV-3, e DENV-

4 foi estatisticamente significativa, 61,2%, 81,9%, 90,0%, respetivamente, mas ndo contra
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DENV-2. Num estudo de fase 11l realizado em 5 paises na Asia em que participaram
10,278 criangas com idades entre 2-14 anos, a eficcia da vacina foi de 56,5% (IC 95%:
43,8-66,4).

A eficacia da vacina também foi testada apos 3 doses em doentes com febre
hemorragica da dengue, dengue grave e casos de dengue em doentes internados, tendo
sido estatisticamente significante (88,5% (IC 95%: 58,2-97,9), 80,8% (IC 95%: 42,7-
94,7), 67,2% (95% IC: 50,3-78,6), respetivamente). Num estudo semelhante ao de fase
I1b na Tailandia, a imunogenicidade foi alta para os serotipos 1,3 e 4, mas para o serotipo
2 néo foi estatisticamente significativa. %49

No estudo latino-americano em que participaram 20.869 criancas com idades
entre 0s 9-16 anos foram administradas 3 doses de vacina aos, 0, 6 e 12 meses. A eficécia
da vacina foi de 60,8% (IC 95%: 52,0-68,0). Todos os serotipos mostraram uma eficacia
significativa, variando entre 42,3% para DENV-2 e 77,7% para DENV-4. ?41)

1.7.3.2. DENVax (Invirage/Takeda)

A vacina candidata DENVax é uma vacina viva atenuada constituida com a base
no DENV-2, atenuada por passagens em cultura de células e por uma mutagdo no gene
NS3, e quimérica DENV-1, DENV-3, e DENV-4, constituida pela transferéncia de genes
prM e E desses virus para 0o DENV-2 atenuado.

Esta vacina tem vindo a ser testada pré-clinicamente e clinicamente desde o final
dos anos 1980. 21 Atualmente a fase | esta concluida e encontram-se em curso os ensaios
de fase 1l em populacBes endémicas e ndo endémicas de dengue. Em dois estudos de fase
I, um nos EUA e outro numa regido ndo endémica de dengue na Coldémbia, foram
avaliadas diferentes doses de DENVax por diferentes vias de administracdo (subcutanea
ou intradérmica) em adultos saudaveis, aos 0 e 3 meses. 42243 Na Colémbia, ambas as
formulacGes e vias de administracdo se revelaram seguras e induziram anticorpos
neutralizantes para todos os serotipos. ?*4 Iniciou-se em 2011, um estudo que se encontra
na fase 11, com 344 criancas e adultos que avaliam a seguranca e a imunogenicidade da
vacina na Coldmbia, Porto Rico, Singapura e Tailandia. ¢4

No final de 2014, iniciou-se um estudo de fase Il com 1800 criancas na Asia e na
América Latina que pretende examinar a imunogenicidade de 3 esquemas de dosagem

(dia 0 somente, 0 e 3 meses, do dia 0 e 1 ano). ?29)
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1.7.3.3. TV003/TV005 (NIAID)

O Instituto Nacional de alergias e doencas infeciosas (NIAID) fabrica uma vacina
contra a dengue, tetravalente, incluindo os quatro grupos de antigénios através de varias
combinagBes desses antigénios. Diferentes vacinas monovalentes candidatas foram
combinadas em cinco diferentes misturas tetravalentes (TV001-TV005) para avaliar a
imunogenicidade e a seguranca de uma dose Unica tetravalente. Os voluntarios adultos
submetidos ao teste apresentaram taxas de seroconversdo elevados para DENV-1,
DENV-3, e DENV-4 (de 85 a 100%) mas de 50% para DENV-2. ?%®) Teve inicio neste
ano de 2015 um estudo de fase Il na Tailandia, para testar a seguranca e a resposta imune
de duas doses de TVO003 aos 0 e 6 meses, em adultos e criangas. ?*” Em colaboragio com
o0 Instituto Butantan, teve inicio em Outubro de 2013 um estudo de TV003 fase Il no
Brasil. A seguranca e imunogenicidade de uma dose (liquida ou liofilizada) de TV003
esta a ser testada em individuos saudaveis e com dengue e sera alvo de avaliagdo com

resultados concluidos, previstos para dezembro de 2018. %3V
1.7.3.4. TDENV PIV (GSK)

TDEN PIV é uma vacina inativada purificada e tetravalente. Atualmente encontra-
se em avaliacdo em conjunto pela Glaxo SmithKline (GSK) e pelo Instituto Walter Reed
de Pesquisas do Exército (WRAIR). Foi realizado nos Estados Unidos um estudo de fase
| utilizando doses baixas e altas desta vacina. ?3? Num estudo, programado para acabar
em dezembro de 2016, esta a ser avaliada a vacina em adultos, em Porto Rico. ?*® Uma
estratégia inovadora utilizando TDEN PIV e uma vacina de virus vivo atenuado da

dengue também esta sob avaliagio num estudo de fase 11. @33
1.7.3.5. V180 (Merck)

V180 é uma vacina de subunidades recombinante, formada pela proteina E
(subunidade 80E) e prM do virus dengue recombinante que € eficientemente expressa
utilizando sistema de expressdo de Drosophila. A formulacdo consiste em subunidades
80% E de cada um dos quatro serotipos de dengue. ®*¥ Proteina recombinante de
envelope com a configuragdo da proteina dos virus selvagens. O ensaio clinico de fase |
terminou em janeiro de 2015 e examinou a eficacia de V180 a varias doses, em adultos

saudaveis, aos 0, 1 e 2 meses. (239
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1.7.3.6. DIME100 (NMRC)

D1ME100 é uma vacina monovalente de plasmideo de ADN e encontra-se,
atualmente a ser examinada no Centro de Pesquisa Médica Naval (NMRC). Esta vacina
consiste num plasmideo de ADN contendo genes que codificam as proteinas prM e E de
DENV-1, reproduzindo um elevado numero de coOpias em bactérias, tais como
Escherichia coli. ?*® O primeiro ensaio de fase | avaliou a vacina aos 0, 1 e 5 meses, em
doses baixas e altas. ®3” A vacina, embora segura, ndo conduziu a uma resposta de
anticorpos neutralizantes para a dose baixa e apenas 42% dos participantes com a dose
alta produziram uma resposta de anticorpos que nao foi sustentada a longo prazo.

Devido & magnitude do problema da dengue em todo o0 mundo, mais do que um
destes candidatos a vacina serdo necessarios para assegurar um fornecimento adequado
de vacina, a longo prazo. Neste momento, somente a vacina CYD Sanofi se encontra em
ensaios de fase Ill. Esta vacina demonstrou ser segura, apresentando diferentes niveis de
eficacia contra os quatro serotipos, sendo a eficacia mais efetiva contra os serotipos 3 e
4. Além disso, demonstrou ter alta eficicia contra a dengue grave em casos de
hospitalizago. 240250

Serdo necessarios mais trabalhos de investigacdo, ensaios pré clinicos, avaliagdo
clinica e controlo de qualidade até que uma vacina contra a dengue segura e eficaz possa
ser aprovada para uso clinico. Torna-se, urgente que estes trabalhos se desenvolvam para
que, muito em breve, as vacinas se aliem ao controlo da doenca no combate eficaz de

dengue.
1.8. Farmacos no tratamento da dengue

Atualmente ndo existe nenhuma medicacdo antiviral especifica ou vacina para o
tratamento da dengue. O tratamento da dengue é sintomatico e inclui a terapia analgésica,
antipirética e repouso que sdo Uteis no alivio da letargia, mal-estar e febre associada com
a doenca. O acetaminofeno (paracetamol) é recomendado para o tratamento de dor e
febre. A aspirina e outros salicilatos e os farmacos anti-inflamatérios ndo esterodides
(AINEs) devem ser evitados porque aumentam o risco de hemorragia. Em pacientes com
FHD ou SCD pode ser necessaria a reposicdo de liquidos. Y Nestes casos os tratamentos
podem incluir:

e A transfusdo de sangue ou plaquetas para corrigir problemas de sangramento;
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e Ahidratacdo intravenosa (IV) de liquidos e eletrolitos para corrigir o desequilibrio
eletrolitico e desidratacao;

e Os expansores de plasma para tratar pacientes que ndo respondem aos fluidos
isotonicos;

e A terapia com oxigénio para tratar o baixo nivel de oxigénio no sangue.

A dengue nédo tem sido suficientemente reconhecida como uma doenca viral grave
em termos de salde publica e econémica, apesar de ser responsavel por 22.000 mortes
por ano em areas onde é endémica. Uma das causas deve-se a argumentos frequentes
sobre viabilidade da terapia antiviral. Um dos argumentos mais comuns de oposicao a
terapia antiviral € que ela iria ocorrer muito tarde, isto €, quando a virémia j& esta em
declinio. Assim, um farmaco deve promover a reducdo da carga viral na fase inicial da
doenca para, potencialmente, evitar a FD e FHD / SCD. O periodo de virémia da dengue
é curto, sendo detetavel apenas um pouco antes ou no inicio da febre, e dura quatro a
cinco dias. A capacidade de diagnosticar rapidamente a doenc¢a da dengue é portanto a
chave para o sucesso da aplicacdo de quimioterapia antiviral. Até a data, ndo existe
nenhuma vacina contra a dengue ou farmaco antiviral clinicamente aprovado para seres
humanos, mesmo tendo havido grandes esforgos para atingir esses objetivos. ©7

Durante as ultimas décadas, de entre as varias abordagens que tém sido utilizadas na
busca de compostos antivirais para a dengue, os investigadores tentaram identificar
compostos de origem natural que podem ser utilizados potencialmente como
medicamentos antivirais na dengue, uma vez que na natureza existe um vasto reservatério
de substancias que podem ser exploradas com o objetivo de descobrir novos compostos
que possam ser utilizados como medicamentos ou possam servir como estruturas de base
para ser otimizados, com o objetivo do desenvolvimento de novos agentes antivirais
contra a dengue. (251.252253254.255,256,257258) A\ descoberta de que o HCV (género
Hepacivirus) e o DENV (género Flavivirus) pertencem a mesma familia viral,
Flaviviridae, e partilham a organizacdo do genoma, tendo estratégias de replicacdo
semelhantes constituiu o0 ponto de partida e inspiracdo real para a pesquisa de farmacos
anti-DENV. Muitas investigagcdes tém sido efetuadas com diversas substancias com
atividade anti-DENV. O primeiro esforco em grande escala para descobrir farmacos anti-

DENYV deve-se ao Instituto Novartis de Doencgas Tropicais (Singapura), que realizou um
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exame completo da sua biblioteca quimica contra o dominio da protease NS3, uma
proteina ndo estrutural de DENV.

Contudo, prossegue uma série de avaliagcGes baseadas na semelhanca dos genomas
dos virus da familia Flaviviridae, cuja caracterizacdo permitiu a identificacdo de um
numero crescente de substancias anti-DENV contra proteinas ou enzimas virais,
incluindo proteinas do envelope e da cépside, polimerases, helicases
e proteases. Além disso, também foram identificados alvos potenciais de acdo de
substancias com atividade antiviral, nomeadamente os processos envolvidos na entrada
do DENV em células, entre os quais a ligacdo do receptor do virus, mudancas de
conformagdo na proteina E, a internalizacédo do virus e fusdo da membrana. Neste trabalho
resumem-se, seguidamente, os compostos de origem natural e sintética que tém sido
rastreados relativamente a atividade anti-DENV (e os alvos correspondentes), que podem

ter potencial farmacoldgico e constituir uma nova via na terapéutica da dengue.

1.8.1. Compostos de origem natural com atividade anti-DENV

As plantas medicinais tradicionais tém sido referidas como tendo compostos com
atividade antiviral ®>° e alguns destes tém sido utilizados para tratamento de infegGes
virais em animais e seres humanos. Até a data, foram identificadas algumas espécies
diferentes contendo compostos com potencial para o tratamento de dengue e algumas
delas ainda ndo foram objeto de investigagdo cientifica pormenorizada (Tabela 1.7).
Algumas destas espécies sdo usadas para o tratamento sintomatico da dengue, enquanto
outras contém compostos em que se verificou a sua atividade para inibir a formacao do
virus, embora em muitos casos nao existam estudos cientificos comprovando a sua
eficacia.

Tabela 1.7 — Plantas com atividade antiviral usadas no tratamento de infecfes pela
dengue. (Adaptado de 59)

Espécie Partes utilizadas Compostos isolados Referéncias
Alternanthera Planta inteira (261)
philoxeroides

Andrographis paniculata Folhas (262)

Azidarachta indica Folhas (263)

Boesenbergia rotunda Rizomas 4-h|drOXIpan_durat|na, (264)
panduratina A

Carica papaya Folhas (265)
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Cladogynos orientalis

Planta inteira

(266)

Cladosiphon okamuranus

Planta inteira

Fucoidano

(267)

Cryptonemia crenulata

Planta inteira

Galactano

(268)

Cymbopogon citratus

Planta inteira

(262)

Flagellaria indica Planta inteira (266)
Gymnogongrus griffithsiae  Planta inteira Kapa carragenano (268)
Gymnogongrus torulosus Planta inteira Galactano (269)
Hippophae rhamnoides Folhas (270)
Houttuynia cordata fsﬁ]r;t:(;ﬂtggjfe Hiperosido (266.271)
Leucaena leucocephala Sementes Galactomanano (272,273)
Lippia alba Planta inteira (274.219)
Lippia citriodora Planta inteira 74)
Meristiella gelidium Planta inteira Kapa carragenano (276)
Mimosa scabrella Sementes Galactomanano (@72)
Momordica charanthia Fruto (262)
Ocimum sanctum Folhas (262,277)
Piper retrofractum Planta inteira (266.278)
Quercus lusitanica Sementes (279)
Rhizophora apiculata Planta inteira (266)
Tephrosia crassifolia Folhas e flores (280)
Tephrosia madrensis Folhas e flores Glabraning, 7-O- (280)
metilglabranina
Tephrosia viridiflora Folhas e flores (280)
Uncaria tomentosa Cascas do caule (281.282)
Zostera marina Planta inteira Acido zoostérico (283)

O uso de ervas e plantas medicinais para tratar muitas patologias esta crescendo
em todo o mundo. Vérias plantas tém mostrado possuir atividade antiviral contra dengue,
quer através de testes de atividade com extratos quer através testes com compostos
isolados e identificados.

1.8.1.1. Polissacéaridos

Os fucoidanos representam um grupo de polissacaridos que ocorrem naturalmente
e que podem ter aplicacOes terapéuticas interessantes em varias situacGes clinicas. Os
fucoidanos contém percentagens consideraveis de L-fucose e grupos éster sulfato e estao
presentes na matriz extracelular de algas castanhas. Tém propriedades bioldgicas,

incluindo as atividades anti-trombética, anti-inflamatéria, anti-viral, anti-adesiva e anti-
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tumoral. Tém também um papel relevante na modulacdo do sistema imunitario do
hospedeiro, parando o ciclo celular e induzindo a apoptose. 234285286 O fycoidano (figura
1.19) é um polissacarideo isolado da alga marinha Cladosiphon okamuranus. A sua
estrutura é composta por unidades de fucose sulfatadas e residuos de acido glucurénico.
Investigacbes realizadas com fucoidano extraido de Cladosiphon okamuranus
demonstraram que este polissacarideo inibe a infecdo pelo virus dengue serotipo 2
(DENV-2), enquanto para os serotipos do virus da dengue 3 e 4 apresentam uma atividade
moderada e para o serotipo 1 ndo apresenta efeito sobre a infe¢do. 6" A dessulfonacio
do fucoidano origina derivados que mostraram uma notavel supressdo de actividade
inibidora, o que indica que a sulfatacdo é necessaria para a atividade antiviral dos
glicosaminoglicanos. “® Também foi relatado que o fucoidano parece afetar criticamente
a interac¢do do DENV-2 com receptores celulares, mas o mecanismo molecular preciso

do efeito inibidor deste composto n&o esta completamente elucidado. 67

OOH

Fucose Sulfatada
R.H:S03 =2:3)

Figura 1.19 — Representacdo da estrutura molecular do fucoidano.

Varios polissacaridos conhecidos como galactanos foram isolados a partir de algas
vermelhas. Entre estes, as carrageninas ou carragenanos correspondem a polissacaridos
sulfatados com residuos de a-D-4-galactose ligados aos seus derivados 3,6-anidro (figura
1.20). As carrageninas normalmente sdo classificadas de acordo com suas caracteristicas
estruturais, incluindo os seus padrBes de sulfatacdo e a presenca ou auséncia de 3,6-
anidro-a-D-galactopiranose. Existem pelo menos 15 estruturas diferentes de carragenano,
sendo as mais relevantes as indicadas na figura 21. ®®) Estudos realizados com
carragenanos iota, kappa e lambda comercialmente disponiveis (figura 1.20) foram
avaliados em relacio aos serotipos DENV 1-4. ?®) Os ensaios foram realizados in vitro,
utilizando células Vero e HepG2. Os polissacarideos foram mais eficazes nos serotipos

DENV-2 e DENV-3, sendo que os carragenanos lambda e iota mostraram ser inibidores
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potentes de DENV-2 e DENV-3 com ECs (concentragdo eficaz de 50%) variando entre
0,14-4,1 pg / mL.

0] l”)

-~ ~Q
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[ > OH F? (__v,CH r'a \ —OR

A Q ,"'_~ '_\'J"-.'r‘\ '\:":L\, & Q |'.

AN O A0 L
0‘1 m.\
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lota: R'=R?=80; Lambda: R' =S05, R?=S0,,R¥=505, R*=H
Kappa: R' =H, R? =80y Mu: R'=S0;,R*= H,R¥=H,R*=50;

Nu; R'=8504, R2=805,R*=H,R* = 804
Figura 1.20 — Representagao das estruturas moleculares de carragenanos.

Este estudo demonstrou que o sulfato de heparina, composto que imita o
carragenano lambda, tem capacidade para interferir com a replicacdo do DENV-2 quando
adicionado ap6s a adsorcdo do virus e, mesmo nestas condi¢des, o potencial antiviral do
carragenano lambda foi maior do que a sua capacidade de afetar a adsor¢do do virus.

Talarico e colaboradores %) investigaram a atividade antiviral na dengue de dois
polissacaridos sulfatados obtidos a partir das algas marinhas vermelhas Gymnogongrus
griffithsiae e Cryptonemia crenulata. ®%® O composto G3d, obtido a partir de
Gymnogongrus griffithsiae, inclui unidades de carragenano kapa/iota/nu (ver figura 1.21).
O composto C2S-3, um DL-galactano obtido a partir de Cryptonemia crenulata, ¢ feito
de unidades unidades de dissacarido (a), (b), e (c), representadas na figura 1.21.

OH  on oH

OH
o} 0
0 080y R

050y 050,

0 ’
HO HO
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0.,

Figura 1.21 — Representacdo de unidades de dissacarideos presentes na estrutura de C2S-
3.
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A avaliacdo da atividade antiviral de G3d e C2S-3 foi realizada in vitro e
verificou-se que a atividade antiviral na dengue dos polissacaridos sulfatados G3d e C2S-
3 depende tanto do serdtipo do virus como da célula hospedeira. Ambos 0s compostos
foram capazes de inibir a DENV-2 em células Vero, com valores de ICso de 1 pg/mL e
indices de seletividade superiores a 1000. Os compostos foram completamente ineficazes
contra DENV-1, DENV-3 e DENV-4 (valores de ICsp significativamente maiores). Do
ponto de vista de mecanismo de accdo, determinou-se que G3D e C2S-3 apresentam
efeitos inibitdrios sobre o serotipo DENV-2 apenas quando sdo adicionados em conjunto
com o virus ou logo apds a infecdo. Portanto, os processos de adsor¢do do virus e
internalizac&o parecem ser 0s principais alvos destes compostos. Os resultados sugerem
que estes compostos podem agir sobre a ligacéo do virus.

Estes polissacarideos podem ser ferramentas Uteis para elucidar os mecanismos
de ligacdo e internalizacdo dos sorotipos DENV e também para estabelecer relactes
estrutura-atividade. ?%® Qutro estudo envolvendo polissacarideos sulfatados mostrou que
o0s extratos de carragenanos de Meristiella gelidium eram inibidores mais eficazes de
DENV-2 do gue os derivados de Gymnogongrus griffithsiae, contudo nenhuma descricao
sobre 0 mecanismo de ac&o para a inibicdo de DENV foi reportado. ¢7®

Uma série de DL-galactanos isolados a partir da alga vermelha Gymnogongrus
torulosus tambem foram avaliados in vitro contra o serotipo DENV-2 em células Vero.
(269) Os polissacarideos avaliados revelaram-se muito ativos contra o serotipo DENV-2,
com valores de ICsp variando de 0,19-1,7 pg/mL. Em adicéo a sua atividade inibitoria, os
compostos ndo apresentaram efeitos citotoxicos nas células, mas apresentaram
propriedades anticoagulantes. Foi sugerido que o0 mecanismo de acdo destes compostos
envolve uma interferéncia na ligacdo da glicoproteina de superficie com o recetor de
células. 59

Foram também realizados estudos de atividade anti-DENV com polissacaridos de
armazenamento de plantas, conhecidos como galactomananos. Estes compostos séo
caracterizados por uma cadeia principal de residuos B-D-manopiranosilo ligados nas
posicdes 1 e 4 com uma unidade Unica de residuos de a-D-galactopiranosilo na cadeia
lateral (figura 1.22).
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Figura 1.22 — Representacdo da estrutura molecular base dos galactomananos.

Foram efetuados estudos com dois galactomananos sulfatados, ¢ isolados a
partir das sementes Mimosa scabrella, com uma relagdo manose/galactose de 1:1, e a
partir de sementes de Leucaena leucocephala (propor¢do manose/galactose de 1:4). Os
polissacarideos sulfatados, designados pelos autores como BRS (a partir de Mimosa
scabrella) e LLS (a partir de Leucaena leucocephala) foram submetidos a ensaios in vitro
e in vivo para avaliar os seus efeitos sobre o DENV-1 (estirpe Hawaii). O ensaio in vivo
foi levado a cabo com ratos fémea para determinar a atividade antiviral e ndo se verificou
a morte de ratos infetados com o DENV-1. A avaliacdo in vitro foi conduzida com células
C6/36 e verificou-se que as concentracdes que produzem uma diminui¢do em 100 vezes
no titulo de virus eram 347 mg/L e 37 mg/L para BRS e LLS respetivamente, 72

1.8.1.2. Flavonoides

Existem varios estudos que demonstraram que alguns flavondides possuem
atividade antiviral na dengue.

Os compostos glabranina e 7-O-metilglabranina (figura 1.23), isolados a partir de
espécies de Tephrosia de origem mexicana, mostraram uma significativa atividade
antiviral no serotipo DENV-2, apresentando cerca de 70% de inibicdo da infecdo pelo
virus a concentracdes da ordem de 25 pmol/L.

Considerando-se as estruturas dos compostos estudados, é evidente que existe
uma relagéo entre a estrutura e atividade antiviral da glabranina e 7-O-metilglabranina,
uma vez que estes flavondides contém uma cadeia lateral com o grupo prenilo no carbono
8 enquanto outros flavonoides da Tephrosia, que ndo tinham este grupo, nao se relevaram

ativos como inibidores da replicagéo do virus. ?8
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OH O OH O

Glabranina 7-O-metilglabranina

Figura 1.23 — Representacdo das estruturas moleculares de flavonoides de espécies
mexicanas de Tephrosia.

O extrato aquoso de Houttuynia cordata, uma planta que faz parte de um prato de
vegetais consumido nas regides norte e oriental da Tailandia, foi testado contra DENV-
2. @) Os ensaios para avaliar a atividade antiviral dos extratos de Houttuynia cordata
exibiram um efeito inibitorio na producdo de ARN de DENV-2 em todos os protocolos
experimentais. As experiéncias foram conduzidas a 10 pg/mL e 100 pg/mL. A andlise
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) permitiu identificar o flavondide

hiperésido como o principal componente do extrato (figura 1.24).

OH

OH

Figura 1.24 — Representacdo da estrutura molecular do flavonéide hiperésido.

Pensa-se que a atividade antiviral observada na dengue estd associada com a
presenca deste flavondide como componente principal no extrato aquoso, embora ndo
tenham sido efetuados testes com o composto isolado. O extrato também protege a
entrada do virus nas células e inibe a atividade do virus ap6s a adsorc¢do e o hiperdsido no
extrato provavelmente inibiu a sintese de ARN intracelular através da interacgdo com

enzimas ou proteinas na replicacao viral. @79
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Os flavonoides, pinostrobina, pinocembrina, alpinetina, cardamonina, panduratina
e 4-hidroxipanduratina (figura 1.25), foram isolados a partir Boesenbergia rotunda (L.)
uma espécie pertencente a familia do gengibre (Zingiberaceae). ¢

O 0 ?Me
R 0] X
Me

HO OH

Cardamonina

R = OMe, R' = OH : Pinostrobina
R =0OH, R' = OH : Pinocembrina
R = OH, R' = OMe : Alpinetina

R = OMe : Panduratina
R = OH : 4-hidroxipanduratina

Figura 1.25 — Representagdo das estruturas moleculares de flavondides.

Estes compostos naturais foram rastreados contra a protease NS2B-NS3 do
DENV-2 por ensaio enzimatico utilizando a protease purificada. ?®¥ O aumento de
concentracdo dos compostos nos ensaios levou a um aumento da inibicdo da actividade
da enzima. Entre estes flavonoides, a pinocembrina foi o0 menos ativo, com inibicao da
atividade da protease por cerca de 60% a 400 ppm de concentracdo. As substancias mais
ativas foram a panduratina e a 4-hidroxipanduratina, tendo sido determinado que ambos
sdo inibidores competitivos da atividade da protease NS2B-NS3 com constantes de
inibicdo (Ki) de 21 e 25 umol/L. 6%

Os flavondides quercetina (figura 1.26), naringenina, daidzeina, e hesperitina
foram avaliados in vitro contra o serotipo DENV-2, utilizando células Vero. Destes
compostos apenas a quercetina apresentou uma atividade inibitoria significativa (ICso foi
de 35,7 pg/mL) contra a infecdo por DENV-2 em células Vero. O mecanismo pelo qual
a quercetina exerce o seu efeito antiviral permanece desconhecido. No entanto, acredita-
se que a atividade antiviral da quercetina na dengue pode ser semelhante a exibida por
outros flavonoides que inibem ARN-polimerases celulares e a formagdo do complexo
com 0 ARN. 289

Figura 1.26 — Representacdo da estrutura molecular da quercetina.
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Foram realizados estudos in vitro para avaliacdo dos efeitos antivirais da
naringenina, rutina e fisetina (figura 1.27) contra DENV-2, nas diferentes fases de
infecgdo por DENV-2. Os estudos revelaram que entre os flavonoides estudados apenas
a fisetina apresentou atividade significativa in vitro relativamente a atividade de
replicacdo do virus da dengue, ®*® com inibigo da replicacio do virus (ICso de 55 pg/mL)
apos a absorcdo do virus em células Vero. O modo de acdo da fisetina e seu efeito na
replicacdo do virus DENV n&o € claro, no entanto pensa-se que a fisetina ndo é suscetivel
de atuar diretamente sobre o virus, uma vez que néo afeta a ligacdo do DENV-2 as células.
Porém, pensa-se que poderia afetar a copia do genoma do DENV por interferéncia na
replicacdo do DENV-2, devido a ligacdo ao ARN do virus ou formando um complexo
ARN-flavondide, ou afetando ARN-polimerases, com consequente inibicdo da replicacao

do virus. %)

Figura 1.27 — Representagdo da estrutura molecular da fisetina.

Foi realizado um estudo com 1.350 extratos, preparados a partir de varias partes
de cerca de 650 plantas da Nova Caleddnia, de modo a verificar o efeito na atividade da
polimerase NS5 do DENV-2. Entre os varios extratos ativos, destaca-se o0 extrato da casca
de Cryptocarya chartacea, uma espécie que pertence a familia Lauraceae, ?°V a partir do
qual foram isolados flavondéides ndo alquilados, como a pinocembrina, bem como uma

série novos mono e dialquilados designados por chartaceones A-F (figura 1.28).
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Figura 1.28 — Representacéo das estruturas moleculares da pinocembrina e chartaceones.

O estudo revelou que os chartaceones C-F foram os mais ativos na inibicdo da
atividade da polimerase (ICso variando de 1.8 para 4.2 pumol/L) enquanto os outros
chartaceones foram menos eficazes e a pinocembrina se mostrou inativa. Estes resultados
sugerem que a presenca de cadeias alquiladas nas estruturas dos chartaceones C-F
desempenham um papel importante em termos de atividade inibidora sobre a polimerase
NS5 do DENV-2 e concluiu-se que as cadeias laterais A e B (figura 1.28) desempenham
um papel equivalente em termos de atividade biol6gica. ?°

A baicaleina (figura 1.29) é extraida das raizes da Scutellaria baicalensis, uma
erva usada na medicina chinesa tradicional pertencente a familia Lamiaceae. ?®? Estudos
in vitro utilizando células Vero para avaliar a atividade antiviral da baicaleina contra
DENV-2 mostraram uma inibicdo da replicacdo do serotipo DENV-2 com um valor de
ICso de 6,46 pg/mL. Revelaram ainda efeito virucida direto (ICso de 1,55 pg / mL) bem
como anti-adsorcéo (ICso de 7,14 pg/mL) contra o0 DENV-2. Os resultados sugerem que
um possivel mecanismo para as atividades extracelulares e intracelulares da baicaleina
contra 0 DENV-2 possa ser atribuido a sua capacidade para se ligar e/ou para inativar

proteinas estruturais e outras proteinas importantes do DENV-2. 92
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Figura 1.29 — Representacdo das estruturas moleculares de baicaleina, petcolinarina e
acacetina-7-O-rutinosido.

A petcolinarina (figura 1.29), foi isolada a partir de extratos de folhas de
Distictella elongate. Foi também isolada uma mistura de petcolarina e acacetina-7-O-
rutinésido (figura 1.29) a partir de frutos, tendo-se avaliado a atividade antiviral contra
DENV-2 utilizando células Vero e LLCMK2. A mistura de petcolinarina e acacetina-7-
O-rutin6sido apresentou maior atividade antiviral (ECso de 11,1 £ 1,6 pg/mL) do que a
petcolinarina pura (ECso 86,4 £ 3,8 pg/mL). O mecanismo de inibigdo dos compostos néo
é claro, mas sugere-se que possa corresponder a um dos mecanismos ja descritos para

flavonoides. ?%
1.8.1.3 Alcaldides e compostos afins

Entre estes compostos verificou-se que a emetina (figura 1.30), um dos alcal6ides
da ipecacuanha, na forma de diclorohidrato, exibe uma potente atividade antiviral na
DENV na concentracdo de 0,5 umol/L (277 ng/mL). @® Estudos in vitro utilizando
celulas Huh-7 e BHK21 mostraram que o diclorohidrato de emetina inibe a infegdo por
DENV nas fases iniciais do ciclo de replicacdo viral, afetando a via de sintese do ARN
viral ou a via de traducdo da proteina viral.

A Coptis chinensis, uma planta medicinal usada na China para tratamentos
bacterianos, inflamatorios, fingicos e outras doencas, ndo apresentando efeitos colaterais
significativos ou toxicidade para o ser humano em doses clinicas, ?%) apresenta uma
elevada concentracdo de palmatina (figura 1.30). A actividade deste composto contra
DENV-2 foi avaliada in vitro utilizando células Vero, apresentando uma ECso de 26,4
pumol/L.

Foi demonstrado através de ensaios enzimaticos que a palmatina pode inibir a
protease NS2B-NS3 do virus do Nilo ocidental. O mecanismo pelo qual a palmatina inibe

0 virus ainda ndo esté esclarecido.

67



“Quimioterapia da dengue; Farmacos disponiveis e perspetivas de novas terapéuticas”

HO\_/’" . \
N\
J

II’I—Y“ZI

HO'

Ho oM

Castanospermma

Palmatina

Figura 1.30 — Representacdo das estruturas moleculares da emetina, palmatina e
castanospermina.

A castanospermina (figura 1.30), € um alcaloide extraido de Castanospermum
australe. Foi avaliada in vitro e in vivo contra todos os serotipos do virus da dengue. Nos
estudos in vitro para investigar a atividade antiviral foram usadas células BHK-21 e o
estudo in vivo foi realizado com ratinhos A/J de 28 a 31 dias de idade. Verificou-se que
este alcaldide inibe todas as infe¢des pelos serotipos do virus da dengue in vitro mas
apenas a infecdo pelo serotipo 2 do virus in vivo e que a inibicdo pela castanospermina
ocorre no nivel de secrecéo e da infeciosidade das particulas virais. °®

A geneticina é um aminoglicosido (figura 1.31) que apresenta atividade antiviral
contra o virus da diarreia viral bovina (BVDV). Dado que o virus da dengue, o virus da
febre amarela e o BVDV sdo virus da familia Flaviviradae, foi avaliada a atividade
antiviral in vitro, em células BHK, da geneticina contra o virus da dengue. Os resultados
demonstraram que o composto inibe a proliferacdo do DENV-2 por : protecdo das células
BHK contra o efeito citopatico do DENV-2, reducdo da carga viral, inibicdo quer em
namero quer em tamanho da formacdo de placas DENV-2 e por bloqueio do ARN do
DENV-2 e da sintese de proteinas. O mecanismo molecular da atividade antiviral da
geneticina permanece pouco claro, no entanto os resultados sugerem que 0 mecanismo

antiviral da geneticina é do tipo independente da célula. ?°"
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Figura 1.31 — Representacgdo da estrutura molecular da geneticina.
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1.8.1.4. Terpenoides

A partir da casca e da madeira de Trigonostemon cherrieri, uma planta rara da
Nova Caledonia, foram isolados e caracterizados diversos compostos entre 0s quais 0S
terpenos oxigenados (figura 1.32), os quais foram avaliados relativamente a capacidade
para interferir com a polimerase NS5 de DENV, tendo todos apresentado efeitos
inibidores sobre a atividade da enzima, com o0 ICso de 12,7 £0,2; 3,1 £ 0,2 e 16,0 + 1,3
pumol/L para os compostos A, B e C, respetivamente, ndo existindo informacéo sobre o

mecanismo de inibicdo dos compostos. ?%)

Figura 1.32 — Representacdo das estruturas moleculares de terpenos extraidos de
Trigonostemon cherrieri.

Uma investigacao sobre os constituintes quimicos antivirais presentes no extrato
etandlico de folhas de Arrabidaea pulchra resultou no isolamento do composto triterpeno

e de derivados fendlicos (figura 1.33).

Figura 1.33 — Representacdo da estrutura molecular de triterpeno e derivados fendlicos,
extraidos de Arrabidaea pulchra.

Os compostos isolados apresentaram atividade contra 0 DENV-2 in vitro em
células LLCMK 2 e células Vero. O mesmo ensaio foi realizado com Herpesvirus
Humano-1 (HSV-1), Virus Vaccinia Western Reserve (VACV-WR) e virus da
encefalomiocardite dos roedores (EMCV). A inibicdo do HSV-1 e VACV-WR foi menor
que a do DENV-2, e ndo foi observada inibicdo para EMCV. O esclarecimento do

mecanismo da atividade antiviral requer ainda novas investigagoes. ?°%
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1.8.1.5. Quinonas policiclicas

As quinonas policiclicas gymnochromo D e isogymnochromo D (figura 1.34)
foram isolados a partir de crindides fosseis vivos da espécie Gymnocrinus richeri @00
tendo sido avaliado o seu efeito sobre DENV-1 (estirpe Hawai / 1944) in vitro utilizando
células porcinas (PS). Os resultados mostraram que estes compostos exibem atividade
antiviral sobre o DENV-1, ndo tendo sido elucidado o mecanismo pelo qual os compostos

podem inibir o virus. G

Gymnochromo D Isogymnochromo D

Figura 1.34 — Representacéo das estruturas moleculares de quinonas ciclicas extraidas de
Gymnocrinus richeri.

As quinonas policiclicas hipericina, tetrabromohipericina e gymnochromo B
(figura 1.35) foram igualmente avaliadas in vitro em células PS relativamente ao seu
efeito antidengue contra os serotipos 2 e 4. Determinou-se que todas estas quinonas
apresentam atividade antiviral e viricida, atividades que sdo potenciadas pela luz. A
atividade viricida apresentou a seguinte ordem crescente de poténcia:
tetrabromohipericina (ECso = 2,8 nmol/mL); hipericina (ECso = 1,8 nmol/mL);
gymnochromo B (ECso = 0,042 nmol/mL). Uma tendéncia semelhante foi encontrada
para o efeito antiviral: tetrabromohipericina (ECso = 3,7 nmol/L); hipericina (ECso = 0,6
nmol/mL); gymnochromo B (ECso = 0,029 nmol/L). Considerando-se que o0 composto
que relevou maior atividade foi o0 gymnochromo B postulou-se que a presenca da cadeia

lateral na estrutura do composto parece ser benéfica para as atividades antiviral e viricida.
(301)
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Tetrabromohipericina Gymnochromo B

Figura 1.35 — Representacdo das estruturas moleculares de quinonas policiclicas.

1.8.1.6. Compostos fenolicos

O rastreio de extractos de 850 plantas de Madagascar resultou no isolamento de
varios glicosidos fendlicos de Flacourtia ramontchi, tendo sido avaliada a atividade
antiviral de varios compostos, em ensaios enzimaticos, usando a enzima purificada
polimerase NS5 do virus da dengue. Os glicésidos fendlicos (figura 1.36) mais ativos
contra a polimerase NS5 de DENV revelaram valores de 1Csp de 9,3 = 2,8 pmol/L e 9,5
+ 5,0 umol/L. O mecanismo de acio destes compostos precisa ser investigado. %)

ol @ié&o el

OH
Figura 1.36 — Representacdo da estrutura molecular de Glicésidos fendlicos extraidos de
Flacourtia ramontchi.

O galato de metilo (figura 1.37), purificado a partir do extrato metanélico de
Quercus lusitanica, foi testado in vitro, em células C6/36, num ensaio contra o serotipo 2
do virus da dengue e num ensaio enzimatico com a protease NS2B purificada de DENV-
2, mostrando uma inibicdo de 98% da protease NS2B do DENV-2. As células C6/36
mostraram que o efeito dos extratos metanolicos, bem como do galato de metilo
purificado a partir dos extratos, regulam negativamente a expressdo da proteina NS1. Esse
resultado pode estar relacionado com a reducdo ou auséncia de um efeito citopatico em

células C6/36 infetadas. %)

OsOCHs

HO OH
OH

Figura 1.37 — Representacgdo da estrutura molecular do galato de metilo.
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1.8.1.7. Outros compostos

Vaérios outros compostos (figura 1.38) tém sido relatados como possuindo
atividade antiviral. O acido zoastérico, obtido a partir da Zostera marina, foi testado na
inibicdo de todos os serotipos do virus da dengue, tendo apresentado uma modesta
atividade antiviral contra o serotipo 2 em ensaios in vitro com células LLCMK-2. Em
ensaio semelhante, o analogo sintético do acido zoastérico mostrou ser um composto mais
ativo, com efeitos inibitérios contra todos os serotipos de DENV. O analogo do acido
zoastérico mostrou que a inibicao esta relacionada com o passo inicial da entrada do virus
na célula no inicio do ciclo de vida viral, o que foi avaliado pelo doseamento por RT-
PCR da ligag&o virus-célula. 83

A esqualamina (figura 1.38) foi descoberta pela primeira vez nos tecidos do
tubardo peixe cdo (Squalus acanthias) e mais tarde identificada nos glébulos brancos
circulantes da lampreia (Petromyzon marinus). Foi avaliado o efeito in vitro de
esqualamina sobre a infecdo do virus da dengue em células endoteliais humanas (HMEC-
1) e observou-se uma inibicdo de 60% da infecdo usando a concentracdo de 40 pg/mL,
sendo que a infecdo por dengue foi completamente inibida a 100 pg / ml. O mecanismo
de acdo proposto envolve a capacidade da esqualamina para neutralizar a carga negativa
da superficie eletrostatica das membranas intracelulares, de uma forma que torna a célula

menos eficaz no apoio a replicacéo viral. %
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Figura 1.38 — Representacdo das estruturas moleculares de compostos com atividade
antiviral.

A glicirrizina (figura 1.38), o componente principal da Glycyrrhiza glabra

(alcaguz), uma raiz com sabor doce, foi avaliada contra onze flavivirus, incluindo o
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DENV-1, DENV-2 e DENV-3. ®%) A avaliacdo antiviral foi realizada in vitro com células
Vero, sendo mais efetiva a atividade antiviral no serotipo DENV-2.

A narasina (figura 1.38) é um poliéter com propriedades antibi6ticas produzido
por fermentacdo de Streptomyces aureofaciens. Um estudo dependente da dose revelou
que a narasina tem uma ICsp de menos de 1 pmol/L contra os quatro serotipos da DENV.
(%) Ensaios in vitro com células Huh-7 sugerem que no tratamento de células infetadas
por DENV-2 a narasina est& envolvida na inibigdo das etapas pos-entrada de replicacdo
viral durante a infecdo por DENV. O mecanismo antiviral de narasina € suscetivel de ser
associada com a inibicdo da sintese proteica viral. No entanto, é necessario uma
investigagdo mais detalhada para compreender o mecanismo molecular exato da narasina
na inibicao da sintese de proteinas e replicagdo do DENV. G%)

Foi isolada uma série de compostos acetilénicos (figura 1.39) a partir de um
extracto em acetato de etilo de Anacolosa pervilleana, uma planta de Madagascar. Em
ensaios enzimaticos utilizando a polimerase RdRp purificada de DENV verificou-se que

0s compostos acetilénicos inibem a atividade enzimatica, com valores de ICso de cerca de

3 umol/L.
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Figura 1.39 — Representagdo das estruturas moleculares de compostos acetilénicos
extraidos de Anacolosa pervilleana.
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Todos os compostos, exceto o composto A (figura 1.39), mostraram um efeito
global antimetabdlico em células Vero (CCso entre 20 e 30 pumol/L), suspeitando-se que
a presenca de um grupo acido adicional no composto A provavelmente impede a sua
penetracdo atraves da membrana celular, o que pode explicar a auséncia de citotoxicidade.
(307)

Estudos com extratos de plantas medicinais e Gleos essenciais revelaram
propriedades antivirais. ©@%3%) Alguns extratos de plantas, em diferentes solventes,
exibiram atividade contra o vetor da dengue, Aedes aegypti. ®1%31) Algumas das plantas
cujos extratos foram preparados e testados relativamente contra DENV, listadas na Tabela
1.7, mostraram uma atividade anti-dengue com ICso inferior a 5 pg/mL nos quatro
serotipos do DENV. Contudo, os extratos destas plantas precisam ser mais estudados, no
sentido de identificar e isolar os compostos bioativos potenciais, necessarios para o
desenvolvimento de novos produtos anti-dengue eficazes e menos toxicos. Neste sentido,
os estudos sobre o potencial de plantas como fontes de novos compostos ativos, com
atividade anti-dengue demonstrada em testes in vitro e in vivo em animais, devem ser
seguidos por testes de toxicidade e testes clinicos. A identificacdo do potencial de plantas
anti-dengue e seus compostos, bem como o conhecimento dos mecanismos de infecdo
pelo virus precisam ser entendidos para facilitar a busca e desenvolvimento dos farmacos
mais apropriados.

Deste modo, nos ultimos anos as pesquisas tém-se direcionado para a procura de
farmacos que inibam a propagacao da infecdo pelo virus, focando o desenho em estruturas
direcionadas a cada fase do ciclo de vida do virus, no sentido de evitar a infecdo das
células hospedeiras, o processo de maturacdo viral, a sintese do ARN viral ou a

propagacao das particulas virais.

1.8.2. Farmacos com atividade antiviral na dengue e seus alvos terapéuticos

Presentemente ndo estad disponivel um medicamento para o tratamento ou
prevencdo da infecdo pelo DENV. Por conseguinte, o desenvolvimento de novas
moléculas antivirais contra DENV tem atraido um interesse significativo nos ultimos
anos, quer por diversos grupos de investigacdo quer por empresas farmacéuticas que

possuem bibliotecas de compostos sintéticos cujas estruturas tém frequentemente como
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base estruturas de compostos naturais com atividade antiviral demonstrada. Deste modo,
a abordagem na obtencédo de farmacos para a dengue tem-se centrado no ciclo de vida do
virus da dengue, visando por exemplo a procura de inibidores da entrada do virus nas
células ou inibidores de proteinas envolvidas no processo de replicacdo do virus, entre as
quais se destacam a proteina da capside (C), a proteina do envelope (E), a NS3 (com o
dominio de serina protease e dominio de helicase), e a NS5 (com o dominio de
metiltransferase e dominio de ARN polimerase-ARN dependente (RdRp) envolvida na
replicacdo viral).

Assim, seguidamente apresenta-se de modo sumario uma visdo geral sobre os
desenvolvimentos e estratégias recentes, que abrange os candidatos a farmacos anti
DENV utilizando uma abordagem aos alvos de farmacos no virus e no hospedeiro, e

também uma abordagem aos farmacos em fase de desenvolvimento clinico.

1.8.2.1. Inibidores da entrada do virus e inibidores da capside

A inibicdo da entrada do virus nas células hospedeiras tem sido o principal ponto
de intervencdo na pesquisa de farmacos para a dengue. Foi demonstrado que na fase
inicial da infec&o a proteina viral E liga-se a um glicosaminoglicano sulfatado, o sulfato
de heparano, na membrana da célula hospedeira. ®!? Os anticorpos monoclonais e a
heparina demonstraram capacidade de inibir a ligacdo e a penetracdo do virus do dengue.
(313) Estas descobertas conduziram ao desenvolvimento de compostos miméticos de
heparano, os quais exibiram capacidade de inibir a ligacdo entre a proteina E e o heparano
in vitro. “® O Instituto Nacional do Cancro (NCI) e o Instituto Novartis de Doengas
Tropicais (NITD) rastrearam entre 142000 a 200000 compostos para avaliar a atividade
anti dengue. Foram identificadas algumas moléculas de baixo peso molecular que se
ligam no pogo hidrofobico formando um B-N-octil-glucésido (BOG), na proteina E de
DENV. G Foram identificadas duas classes de compostos: a primeira, representada por
NITD-448 (tabela 1.8), inibe a fusdo com a membrana mediada pela proteina E bem como
infecéo por DENV; a segunda representada por exemplo pelo composto 6 da tabela 1.8,
contendo um ndcleo de quinazolina, mostrou capacidade de inibir o virus DENV em
ensaios laboratoriais e clinicos, com valores de ECso na gama micromolar baixa e

nanomolar 19
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Tabela 1.8 — Inibidores da entrada do virus e inibidores da capside (Adaptado de (439)

Atividade/Eficacia
Composto Mecanismo/Alvo Serotipo (ECso 0u Referéncias
I1Cs50/CCs0) uM

Inibidores da entrada do virus

Inibidor da fusdo, ligacédo
no pogo hidrofdbico

- _ (317)
NITD-448 formando um BOG com a DENV-2 9.8/48.7
proteina E
Inibidor da fusdo, ligacédo
no poco hidrofdbico (315)
Composto 6 formando um BOG com a Todos 0.119/>20
proteina E
Inibidor da fusdo, ligacédo
no poco hidrofdbico i (318)
AS formando um BOG com a DENV-2 1.2/>100
proteina E
Inibidor da fusdo, ligacdo  virus da
P02 no poco hidrofébico do febre 13/371 (319)
virus da dengue amarela

Inibidor da fuséo. Interacéo
1662G07 com haste da proteinaEe  DENV-2 8/>100 (320)
trimeros de proteina E

Inibidor da fuséo. Interacéo

10AN1 (péptido com proteina E bloqueando
baseado no dominio protetr oque DENV-2 7/>50 (321,822)
. a ligagéo do virus as
Il da proteina E) .
células.
- Inibidor da fusdo. Interacédo
DN57opt (péptido .
baseado no dominio °°™ Proteina E bloqueando ey, 8 (321)
. a ligacdo do virus as
Il da proteina E) .
celulas.
DN59 (péptido Inibidor da fusdo. Ligacdo
baseado na sequéncia  aos trimeros de _protglna E DENV-2 10/>30 (323)
da haste da proteina  bloqueando a ligacéo da
E) haste
E 419-447 (péptidos
baseados na Ligagdo aos trimerosda -\ /5 ICop : 0,1-6 (320)
sequéncia da haste da proteina E
proteina E)
E 380-389 (péptidos
pas_eados na N Inibicdo d'a ligacdo do DENV-2 35 (324)
sequéncia do dominio virus

I11 da proteina E)

76



“Quimioterapia da dengue; Farmacos disponiveis e perspetivas de novas terapéuticas”

Inibidor da entrada do

Antibiotico SA-17- . “poccivel ligaggo no  DENV-L
(derivado da oco hidrofobico ?o:';mando DENV-2 0,52/53 o
doxorubicina) pog DENV-3

um BOG com a proteina E

Antibiotico LCTA- Inibidor da entrada do
949 (analogo da DENV-2 6,9/>25 (326)

. : virus.
teicoplanina)

Rolitetraciclina Inibidor da fuséo, ligagéo
(derivado da no pogo hidrofébico com  DENV-2 67 (327)
tetraciclina) proteina E

Doxiciclina (derivado Inibidor da fuséo, ligagéo

A no poco hidrofébico com  DENV-2 55 (320)
da tetraciclina) .
proteina E
Taninos HHA, GNA Inte_ra_(;élo com proteina E. Todos ECso : 4.6; 3.8; (328)
e UDA Inibicdo do DC-SIGN. 0.29nM
Interacdo com proteina E.
Pradimicina-S Bloqueio da ligagdo do  DENV-2 11 (328)
virus.
polissulfato de peticao com sulta DENV-2 ECso: 200 pg/mL (329)
heparano inibe ligagéo e
pentosano ]
entrada do virus.
Interacdo com proteina E.
Fucoidano Competicao com sulfatode e/ > ¢ 501 4.7 pg/mL (267)
heparano inibe ligacéo e
entrada do virus.
Interacdo com proteina E.
Galactomanano Competlgaq com _sulfaNto de DENV-1  ECso : 200 mg/mL 272)
sulfatado heparano inibe ligagéo e
entrada do virus.
Interacdo com proteina E.
DL-galactano ~ COMPeticao comsulfatode — yenyy 5 o0 9.1 pg/ml (268)
heparano inibe ligacéo e
entrada do virus.
Interacdo com proteina E.
lota-carragenano Competigao com sulfato de - ey, o oy - 0,4 pug/mL (268)
heparano inibe ligagéo e
entrada do virus.
analogo sintético CF- PEUE Todos 14-47 (283)

heparano inibe ligagéo e

238 entrada do virus.
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Interacdo com proteina E.
Competicao com sulfato de

Sulfato de curdlano R DENV-2 ECso : 7 pg/mL (330)
heparano inibe ligagéo e
entrada do virus.
Interacdo com proteina E.
Galactano sulfatado, Competicao com sulfato de ICso : 0.12-20 331
: L e Todos (331)
xilomanano sulfatado  heparano inibe ligacéo e pg/mL
entrada do virus.
Interacdo com proteina E.
Polissacarido Competicao com sulfato de i . (332)
sulfatado K5 heparano inibe ligacdo e DENV-2 ECs: 111nM
entrada do virus.
punicalgina (Taninos peticao com sultal DENV-2 13,1e7,8 (333)
TR heparano inibe ligacéo e
hidrolizaveis) .
entrada do virus.
Interacdo com proteina E.
Sulfato de Competicao com sulfato de . (334)
condroitina E heparano inibe ligacdo e Todos  ECso:0,3 pg/mL
entrada do virus.
Anticorpo 36-49 % bloqueio
5 : ~ x (335)
monoclonal 9D12 Interacdo com proteinaE ~ DENV-2 da adsgrc;ao do
virus
Anticorpos D1E2N ?\’/ " ECs:0,002-0,008
monoclonais x . NV A- pg/mL; 0,004 (336)
humanos Dvg7.1;  'MeraGe0 com proteina & DRIV yigimi; 0,02-0.168
DV22.3 e DV88.11 4 pg/mL
Anticorpos
monoclonais 5 . ECso:0,11->10 (337)
humanos IF4: 2D22 e Interacdo com proteina E Todos mg/mL
5J7
Anticorpos .
monoclonais Interacio com proteinaE~ Todos ECso: 0,2->40 (338)
h pug/mL
umanos

Inibidores da capside

ST-148 Ligacgéo a proteina C

0.016/>100 Eficaz
em modelo animal
(rato AG129)

Todos

(339)

Foram também avaliados outros compostos, entre os quais alguns péptidos e

antibioticos (tabela 1.8), que revelaram possuir atividade anti-dengue no processo de

entrada do virus na célula. Por outro lado, apenas foi identificado um inibidor da capside,
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0 composto ST-148 (tabela 1.8), que tem como alvo a proteina C. Também foram
identificados carbohidratos, conhecidos como agentes ligantes, que se ligam a proteina E
e competem com os recetores celulares para a ligagdo ao virus. Entre estes destacam-se
como as lectinas HHA (Hippeastrum hibrido), GNA (Galanthus nivalis), e UDA (Urtica
dioica) (tabela 1.8), bem como polissacaridos de origem natural (seccdo 1.8.1.1.) que sdo
na sua maioria agentes miméticos do sulfato de heparano (tabela 1.8), os quais tém
mostrado forte atividade antiviral contra os serotipos da dengue.

1.8.2.2. Inibidores da proteina NS4B do DENV

A proteina NS4B, semelhante a NS4A, é uma proteina integral da membrana, que
se insere nas membranas derivadas do reticulo endoplasmatico. A NS4B desempenha um
papel importante na replicacdo viral, embora ndo contenha diretamente qualquer
atividade enzimatica. ®*% No entanto, estudos in vitro, mostraram interacio da NS4B com
o dominio helicase da NS3, demonstrando que a atividade de helicase poderia ser
estimulada pela NS4B. D Além disso foi evidenciado que mutacdes na NS4B podem
modular a atividade da replicacdo do virus da dengue, ®*? o que validou a NS4B como
um alvo atrativo para a descoberta de farmacos.

De entre os compostos estudados para avaliar a atividade antiviral na dengue,
identificou-se um inibidor da NS4B, o NITD-618 ©*3) (tabela 1.9), ativo contra 0s quatro
serotipos mas inativo contra o ARN viral de outras flaviviroses. Estes resultados
demonstram que o NITD-618 é um inibidor seletivo na DENV. Este composto pode
interromper a formagdo do complexo NS3-NS4B e estudos em que mutagdes que levam
a alteracbes de aminoacidos dentro da proteina NS4B, revelaram resisténcia ao NITD-
618. Infelizmente, a elevada lipofilicidade de NITD-618 resultou em fragilidades nas
propriedades farmacocinéticas que dificultam os testes de atividade contra DENV em
ratinhos AG129. Infelizmente, as alteracOes para tentar reduzir a lipofilicidade resultaram
numa perda de atividade ou numa reducéo na seletividade antiviral contra DENV. ®*Y Em
estudos relacionados com flaviviroses, outros grupos encontraram inibidores que tém
como alvo a proteina NS4B, tendo sido identificadas duas classes de inibidores da
proteina NS4B, 449 os compostos CCG-3394 e CCG-4088 (tabela 1.9).
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Tabela 1.9 — Inibidores da proteina NS4B do DENV (Adaptado de®!9),

Atividade/Eficacia
Composto Mecanismo/Alvo Serotipo (ECso ou ICs0/CCso) Referéncias

UM
NITD-618 NS4B Todos 1.0/>40 (343)
CCG-3394 NS4B DENV 1.48/31 (344)
CCG-4088 NS4B DENV 0.4/13 (344)
Licorina Péptido 2K DENV-2 0.23/24 (345)

A licorina (tabela 1.9) foi relatada como capaz de reduzir os titulos virais do virus
do Nilo ocidental, do virus da febre amarela e do virus da dengue, principalmente atraves
da supressdo da replicacdo do ARN viral. ®*® Uma mudanca de aminoéacidos no péptido
conferiu resisténcia a licorina, verificando-se aumento da replicacéo viral. Foi também
observado que modificacdes estruturais envolvendo alteracdes dos dois grupos hidroxilo
na licorina podem aumentar a poténcia do composto, com reducédo da sua citotoxicidade.
(345)
1.8.2.3. Inibidores da protease e helicase NS3 do DENV

A NS3 tem atividade de protease serinica, sendo responsavel pelo processamento
proteolitico das poliproteinas apds a traducdo. Assim, esta protease foi estabelecida como
um alvo ideal para o desenho de farmacos, uma vez que a inibigdo da enzima previne a
replicagéo viral. G4 As proteases virais tém sido alvos preferenciais para o desenho de
compostos antivirais, como evidenciado pela disponibilidade clinica de dez inibidores da
protease de HIV-1 4" e de dois inibidores de protease de HCV. ®*® Assim, é plausivel
que um inibidor de protease para DENV possa vir a ter eficcia clinica. Contudo, a
experiéncia com o HIV-1 e HCV indica que ha certas desvantagens associadas com 0s
inibidores da protease que sdo consideracfes importantes no desenvolvimento de um
inibidor da protease para DENV. Por exemplo, no tratamento de infecdes por HIV-1 e
por HCV foi observada um rapido aparecimento de estirpes virais resistentes aos
medicamentos baseados em inibidores de protease. Além disso, enquanto a maioria dos
inibidores da protease do HIV-1 sdo ativos para as diferentes estirpes virais, 0s inibidores
da protease de HCV (telaprevir e boceprevir) sdo ativos somente contra 0 genotipo 1 e as
mutacdes na NS3 detetadas resultam em resisténcia aos dois inibidores da protease. 449
As proteases dos quatro serotipos do DENV séo muito semelhantes na especificidade do
substrato, ®%9 e também existem semelhancas nas sequéncias de aminoécidos das

proteases de DENV e HCV. A primeira abordagem para inibidores de protease de DENV

80



“Quimioterapia da dengue; Farmacos disponiveis e perspetivas de novas terapéuticas”

foi semelhante a utilizada para inibidores de protease de HCV. Basearam-se na procura
de péptidos miméticos pelo substrato e nenhum dos compostos avangou para além da fase
pré-clinica. De entre os peptidos identificados como inibidores da protease (retro
tripéptidos, péptido ciclico 9, tetrapéptido e o composto 32; tabela 1.10) o tetrapéptido
revelou ser o inibidor mais potente. Porém, este inibidor ndo é adequado para
administracdo oral e ndo é especifico para a dengue. G5

A segunda abordagem para identificar inibidores da protease teve como base um
rastreio das bibliotecas de compostos de varias empresas e de grupos de investigadores.
Foram identificados varios compostos com atividade in vitro: o0 composto 1, 0 composto
32, o composto 166347, o ARDPO0006, a ivermectina, o cloreto de benzetonio, a
tirotricina, a selamectina, o hidrocloreto de alexidina e ainda derivados da 8-
hidroxiquinolona (tabela 1.10) Em geral, estes compostos inibem a protease do DENV-2
e alguns sdo também ativos no virus do Nilo ocidental, apresentando inibi¢cdo competitiva
ou mista. Outros compostos foram também testados em rastreios de inibidores de protease
para o virus do Nilo ocidental (aminobenzamida, 23i, 7n, e 1; tabela 1.10). Yang e
colaboradores identificaram um composto com grande atividade inibidora da protease de
DENV (BP2109; tabela 1.10), Verificaram também que mutacdes na proteina levam a
resisténcia ao BP2109, o que demonstra que a protease da DENV é um alvo antiviral do
farmaco. 52

A porcdo C-terminal da proteina NS3 contém a atividade de helicase que é
necessaria para a separa¢do do ARN do molde que é formado durante a replicacdo do
genoma viral. Como na maioria das helicases, a energia para a separacdo de cadeias é
obtida a partir da hidrélise de ATP no sitio ativo da ATPase, que esta localizado nos
dominios I e 11. 35335 Além disso, a parte C-terminal da NS3 também codifica uma ARN
5' trifosfatase (RTPase) cuja atividade é necessaria para a desfosforilacao da extremidade
5' do ARN genémico. % A presenca destas atividades enzimaticas na helicase NS3
valida a NS3 como alvo para o desenvolvimento de farmacos.

Recentemente, foi identificada a lvermectina (tabela 1.10) como agente com
capacidade para inibir a separagédo da dupla cadeia de ARN em cadeias de ARN simples.
Esta capacidade de inibigcdo da helicase foi observada no virus do Nilo ocidental, no virus

da febre amarela e no virus da dengue.
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Tabela 1.10 — Inibidores da protease e helicase NS3 do DENV (Adaptado de ¢1316)

Atividade/Eficacia
Composto Mecanismo/Alvo  Serotipo (ECso ou ICs0/CCso) Referéncias
uM
Inibidores da protease
Retro tripéptidos Inibigdo mista DENV-2 N.D. (356)
Péptido ciclico 9 Protease DENV-2 N.D. (357)
Tetrapéptido Inibicdo competitiva DENV-2 N.D. (351)
Composto 32 Protease DENV-2 <10/>100 (358)
Composto 1 Inibicdo competitiva DENV-2 N.D. (359)
166347 Inibicdo competitiva DENV-2 N.D. (360)
8-hidroxiguinolona Inibicdo mista DENV-2 Ki:28,6e 30,2 uM (361)
(AeB)
ARDP0006 (L,8-
dihidroxi-4,5-nitro-  Inibicdo competitiva DENV-2 4.2/69 (362,363)
9,10 -antraquinona
Ivermectina Inibicdo mista DENV-2 N.D. (364)
Cloreto de Inibicio mista ~ DENV-2 N.D. (364)
benzetonio
Tirotricina Inibicdo competitiva DENV-2 N.D. (364)
Selamectina Inibicdo mista DENV-2 N.D. (364)
Hidrocloreto de Inibicio mista ~ DENV-2 N.D. (364)
alexidina
Aminobenzamida Protease DENV-2 24.7/>100 (365)
Composto 23i Protease DENV-2 N.D. (366)
Composto 7n Protease DENV-2 N.D. (367)
Composto 1 Protease DENV-2 N.D. (368)
BP2109 Protease Todos 0.17/29.28 (352)
Inibidores da helicase
Ivermectina Helicase DENV-2 0.7/3.8 (369)
ST-610 Helicase Todos 0.272/>100 (370)

(Benzoxazol)

No entanto, a Ivermectina ndo inibiu a atividade de ATPase da NS3. A

Ivermectina é um farmaco aprovado com atividade anti-helmintica, sendo amplamente

utilizado. Porém, ainda est& por determinar a sua eficacia in vivo para o tratamento da
dengue. Outro composto inibidor da atividade da helicase de NS3, 0 ST-610 (tabela 1.10),

foi recentemente descrito como um potente inibidor dos quatro serotipos do DENV em

cultura celular. Também foi referido que a alteracdo de um nico aminoacido no dominio

da helicase confere a resisténcia ao composto e que 0 ST-610 inibe a atividade da helicase

do DENV mas ndo inibe a sua atividade ATPase e eficacia marginal na DENV quando
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usado o modelo animal rato AG-129. €79 Contudo ainda faltam desenvolverem-se estudos

que comprovem as propriedades farmacocinéticas deste composto in vivo.

1.8.2.4. Inibidores da Metiltransferase (Mtase) e da ARN-polimerase ARN-
dependente (RdRp) NS5 do DENV

O dominio N-terminal da proteina NS5 dos flavivirus funciona como uma dupla
metiltransferase (MTase). Esta pode metilar a extremidade 5° do ARN genomico viral na
posicdo N-7 da guanina (N-7 MTase) e a posi¢do 2’-OH da ribose do primeiro nucleétido
(2°-0O MTase). G737 pode ainda metilar adenosinas internas do genoma ARN viral e,
potencialmente, metilar a ribose na posi¢do 2°-OH (metilagdo interna) no ARN do
hospedeiro. 7 Estes processos de metilacdo usam a S-adenosina-L-metionina como
dador do grupo metilo para gerar a S-adenosina-L-homocisteina como sub-produto,
existindo um unico local de ligagdo para a S-adenosina-L-metionina. ©¢™ Estudos
funcionais mostraram que as metilacbes N-7 e 2’-OH do ARN s&o essenciais para a
traducdo e replicacdo do virus DENV. G733 Mutacbes na MTAse que impedem a
metilacdo N-7 sdo letais para replicaco de flavivirus, ¢ sugerindo que a MTase é um
potencial alvo antiviral.

Os compostos que mostrarem capacidade para inibirem a MTase de NS5 de
DENV (tabela 1.11) sdo na sua maioria andlogos da S-adenosina-L-metionina.
Especificamente, o composto 10 (tabela 1.11) com um grupo quimico adicional, interage
seletivamente com os flavivirus inibindo as MTases, sendo um dos mais potentes
inibidores na DENV.

A ARN-polimerase ARN-dependente (RdRp) NS5 é a proteina mais conservada
dos flavivivirus e é essencial para a sintese do ARN viral. A similaridade estrutural entre
a RdRp de dengue e a RdRp do HCV sugere que esta proteina seja considerada como alvo
no desenho de inibidores alostéricos que se liguem aos pocos hidrofébicos da polimerase.
(73) Os inibidores desta polimerase viral podem ser classificados em duas grandes
categorias: inibidores nucleosidicos (IN) e inibidores ndo nucleosidicos (INN).

Os IN representam a maior classe de antivirais aprovados em uso clinico, havendo
claros beneficios terapéuticos com esta classe de inibidores no tratamento de doencas
virais, tais como HIV-1, ¢ e infecdo pelo HBV. ¢"” Embora conceptualmente fécil,

existem varios desafios-chave no desenvolvimento de IN para terapéutica. Em primeiro
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lugar, muitas vezes € impossivel predizer/interpretar a relacdo estrutura/atividade dos
compostos, e por vezes sao necessarios alguns passos enzimaticos para converté-los em
trifosfatases ativas. ¢”® Em segundo lugar, a toxicidade dos analogos de nucledsidos é
imprevisivel e muitas vezes ndo € observada in vitro. Assim, sdo necessarios estudos
toxicoldgicos em animais para avaliar o potencial efeito colateral desta classe de
compostos. Entre os IN da RdRp avaliados que apresentam atividade inibidora da RdRp
do virus da dengue (tabela 1.11) sobressai o NITD-008, um analogo de adenosina que
inibe potentemente a replicacdo do DENYV. (79:380)

O NITV-008 mostrou ser eficaz em modelo animal de ratos AG-129. Nenhum
efeito adverso foi observado quando os ratos foram testados durante 1 semana com NITD-
008 a 50 mg/kg/dia. Contudo, ap6s 2 semanas de administracdo oral foram observados
graves efeitos secundarios em ratos e cdes. Estes efeitos, especialmente a toxicidade renal,
levaram a considerar inaceitavel o NITD-008 para mais estudos para o tratamento DENV.
(381)

O Balapiravir (tabela 1.11) é um éster (tri-isobutirato de 4’-azidocitidina) que foi
originalmente desenvolvido para o tratamento do HCV. O seu desenvolvimento para
HCV foi interrompido devido a efeitos hematoldgicos adversos em pacientes apos o
tratamento prolongado. 82 Este composto foi proposto para um ensaio clinico de fase 11
para DENV, ©8) contudo o Balapiravir, que apresenta atividade in vitro contra DENV,
ndo melhorou o estado clinico e os parametros viroldgicos nos pacientes, incluindo os
niveis virais no sangue, ou a duracdo da febre. Assim, ndo existe ainda um IN seguro e
especifico para a dengue.

Tabela 1.11 — Inibidores da Metiltransferase (Mtase) e da ARN-polimerase ARN-
dependente (RdRp) da NS5 do DENV (Adaptado de G1319),

Atividade/Eficacia

Composto Mecanismo/Alvo  Serotipo (ECso ou ICs0/CCso) Referéncias
UM
Inibidores MTase NS5
Composto 7 Mtase DENV 60,5 (384)
Acido
aurintricarboxilico Mtase DENV-2 2,3 (385)
(ATA)
NSC140047 Mtase DENV-2 8,78 (386)
S-adenosil- Mtase DENV-2 0,34 (387)

homocisteina
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Composto 10
(derivado da S-
adenosil-
homocisteina

Mtase DENV-3 0,63 (388)

Inibidores nucleosidicos de RARp NS5

Inibidor nucleésido . 0.64/>100
NIDT-008 Todos Eficaz em modelo (380,381)

de adenosina animal (rato AG129)

B-D-2"-etinil-7-

deaza-trifosfato de  MPidor nucledsido o 0,31-1,06 (389)
. de adenosina
adenosina
1-B-D- DENV-1,
ribofuranosil-3- - , . DENV-2 (390)
etinil-[1,2,4] Inibidor nucleésido e DENV- N.D.
triazol (ETAR) 3
Analogo de 7-
deaza'&ge“"g'ﬁ' Inibidor nucleésido  DENV-2 0,062 (s91)
ribofuranosilpurina
Balapiravir Inibidor nucledsido 1,9/N.D. (383)
de citidina

Inibidores ndo nucleosidicos de RARp NS5

NITD-2 (derivado

do écido N- Inibidor ndo DENV-2 0,7-5 (392,393)
. i nucleodsido
sulfonilantranilico
Brequinar (Sal de
sadio (_jo apldo 4- Inlbldqr néo DENV-2 0,078 (394)
quinolino nucledsido
carboxilico
NITD-107 Inibidor ndo e/ N.D. (395)
nucledsido

Os inibidores ndo nucledsidos da polimerase sdo tipicamente inibidores nao
competitivos. Atuam em pocos especificos da polimerase e bloqueiam mudancas
conformacionais que sdo necessarias para a iniciacdo e/ou continuacdo da atividade da
RdRp. Embora haja muitos bons exemplos de INN’s tendo como alvo a transcriptase
reversa do HIV-1 em uso clinico, ®% ainda nfo ha INN’s aprovados pela FDA
disponiveis para outras polimerases virais. Numerosos candidatos a farmacos INN de
RdRp de HCV @97 foram testados em ensaios clinicos, como por exemplo o Tegobuvir
ou Filibuvir mas os resultados tém sido dececionantes, pois ndo apresentam eficacia em
monoterapia. %) Outros compostos, tais como Setrobuvir, BI207127 e VX-222, esto

atualmente em ensaios de fase Il para HCV. Ha varias desvantagens potenciais para a
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utilizacdo de INN na terapia viral. Em primeiro lugar, a proteina alvo de farmacos deve
ser bem conservada para o composto atuar amplamente em diferentes serotipos ou
genotipos. Em segundo lugar, o virus pode gerar mutacdes de aminoécidos nas
proximidades do local de ligacdo dos INN para superar a sua a¢do inibitoria. No lado das
vantagens, a alta especificidade dos INN pode traduzir-se em menores efeitos e
potencialmente menor citotoxicidade. A procura de INN para a RdRp de DENV levou a
identificacdo dos compostos NITD-2, NITD-107 e Brequinar (tabela 1.11). O NITD-2
liga-se ao ARN da RdRp, e provavelmente inibe as suas fun¢des, bloqueando a sintese de
ARN. ®%) 0 NITD-107 liga-se ao sitio ativo da RdRp da DENV, inibindo a enzima. %)

1.8.2.5. Inibidores de alvos no hospedeiro envolvidos no ciclo de vida do DENV

Uma outra via de investigacdo levou a pesquisa de inibidores de alvos no
hospedeiro envolvidos no ciclo de vida do DENV para neutralizar a infecdo viral. Os
estudos indicam que algumas proteinas do hospedeiro podem ser inibidas com reducéo
da atividade viral em diferentes familias de virus. ®®) Assim, vérias proteinas do
hospedeiro tém mostrado ser importantes para a replicacdo do DENV constituindo vias
para o aparecimento de diferentes tipos de inibidores.

Tém sido identificados diversos tipos de compostos com atividade em alvos
diferentes no hospedeiro. Foi identificada uma classe de inibidores de tradugéo virais,
derivados do benzomorfano, como inibidores de DENV. “%9 O primeiro composto
identificado, NITD-2636 exibiu um amplo espetro de atividade antiviral, reduzindo o
conteddo viral de DENV e também o contetdo viral de outras flaviviroses, incluindo as
provocadas pelo virus da febre amarela e pelo virus do Nilo ocidental. A substituicdo do
grupo fenol, que € metabolicamente labil, por um grupo nitrilo conduziu ao composto
NITD-451 (tabela 1.12) que manteve atividade antiviral e apresenta maior estabilidade.

O mecanismo de a¢do do NITD-451 (tabela 1.12) foi elucidado usando um sistema
de replicagdo da DENV, avaliando a supressédo da atividade luciferase de DENV, o que
indica o seu papel inibitorio na traducdo do ARN. Como o virus necessita de fatores do
hospedeiro para traduzir o seu genoma, o NITD-451 tem como alvo um fator do
hospedeiro envolvido na traducdo. Porém, a identidade deste fator ainda ndo foi
determinada. No entanto a interacéo entre o composto e o seu alvo é especifica, uma vez
que apenas o enantiomero S,R,S NITD-451 ¢é ativo e inibe a replicagcdo e traducdo do

ARN do DENV, enquanto o enantidmero R,S,R NITD-451 se revelou inativo. Em estudos
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in vivo, em ratos AG-129, o NITD-451 também se mostrou eficaz na reducédo da virémia.

(400)

Tabela 1.12 — Inibidores de alvos no hospedeiro envolvidos no ciclo de vida do DENV

(Adaptado de G1319),

Atividade/Eficacia
Composto Mecanismo/Alvo  Serotipo (ECso 0u Referéncias
1C50/CCs0) UM
. e Inibidor da a- (401)
Derivados do iminociclitol . DENV-2 4,7-11,8
glucosidade
Inibidor da inosina
Acido micofendlico monofostato DENV-2 0,4 (402)
desidrogenase
Desatinib e Saracatinib  Inibidor da proteina i (403)
(AZD0530) quinase c-Src DENV-2 N.D.
N.D.
N-nonil-desoxinojirimicina Inibidor da a- DENV-2 Eficaz em modelo (404)
glucosidade animal (rato
AG129)
Derivados de imino Inibidor da o-
acucares PDBNJ0801, lucosidade DENV-2 1,0-3,0 (405)
PDBNJ0803, PDBNJ0804 9
Inibidor da inosina
Composto 1 (Baseadono  “"\1foctato DENV-2  ECso: 5,7 pg/mL (406)
uracilo) .
desidrogenase
Derivados de imino Inibidor da a-
acucares alquiloxigenados Iuco(;i da dg DENV-2 0,42-1,55 (405,407)
CM-9-78 e CM-10-18 g
0.16/57
NITD-451 Inibidor da tradugio DENV  Cricazemmodelo o)
animal (rato
AG129)
Inibidor da sintese
da pirimidina.
NITD-982 Inibidor da DENV 0.0024/>5 (408)
dihidrooratato
desigrogenase
0.22/>100
Celgosivir (6-O- Inibidor da a- Todos Eficaz em modelo (506 404,409)
butanoilcastanospermina) glucosidade animal (rato
AG129)
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Inibidor do
U18666A transporte de DENV-2 2,9-6,2 (410)
colesterol
N AC|do_ - Inibidor da sintese DENV-4 N.D. (411)
nordihidroguaiarético do colestrol

De outra classe de compostos, conjugados de isoxazol-pirazol, foi selecionado o
composto NITD-982 (tabela 1.12), que revelou capacidade como inibidor da biossintese
de pirimidina. % A proteina dihidroorotato desidrogenase (DHODH), uma proteina
mitocondrial que catalisa a oxidacdo de dihidroorotato para orotato, a quarta etapa
enzimatica da biossintese da pirimidina, foi identificada como alvo do composto. O efeito
inibitério do composto NITD-982 conduz a supressédo da sintese do ARN viral.

O transporte e biossintese de colesterol foram implicados na replicacdo do virus
de varias flaviviroses, incluindo a DENV. A diminui¢do dos niveis de colesterol,
lipoproteinas e triglicerideos no plasma estdo associados com a gravidade da dengue.
(412413) \/erificou-se que a infe¢do por DENV é atenuada quando €é interrompida a entrada
de colestrol na célula, usando um inibidor do transporte de colesterol, 0 U18666A (tabela
1.12). ¥ Um estudo recente refere que o &cido nordihidroguaiarético (tabela 1.12), um
inibidor da sintese de colesterol, inibe a replicagdo viral em DENV-4, 41D

Uma outra classe de compostos capazes de inibir a dengue tem como alvo a o-
glucosidase I celular. As o-glucosidase sdo as enzimas responsaveis pela correta
biossintese de oligossacarideos ligados & asparagina, “'* sendo também cruciais nos
mecanismos de enrolamento das proteinas. !5 Os inibidores desta enzima diminuem a
infectividade do virus da dengue por perturbacdo das vias de enrolamento das proteinas
prM e E. ?%) Como inibidores de a-glucosidase no hospedeiro s&o conhecidos analogos
de iminoacUcares (tabela 1.12). Contudo, o inibidor mais eficaz identificado foi o
Celgosivir (butil-castanospermina; tabela 1.12) que é um pro-farmaco, com
biodisponibilidade oral, do produto natural castanospermina, que inibe a a-glucosidase I.
Esta enzima desempenha um papel critico na maturacgéo viral, iniciando o processamento
de oligossacarideos e glicoproteinas do envelope. O Celgosivir atua em todos 0s serotipos
de DENV e mostrou ser eficaz em testes in vivo, usando o modelo de ratos AG129,
obtendo-se resultados promissores relativamente a sua farmacocinética, nomeadamente a
absorcdo, distribuicdo e excrecdo. %9 Com base nesses resultados encorajadores, o
Celgosivir integrou um ensaio clinico de fase Il para avaliar a atividade, a

farmacocinética, seguranca e tolerabilidade em pacientes com dengue. O Celgosivir foi
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testado em ensaios clinicos em combinacdo com Interferdo e Ribavirina, usada para o
tratamento de infecdo por HCV. Os ensaios ndo continuaram, porque o efeito do
Celgosivir ndo foi melhor do que observado com o regime dos medicamentos padréo. 419

Também foi levantada a hipdtese de a familia das quinases Src ter um papel
importante na replicacdo do virus da dengue, uma vez que se demostrou que o Dasatinib
e AZD0530 (tabela 1.12) inibem o encapsulamento da particula viral devido a inibicéo
da sub-familia de proteina quinases c-Rcr, que séo cruciais para a saida do virus da dengue
do Iimen do reticulo endoplasmatico.

Além disso foram testados farmacos que inibem outra enzima, a inosina
monofosfato desidrogenase Esta enzima é crucial na biossintese de nucleotideos de
purina, pois participa numa etapa limitante na sintese de nucleotideos de guanina a partir
de inosina 5’-monofosfato. Foram identificados com atividade antiviral em DENV-2, o
composto 1 e o acido micofendlico (tabela 1.12), um farmaco aprovado como

imunossupressor utilizado em transplantados.

1.8.2.6. Outros alvos de inibidores

Recentemente surgiram estudos que apontam para a relevancia do complexo
NS2B-NS3 da dengue na replicacéo do virus, relativamente a sua atividade proteolitica,
tornando-o num alvo para o desenho de inibidores. Estes estudos incidiram sobre
farmacos aprovados para uso clinico, nomeadamente o acido mefendmico e alguns
derivados (acido tolfenamico, acido flufenamico e acido meclofendmico), os farmacos
anti-inflamatorios ndo esterdides com propriedades analgésicas e ainda antibi6ticos como
a tetraciclina e derivados (doxiciclina, oxitetraciclina e rolitetraciclina). Entre os
compostos estudados, o acido mefenamico e a doxicilina foram o0s que mostraram maior
potencial na inibicdo do complexo protease NS2B-NS3 de DENV2, apresentando valores
de K;j32+2 uM e 55 =5 uM, respetivamente, e sendo ambos inibidores ndo competitivos.
As concentracdes citotoxicas a 50% (CCsp) foram avaliadas para o acido mefenamico
(150 £ 5 uM) e doxiciclina (125 + 4 uM). Também se verificou uma reducéo significativa
da carga viral apds a aplicacdo de acido mefenamico e doxiciclina, para valores de ECsg
de 32 + 4 uM e 40 + 3 uM. O 4cido mefenamico mostrou maior seletividade contra a
replicacdo do virus do dengue in vitro, em compara¢do com a doxiciclina. “'7) Estes

resultados sublinham a necessidade de mais experiéncias e estudos clinicos sobre estes
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farmacos utilizando as suas atividades anti-dengue e anti-inflamatoria para atenuar os
sintomas clinicos da infecdo por dengue.

Outro estudo cujo alvo é o complexo protease NS2B-NS3 de DENV-2 conduziu
auma nova geracao de péptidos inibidores de protease de dengue hibridos que incorporam
heterociclos  (5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona) ~ N-substituidos  (rodaminas e
tiazolidinodionas). Os compostos foram extensivamente caracterizados relativamente a
eficacia na inibicdo de varias proteases, mecanismos de inibi¢do, a permeabilidade da
membrana, atividade antiviral e citotoxicidade em cultura de células. Os resultados
revelam que a troca de enxofre/oxigénio na posicdo 2 do heterociclo tem um efeito
significativo sobre essas propriedades e atividades. O resultado mais promissor in vitro
foi observado para hibridos peptidicos-tiazolidinadiona contendo grupos hidrofébicos
com valores de Kj entre 1,5 ¢ 1,8 pM e mecanismos de inibi¢do competitiva. Os hibridos
peptidicos de rodamina com substituintes hidrofobos tém, em correlacdo com a sua a
permeabilidade na membrana, uma atividade antiviral mais pronunciada em cultura de
células do que as tiazolidinodionas. 18

Tendo ainda como alvo o complexo NS2B-NS3 de DENV2 foi revelado
recentemente que a amodiaquina, um farmaco da familia das 4-aminoquinolinas usado
para o tratamento da maléria, inibe a DENV-2 com ECso de 1,08 + 0,09 uM e CCso de
52,09 + 4,25 uM, resultados que suportam a amodiaquina como um candidato prometedor

para a terapia anti-flaviviral. ¢

1.8.3. Farmacos em ensaios clinicos na dengue

Das diferentes drogas para DENV em desenvolvimento experimental muito
poucas avancaram para ensaios clinicos. Muitas moléculas inicialmente promissoras nao
conseguiram progredir mais devido ao perfil insatisfatorio, com base em varias
caracteristicas fisico-quimicas e outras, incluindo as propriedades de permeabilidade
celular, a citotoxicidade, a estabilidade no plasma ou a sua biodisponibilidade por via oral
e de outros fatores que também condicionam a eficécia pré-clinica.

Dado o custo e 0 tempo necessarios para 0s estudos completos para novos
compostos, 0s programas de desenvolvimento de farmacos cada vez mais atende ao
reposicionamento de medicamentos antigos para novas indicacdes, como estratégia para
melhorar a relacdo custo-eficacia. Essa estratégia tem sido seguida no desenvolvimento

de medicamentos para a dengue e os compostos que foram objeto de ensaios clinicos sdo
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farmacos usados noutras doencas ou farmacos reaproveitados que falharam em
desenvolvimento para outras doengas. Deste modo, aproveitaram-se muitos recursos no
desenvolvimento de farmacos para HCV, um virus que pertence a familia de virus
Flaviviridae como o virus da dengue.

Os farmacos em ensaios clinicos estdo em varios estadios. Alguns encontram-se
na fase inicial de planeamento, outros ja tém os ensaios concluidos (tabela 1.13).
Relativamente aos ensaios clinicos relacionados com farmacos que foram objeto de
estudo para HCV estdo em ensaios o Balapiravir, o Celgosivir e a Ribavirina (tabela 1.13).

O Balapiravir € um pro-farmaco de um analogo nucleodsido (4'-azidocitidina)
denominado R1479 e foi desenvolvido pela Hoffmann-La Roche, para o tratamento da
hepatite C crénica, infecdo provocada pelo virus (HCV). “2%42) No entanto, o
desenvolvimento clinico do Balapiravir para a infecdo pelo HCV foi interrompido quando
alguns problemas de toxicidade hematoldgica foram detetados em pacientes recebendo
tratamento prolongado (2-3 meses). Considerando que o HCV e o DENV possuem RdRp
semelhantes, “??) e ap0s testada a atividade in vitro contra DENV, foi realizado um ensaio
clinico de Balapirivir, em pacientes com dengue para avaliar a seguranca, tolerabilidade
e eficacia. Os resultados, avaliados em termos de duracdo de febre, os titulos séricos de
virémia e antigénio NS1, ndo mostraram diferenca significativa entre os grupos tratados
com Balapiravir e com o placebo. @8

Tabela 1.13 — Ensaios clinicos de farmacos com atividade anti dengue (Adaptada de
(423)).

Identificador do . Responsavel pelo Local do Estado atual
. Farmaco . Fase . .
ensaio ensaio ensaio (Fim)
NCT02045069 Ivermectina  Mahidol University [I/1I1 Taildandia  No inicio
NCT02061358  UV-4B Unither Virology | _Nao i inicio
divulgado
A decorrrer
NCT01973855  Ribavirina  _Cdangzhou 8th I China  (Dezembro
People’s Hospital
2015)
Oxford University Finalizado
ISRCTNO03147572 Lovastatina Clinical Research Unit I Vietname  (Janeiro
& Wellcome Trust 2015)
University of Sao Finalizado
NCTO00849602  Cloroquina y 111 Brasil (Junho
Paulo
2009)
Oxford University Finalizado
ISRCTN38002730 Cloroquina Clinical Research Unit I Vietname (Julho
& Wellcome Trust 2008)
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Oxford University Finalizado
ISRCTN3957523 Prednisolona Clinical Research Unit I Vietname  (Janeiro
& Wellcome Trust 2011)
Extrato de Fr. Muller ) Finalizado
NCT02016027 . . Homeopathic Medical I India  (Dezembro
Carica folia
College 2013)
o . Finalizado
NCTO01096576  Balapiravir  Hoffmann-La Roche I Vietname (Abril 2011)
Singapore Gen Finalizado
NCT01619969 Celgosivir  Hospital e Duke-NUS I/l Singapura (Julho
Graduate Med School 2013)

Relativamente ao Celgosivir, um conhecido inibidor da a-glucosidase que néo
mostrou eficacia terapéutica contra o HCV, também foi testado recentemente, em
pacientes com dengue, estando os ensaios clinicos em fase 11. “> No entanto, o Celgosivir
ndo mostrou beneficios terapéuticos estatisticamente significativos para pacientes com
dengue. “?» Atualmente esta em curso um ensaio clinico de Fase Il com a Ribavirina,
farmaco ja aprovado para tratamento da hepatite C crénica em conjunto com o interferéo
a2b.

A Oxford University Clinical Research Unit & Wellcome Trust realizou ensaios
clinicos no Vietname com farmacos utilizados noutras patologias (tabela 1.13)
nomeadamente com a Cloroguina, um farmaco aprovado para tratamento da malaria e
que também ja foi referido como inibidor da replicacdo do serotipo DENV-2 com a
Prednisolona, um farmaco do grupo terapéutico dos glucocorticdides e com a Lovastatina,
um farmaco antidislipémico indicado para reducéo do nivel de colesterol no sangue.

O ensaio com Cloroquina revelou que o farmaco ndo reduziu a duracdo da viremia
de dengue em pacientes, estando associado a significativos efeitos adversos observados.
(425 por outro lado, a Prednisolona, que foi testada para proporcionar beneficio esperado
através da sua acdo anti-inflamatdria na reducéo da incidéncia das complicagdes mais
severas da febre da dengue, apesar de ndo ocorrerem 0s acontecimentos adversos
significativos, também ndo se verificou efeito terapéutico comparando com o grupo
tratado com placebo. “?®) Finalmente estdo em inicio ensaios clinicos para Invermectina,
um farmaco anti-helmintico que ja foi referenciado como inibidor da protease e helicase

NS3 do DENV com base em ensaios in vitro.
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Capitulo 2
2. Quinolonas em quimica medicinal
2.1 Introducao

O primeiro derivado quinolinico foi descoberto em 1962 por George Lesher,
resultante do isolamento de um produto secundario da sintese de um composto
antimalarico, a cloroquina. Este composto mostrou atividade antibacteriana, e foi
subsequentemente modificado para produzir &cido nalidixico (figura 2.1), uma quinolona
de primeira geracdo que apresentava atividade contra as bactérias aerdbias gram-
negativas, mas pouca atividade contra bactérias aerdbias ou anaerdbias gram-positivas. O
uso do acido nalidixico, fora inicialmente limitado devido ao seu estreito espetro de a¢éo,
apresentacdo de niveis séricos baixos e problemas de toxicidade. No entanto, na década

de 1980 foi utilizado no tratamento da diarreia e infe¢des do trato urinario, (428:429:430,431)

0 0
X OH
| |
HsC N N
e

Acido nalidixico

Figura 2.1 — Representacdo da estrutura molecular do &cido nalidixico.

Através de estudos de relagBes estrutura-atividade partindo de bibliotecas de
analogos do acido nalidixico com variabilidade estrutural, constatou-se que a evolugédo
terapéutica das quinolonas se devia a modificagcGes no nucleo quinolinico (figura 2.2)
através da adicdo de diferentes grupos substituintes selecionados especificamente para
posicdes chave do nucleo, nomeadamente nas posicdes N-1, C-6, C-7 e C-8. Estas
modificagdes conduziram a uma otimizacdo do espetro de atividade intrinseca e das
propriedades farmacocinéticas e metabolicas das quinolonas, reduzindo a toxicidade e as
interacbes medicamentosas, com 0 consequente alargar do espetro de acdo para o

tratamento de varias infecdes. (428:429:432,433,434,435,436)

R=H, alquilo, arilo
Figura 2.2 — Representacdo da estrutura basica molecular de derivados de acido 1,4-
diidro-4-oxoquinolina carboxilico.
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Com base nos seus espetros de atividade e outras propriedades farmacoldgicas, as
quinolonas disponiveis para uso clinico foram classificadas por geragdes.

Em 1980 surgiram as quinolonas de segunda geracdo ou fluoroquinolonas. Esta
subclasse surgiu com a sintese da norfloxacina (figura 2.3), uma quinolona substituida no
C-6 do carbociclo por um flior. A norfloxacina exibiu maior eficacia na inibicdo da
atividade da ADN girase, maior capacidade de penetracdo na célula bacteriana e atividade
antibacteriana contra estafilococos. A introducéo de um substituinte piperizilico no C-7
do carbociclo proporcionou o aumento da atividade contra bactérias aerdbias gram

negativas e contra estafilococos e pseudomonas. 432434

R d

CHj3

Norfloxacina Ciprofloxacina
Figura 2.3 — Representacdo das estruturas moleculares de norfloxacina e ciprofloxacina
(quinolonas de segunda geracao).

A introducdo de um substituinte ciclopropilico em N-1 conduziu a ciprofloxacina,
representada na figura 2.3, que apresenta um aumento do espetro de atividade. A
substituicdo do atomo de azoto pelo de carbono em C-8, também efetuada na
norfloxacina, possibilitou a reducdo das reacOes adversas e aumentou a atividade
bactericida contra Staphylococcus aureus. A ciprofloxacina é utilizada em diversos tipos
de infecBes que envolvem o sistema urindrio, respiratério e gastrointestinal, bem como
infecOes da pele, 0ssos e articulagdes. 437

Em quinolonas de terceira geracdo, como a sparfloxacina (figura 2.4), a adicéo de
um segundo fltor na posi¢do C-8 resultou num aumento da absorcdo e tempo de semi-
vida, mas também aumentou a fototoxicidade. A adicdo de grupos metilo ao anel de
piperazina do C-7 melhorou a atividade contra bactérias aerdbias gram positivas, e
também contribuiu para o alargamento do tempo de semi-vida, melhorando a
biodisponibilidade do composto. A adicdo de um grupo amina ao C-5, aumentou a
atividade contra Mycoplasma pneumoniae e Chlamydia pneumoniae. 3243)
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A gatifloxacina, representada na figura 2.4, apresenta um grupo metoxi na posi¢éo
C-8, responsavel por inibir o desenvolvimento de resisténcia as quinolonas. Os alvos

especificos sdo as topoisomerases Il e 1V, (43543)

(e} (e} NH, (] 0]
F F
‘ OH | OH
H3C,,
K\N N //,/""/\N N
HN OCH; % HN\) F l
CHs CH,

Gatifloxacina Sparfloxacina

Figura 2.4 — Representacdo das estruturas moleculares de gatifloxacina e sparfloxacina
(quinolonas de terceira geracao).

A garenoxacina (figura 2.5), primeira quinolona representativa de quarta geracao,
mantém um sushbtituinte ciclopropilico em N-1 e, pela remocdo do 4&tomo de fltor de C-

6, diminuiu-se o risco de genotoxicidade e de efeitos adversos no sistema nervoso central

(SNC) (428,439)

L
{A

Garenoxacina

HN

OH F

OH

N HyC—0

\ N N N
o A
Moxifloxacina HoN Gemifloxacina

Figura 2.5 — Representacéo das estruturas moleculares de garenoxacina, moxifloxacina e
gemifloxacina (quinolonas de quarta geracao).

A moxifloxacina e gemifloxacina, representadas na figura 2.5, sdo também
quinolonas de quarta geracdo. Sdo menos suscetiveis a mecanismos de efluxo por parte
das bactérias j& que possuem na posi¢do C-7 uma cadeia lateral volumosa de piperazina
e pirrolidina, respetivamente. 31.440)

A moxifloxacina esta aprovada para o tratamento de infe¢Ges intra-abdominais,
incluindo infe¢Bes polimicrobianas e abcessos, infe¢des do trato respiratorio, como

pneumonias causadas por estirpes resistentes de Staphylococcus pneumoniae, e infecoes
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da pele causadas por bactérias gram positivas. A gemifloxacina apresenta indicacdes
terapéuticas apenas para infe¢fes respiratorias, como por exemplo bronquite cronica e
pneumonias causadas por estirpes multirresistentes de S. pneumoniae. 43

As quinolonas apresentam um espetro de atividade que abrange bactérias gram
positivas e gram negativas, incluindo estafilococos resistentes a meticilina e
Pseudomonas aeruginosa. Podem ser administradas por via oral e demonstram uma
excelente biodisponibilidade, boa difusdo nos tecidos e fluidos do corpo e um perfil de
seguranca bastante favoravel, dai a aplicacdo para o tratamento de doencas bacterianas
hospitalares e comunitarias. Por apresentarem um largo espetro de atividade e poténcia
terapéutica elevada, também séo usadas como farmacos de segunda linha no tratamento
da Tuberculose. 2

As quinolonas atuam através da inibicdo da topoisomerase tipo IV, em bactérias
gram positivas, e por inibicdo da atividade de uma enzima topoisomerase Il (ADN girase)
em bactérias gram-negativas. 437441)

A atividade das quinolonas resulta principalmente da formacdo de complexos
ternarios entre 0 ADN e as topoisomerases do tipo I, estabilizando o complexo ADN-
enzima, e assim provocando um bloqueio da progressdo da maquinaria de replicacao,
inibindo diretamente a sintese de ADN, criando lesGes no ADN e induzindo a apoptose

bacteriana. (428429

2.2. Quinolonas e atividade antiviral

Recentes estudos relatam casos de quinolonas que exibem atividades antimalérica,
tuberculostatica, anti-tumoral, anti-isquémica e ansiolitica. 420429

A versatilidade da molécula de quinolona, levou a descoberta de véarios agentes
bioativos que exibem atividades antivirais, especificamente como anti-VIH-1, anti-HCV,
anti-WNV, anti-DENV e anti-herpes. [ Dados previamente relatados relativos a ligag&o
com o cromossoma bacteriano reforcaram a hipoOtese de que as quinolonas também
poderiam interferir com o0 &cido nucleico viral. (361,368:420,429,442,443,444,445,446)

Entre estes estudos, destaca-se um estudo com doze fluoroquinolonas (incluindo
a norfloxacina) em que se apresenta evidéncia de atividade inibitoria da helicase NS3 do
HCV, levando a inibicao da replicacdo do ARN viral do HCV in vitro (observada com

dois modelos diferentes de culturas de células). “4?
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Um outro estudo mostrou que alguns derivados quinolinicos se ligam ao centro
alostérico de inibidores ndo nucleésidos para a polimerase NS5B, inibindo a replicacdo
do HCV, destancando-se o composto 16 pelo seu elevado potencial inibidor (figura 2.6).

(446) o o
YL

SO,Me
16 ?

Figura 2.6 — Representacdo da estrutura molecular do composto 16, inibidores ndo
nucleosidicos para a polimerase NS5B de HCV. (440)

Outro estudo selecionou compostos derivados de uma estrutura base que contém
0 ndcleo 8-hidroquinolina. Foi demonstrado que 0s compostos apresentam atividade
antiviral por inibicdo da protéase WNV (NS2B-NS3). Testes in vitro com um substrato
tetrapéptido (substrato da protéase DENV-2) mostraram que o 8-hidroquinolina-
aminobenzotiazole (composto 1) (figura 2.7) é inibidor competitivo da protéase NS2B-
NS3 da DENV-2 (com um ICso de 0.91+0.05 pM). ©68)

(@)

\
=
N
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Figura 2.7 — Representagdo da estrutura molecular de 8-hidroquinolina-
aminobenzotiazole (composto 1), um inibidor competitivo da protéase NS2B-NS3 da
DENV-2. (%8)

Outro estudo selecionou dois compostos, pertencentes a familia das 8-
hidroxiquinolinas (figura 2.8) que foram identificados como potentes inibidores da
protéase de WNV, mas que mostraram menor capacidade inibidora da protéase de DENV-

2. (361)

Figura 2.8 — Representacdo das estruturas moleculares de duas 8-hidroxiquinolinas
inibidoras da protéase de WNV.

X
F
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Em estudos realizados recentemente, alguns derivados de 4-aminoquinolina,
como a amodiaquina e cloroquina (figura 2.9), conhecidos farmacos antimaléricos,
exibiram atividade antiviral in vitro, inibindo a protéase NS2B-NS3 de flavivirus (DENV

2 e WNV) e a consequente inibicao da replicagdo. 2%

N Cl

Cl N

/
HN /\
N /\ \(\/\L
Amodiaquina Cloroquina

Figura 2.9 — Representacdo das estruturas moleculares da amodiaquina e cloroquina,
inibidores da protéase NS2B-NS3 de flavivirus (DENV 2 e WNV).

2.3. Objetivo do trabalho laboratorial

Dada a existéncia de evidéncias de atividade anti-viral de compostos quinolinicos
em virus da familia Flaviviridae, como por exemplo o virus da hepatite C (HCV) e o0 virus
do Nilo ocidental (WNV), que apresentam genomas semelhantes ao virus da dengue, e
considerando o elevado grau de homologia entre as proteinas estruturais e ndo estruturais
dos mesmos, com este trabalho pretende-se sintetizar laboratorialmente dois derivados

quinolinicos com potencial interesse para estudos na terapia da dengue.

2.4. Discussao

Com o intuito de perspetivar novos compostos com potencial na terapia da
dengue, realizou-se um trabalho laboratorial que constou na sintese de dois derivados

quinolinicos. As estruturas destes compostos estdo representadas na figura 2.10.

CO,Et CO,Et

Figura 2.10 - Representagéo da estrutura dos derivados quinolinicos sintetizados
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As estratégias de sintese utilizadas para preparacdo dos compostos 1, 2 estdo
representadas nas figuras 2.11 e 2.12. A sintese da bisquinolona (1) (figura 2.11) envolve
varios passos: a) reducdo dos grupos nitro da molécula de bis(4-fluoro-3-
nitrofenil)sulfona (3) a amina; b) acoplamento das fun¢des amina da molécula (4) com
etoximetilenomalonato de dietilo; e c) ciclizacdo de (5) para a obtencdo da bisquinolona
(1) através de dois métodos diferentes, ou seja, por aquecimento com oxicloreto de
fésforo (POCIz) a 97°C e por aquecimento em dowtherm A a 250°C. Este Gltimo método
apresenta limitacdes, relacionadas com a temperatura elevada (acima dos 225°C) a que a
reacao é submetida, podendo ocorrer degradacao térmica, e dependéncia da concentragéo.
Além disso, a maioria das quinolonas apresentam uma baixa solubilidade, dificultando a
sua extracdo e purificagdo. “4”

o\S A
”4 horas, 70°C

. T weomHp 20

0

NO, . NH,CI, Fe

3
18 horas, 100°C ﬁ o
HJY’V

COEt COEt

CO,Et CO,Et
0 O. 18 horas, 97°C
7 o\\ //o \ 3homs 250°C /Q/ \(;\ \ /
HN S NH poch \ /
dowtherm A
F F jk j\
i CO,Et

Et0,C
COEt Et0,C
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Figura 2.11 - Representacdo da estratégia proposta para a sintese do primeiro derivado
quinolinico (bisquinolona).

A estratégia de sintese para a obtencdo da quinolona (2) com o heterociclo
benzisotiazole como substituinte na posicdo 7 do sistema quinolinico, envolve cinco
passos (figura 2.12). Iniciando a sintese a partir de 3-aminofenol (6), o primeiro passo
consiste no acoplamento da amina com etoximetilenomalonato de dietilo, seguindo-se a
eterificacdo do grupo hidroxilo terminal de (7) com um cloreto de benzisotiazole
(sacarina), através do ataque nucleofilico do hidroxilo “fendlico” ao carbono iminico do
cloreto de pseudo-sacarina (9) (previamente sintetizado por halogenacédo da sacarina (8).
Por fim, a estratégia de sintese inclui a etapa de ciclizacdo para obtencdo da quinolona
(2) por dois métodos distintos: aquecimento com oxicloreto de fésforo (POCIs), a 97°C;

aguecimento em dowtherm A a 250°C.
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Figura 2.12 — Representacdo da estratégia proposta para a sintese do segundo derivado
quinolinico (quinolona com o residuo de benzisotiazole em posicgéo 7).

Seguidamente descrevem-se propostas mecanisticas para as diferentes etapas de
cada processo de sintese, bem como a discussao dos resultados obtidos em cada etapa. A
andlise e caraterizagdo dos compostos sintetizados foi efetuada por espetrometria de
massa (MS) e espetroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN) (proténica e de

carbono) dos compostos.

2.4.1. Sintese do primeiro derivado quinolinico (bisquinolona)

2.4.1.1. Reducéao da fungéo nitro de bis(4-fluoro-3-nitrofenil)sulfona a amina

o o)
0. o
P N\
0 4 4"
+2Fe’ HAHT —— +2F +2H,0
F F F .
NO, NO, NO NO
3 3.1
o, o]
N\ N
+2Fe’ +4H" ——— +2 Fe?"
E
NO NO NHOH NHOH
3.1
0.
N A
+2 Fe"+4H" —— +2 Fe?"+2 H,0
F
NHOH NHOH

4

Figura 2.13 — Proposta mecanistica para a reducdo da funcéo nitro de bis(4-fluoro-3-
nitrofenil)sulfona (3), a amina.
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A funcéo nitro de bis(4-fluoro-3-nitrofenil)sulfona (3) foi reduzida a amina (4)
(figura 2.13) através da utilizacdo de ferro em pd (Fe®), em meio &cido, usando o cloreto
de amonio (NH4CI) como agente redutor. Durante a reducdo formam-se dois produtos
intermediarios, bis(4-fluoro-3-nitrosofenil)sulfona  (3.1) e bis(4-fluoro-3-
hidroxianilina)sulfona  (3.2), culminando na formacdo de bis(4-fluoro-3-
aminofenil)sulfona (4), sem purificacdo, como um sélido amarelo e com um rendimento

de 59.2%, ap0s cerca de 24 horas.

A massa molar do composto final da reacdo é de 284.28 g/mol, sendo que a
presenga de um pico com um valor de m/z de 284.0457 no espetro de massas, em modo
positivo, confirma a presenca do produto pretendido (Anexo 1). Foram encontrados picos
relativos a fragmentos do composto pretendido, nomeadamente 0s picos com valores de
m/z de: 220.0825 (fragmento molecular obtido pela perda da funcdo sulfona (SOz));
158.0081 (fragmento resultante da perda da fluoroanilina e da segunda amina) e 63.0232

(fragmento resultante da perda de duas fluoroanilinas).

O produto de reacdo também foi caraterizado por *H RMN, observando-se a
existéncia dos picos carateristicos dos seis protdes aromaticos que compdem a molécula
em causa, entre os 7.77-7.36 ppm (Anexo 3). Na caraterizacio por 3C RMN observou-
se a existéncia de doze picos correspondentes aos doze carbonos dos dois anéis
aromaticos da molécula (Anexo 4). Os picos observados, especialmente no espetro de H
RMN (Anexo 3) correspondem a desvios quimicos mais proximos e compativeis com os
esperados para protdes aromaticos da bis(4-fluoro-3-aminofenil)sulfona (4). O espetro de
'H RMN (Anexo 2) de bis(4-fluoro-3-nitrofenil)sulfona (3) é apresentado para

comparacao.
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2.4.1.2.Acoplamento da bis(4-fluoro-3-aminofenil)sulfona com
etoximetilenomalonato de dietilo
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Figura 2.14 — Proposta mecanlstlca para a reacdo do acoplamento da amina com
etoximetilenomalonato de dietilo.

A reacdo da funcionalidade amina de bis(4-fluoro-3-aminofenil)sulfona (4), com
etoximetilenomalonato de dietilo, em ambas as fun¢des aminas, esta descrita na figura
2.14, que inclui uma proposta mecanistica Obteve-se o produto esperado, bis-dietil-2-
(((4-fluoro-3-aminofenil)metileno)malonato)sulfona (5), como um sélido cristalino
amarelado, com um rendimento de 63,7%.

O composto (5) tem uma massa molar de 624.61 g/mol. Por espetrometria de
massa observou-se um pico com um valor de m/z de 624.4072, em modo positivo (Anexo
5), que corresponde ao ido molecular do composto esperado. Através da analise do espetro
de massas do composto constata-se a presenca de fragmentos com valores de m/z de
578.2991 (resultante da perda de um grupo etoxi do composto final), 533.2091 (perda de
dois grupos etoxi) e 505.1830 (fragmento resultante da perda de um grupo éster (CO2Et)
e de um grupo etoxi).

A caraterizagdo do composto final (5), por *H RMN revelou a existéncia de picos
carateristicos, tais como os correspondentes aos doze protdes metilicos terminais da
funcdo éster do derivado malonato, entre os 1.26 e 1.21 ppm; aos oito protbes
caracteristicos do grupo CH> da fungdo éster do derivado malonato, entre 4.23 e 4.13
ppm; aos seis protdes aromaticos, entre 8.35 e 7.56 ppm; dois hidrogénios ligados aos
carbonos adjacentes as fungdes amina que formam o acoplamento correspondente, entre
0s 8.53 e 850 ppm, e dois hidrogénios correspondentes as duas fungBes amina

secundarias do composto, entre 0s 10.91 e 10.88 ppm (Anexo 6). Na caraterizacdo por
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13C RMN observou-se a existéncia de picos correspondentes aos vinte e oito carbonos do
composto final (Anexo 7), com o0s desvios quimicos esperados, consistentes com a
estrutura do composto final pretendido.

2.4.1.3. Sintese da quinolona por ciclizacdo do derivado malonato em presenca de
oxicloreto de foésforo (POCIs), a 97°C
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Figura 2.15 — Proposta mecanistica para reacao de ciclizagdo com formacdo de quinolona,
em presenca de oxicloreto de fosforo (POCIs).

O mecanismo proposto para a ciclizacdo estd representado na figura 2.15.
Pretendia-se que a ciclizagdo ocorresse nos dois “bragos” ou ramificagdes da molécula,
culminando com a formacéo da bisquinolona 5,5'-dietil sulfonil bis-(8-fluoro-4-oxo-1,4-
dihidroquinolina-3-carboxilato) (1) através de aquecimento com oxicloreto de fosforo
(POCIs).

Da anélise do produto por espetrometria de massa (Anexo 8), verificou-se que ndo
se formou o composto pretendido (1). O composto esperado teria uma massa molar de
532.47 g/mol, ndo se encontrando um pico com um m/z proximo desse valor no espetro
de massa. No entanto a presencga de um pico correspondente a m/z de cerca de 777 podera
sugerir que se trata do composto intermedio que se forma no segundo passo da reacéo,
aquando do ataque nucledfilo do cloro (5.1) e posterior saida de PO2Cl; (5.2) Considera-

se que a reacdo terd possivelmente terminado neste passo.
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Da caraterizagdo por *H RMN e 3C RMN do composto final (1), detetou-se a
presenca de alguns picos inconclusivos e de picos caracteristicos do solvente (DMSO)
em ambos os espetros (Anexos 9 e 10). O solido formado era pouco soltvel em DMSO.

2.4.1.4. Ciclizagao atraves do aquecimento em dowtherm A (250°C)
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Figura 2.16 — Mecanismo de Gould-Jacobs proposto para a ciclizacéo intramolecular
conduzida termicamente em dowtherm A.

O mecanismo de reacdo proposto para a ciclizacdo intramolecular conduzida
termicamente, conhecida por método de Gould-Jacobs, esta representado na figura 2.16,
em que se propde que o anel fenilo atua como nucledéfilo, atacando o carbono do grupo
carbonilo da funcdo éster do derivado malonato “47#4®) culminando com a formacéo de
5,5"-dietil sulfonil bis-(8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilato) (1) através de
aquecimento em dowtherm A.

Purificou-se o residuo sélido obtido no final da reacdo efetuando uma
cromatografia por “flash” e obtiveram-se trés fragcdes, como solidos amarelos. As trés
fracdes resultantes foram caracterizadas por *H RMN (fracdes I, Il e 111) e por 1*C RMN
(fragBes 11 e 111). Ao analisar o espetro de *H RMN da frago I, verifica-se a presenca de
picos inconclusivos, possivelmente por problemas de solubilidade do composto (Anexo
11). Caraterizando as fragoes Il e 111 por *H RMN, verifica-se que estas sdo semelhantes,
pois ambos 0s espetros apresentam picos em comum, nomeadamente os picosa 4.2 e 1.2
ppm, diferindo ligeiramente na zona aromatica (8.5-7.5) ppm, devido ao fato de a fragcédo
I11 ndo estar pura. (Anexos 12 e 13)

A presenca de picos em torno dos 4.2 e 1.2 ppm no espetro de *H RMN (Anexos
12 e 13) e entre 0s 60 e 0s 14 ppm no espetro de 3C RMN (Anexos 14 e 15) comprovam

a existéncia da funcdo éster terminal nas fragoes Il e 111.
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2.4.2. Sintese do segundo derivado quinolinico (quinolona com o residuo de
benzisotiazole em posi¢é&o 7)

2.4.2.1. Acoplamento de 3-aminofenol com etoximetilenomalonato de dietilo
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Figura 2.17 — Proposta de mecanismo de reacéo.

O acoplamento de 3-aminofenol (6) com etoximetilenomalonato de dietilo,
culminou com a  formacéao de cristais amarelos de 2-(((3-
hidroxifenil)amino)metileno)malonato de dietilo (7) com um rendimento de 90,9%. O
mecanismo proposto encontra-se representado na figura 2.17.

O composto final (7) apresenta uma massa molar de 279.29 g/mol, tendo-se
observado a presenca de um pico com um valor de m/z de 280.1254 no espetro de massas,
em modo positivo, correspondente ao respetivo ido molecular. Neste espetro € possivel
constatar a existéncia de: um aducto de sdédio com o composto final (7), através da
presenca de um pico com um valor de m/z de 302,1058; um aducto com potéssio, através
de um pico a 318,0742 m/z; e de um fragmento resultante de perda de um grupo etoxi
pelo composto final (7), através da presenca de um pico a 234,0934 m/z (Anexo 16).

Na andlise ao espetro de massa, em modo negativo, comprova-se a existéncia do
anido molecular pela presenca de um pico com um valor de m/z de 277.8961. Os
fragmentos do composto com picos a 231.9580 e 113.0895 m/z, correspondem
respetivamente a perda de um grupo etoxi e um hidrogénio da funcéo alcool (OH), e a
perda de um grupo hidroxilo e dois grupos (CO2Et). (Anexo 17)

O produto resultante foi caraterizado por *H RMN, observando-se a presenca dos
seguintes picos caracteristicos da molécula em causa: ressonancias de seis protdes
metilicos pertencentes ao éster terminal, entre 1.37 e 0s 1.32 ppm; ressonancias de quatro

protbes metilénicos (CH2) do éster, entre os 4.32 e 0s 4.20 ppm; ressonancias de trés
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protdes aromaticos, entre 6.71 e 6.61 ppm; ressonancia de um protdo aromatico em
posicdo orto, o tripleto a 7.21 ppm, e ressonancia de um protdo aromatico, o singuleto a
8.53 ppm que comprova a presenca de um hidrogénio ligado ao carbono adjacente a
funcdo amina. (Anexo 18). O composto final (7) também foi caraterizado por **C RMN
(Anexo 19).

2.4.2.2. Sintese de cloreto de pseudo-sacarina
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Figura 2.18 — Mecanismo proposto para a sintese de cloreto de pseudo-sacarina, a partir
de sacarina.

A reacédo de halogenacdo da sacarina (8), usando como reagente de halogenacgéo
0 PCls, conduziu a formacao de cloreto de pseudo-sacarina e, como produtos secundarios,
POCIs e HCI. A proposta mecanistica esta representada na figura 2.18.

Os reagentes foram aquecidos a temperaturas em torno dos 180°C, devido ao facto
de a formacdo de cloreto de pseudo-sacarina (9) a partir de cloreto de sulfonilo (8.1),
requerer um ataque nucledfilo ao carbono do grupo cianeto, o qual tem baixa
suscetibilidade nucleofila. “*® A conducdo da reacdo utilizando temperaturas baixas e
diminuindo o tempo de reacdo, resulta na formagdo do cloreto de sulfonilo (8.1),
explicando-se assim a necessidade de utilizar temperaturas (por volta dos 180°C) para que
se aumente o rendimento de produto. “°0)

Ap0s destilagdo e sucessivas recristalizacfes, obteve-se o produto resultante, com
um rendimento de 20%, como cristais brancos em forma de agulha. A recristalizacao de
cloreto de sacarina (9), foi efetuada em tolueno. Através da caraterizacdo do produto por
'H RMN, foi possivel detetar a presenca de picos correspondentes a ressonancias dos

quatro protbes aromaticos, entre os 7.95 e 7.93 ppm e entre os 7.839 e os 7.837 ppm
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(Anexo 20). Também pela caracterizagdo do composto por 3C RMN, observou-se a
presencga de picos que comprovam a existéncia de sete carbonos do cloreto de pseudo-
sacarina (9). (Anexo 21)

Com base na medida do intervalo de fusdo do produto (141-142°C), verifica-se
que esta de acordo com o referido na literatura (141-144°C). 59

2.4.2.3. Sintese de 2-(((3-(1,1-dioxidobenzo [d] isotiazol-3-il)oxi)fenilamino)
metileno)malonato de dietilo ou preparacéo de éter de benzisotiazole
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Figura 2.19 — Mecanismo proposto para as etapas envolvidas na sintese de 2-(((3-(1,1-
dioxidobenzo [d] isotiazol-3-il)oxi)fenilamino)metileno)malonato de dietilo (10).

O mecanismo de substitui¢do nucleofila no carbono iminico do cloreto de pseudo-
sacarina conduz a formacdo do éter de sacarina que esta representado na figura 2.19, e
envolve o ataque nucleofilico do hidroxilo de (7) ao cloreto de pseudo-sacarina (9), na
presenca de uma base de Lewis (trietilamina), com formacéo de 2-(((3-(1,1-dioxidobenzo
[d] isotiazol-3-il)oxi)fenilamino)metileno)malonato de dietilo (10), ap6s 90 minutos, com
um rendimento de 31,5%, como cristais incolores.

O composto (10) tem uma massa molar de 444.46 g/mol, tendo a sua presenga
sido comprovada pela existéncia de um pico a 445.1307 m/z, no espetro de massa, em
modo positivo, correspondente ao ido molecular. A presenca de picos com valores de m/z
de 398.0763 que corresponde ao fragmento resultante da perda de um grupo etoxi pelo
composto (10), a 352.0242 m/z outro fragmento resultante da perda de dois grupos etoxi;
279.1118 m/z perda de um residuo de sacarina, e um fragmento a 187.0278 m/z resultante
da perda de 3-fenoxibenzo-isotiazole-1,1-dioxido (Anexo 22). Este mesmo produto foi
ainda caraterizado por *H RMN, observando-se a existéncia de picos caracteristicos, tais
como o0s correspondentes a ressonancias de seis protdes, entre 1.27 e 1.21 ppm, e de
quatro protdes, entre os 4.23 e 4.09 ppm, ambos constituintes da funcéo éster; aos oito
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protdes dos dois anéis aromaticos, entre 8.22 e 7.25 ppm; ao protdo adjacente a funcao
amina, entre 8.40 e 8.36 ppm, e ao protdo caracteristico da funcdo amina, entre 10.73 e
10.70 ppm. (Anexo 23).

2.4.2.4. Ciclizacdo em presenca de oxicloreto de fosforo (POCIs), a 97°C
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Figura 2.20 — Mecanismo de reagdo proposto para a ciclizagdo com oxicloreto de fosforo,
com formacdo de 4-cloroquinolina, seguida por hidrélise, para formacdo de 4-
oxoquinolina.

Apo6s a execucdo do procedimento experimental ndo ocorreu precipitacdo da
mistura reacional, pelo que nao foi possivel recuperar qualquer composto do meio
reacional até a data. Apesar de ndo ter sido possivel obter qualquer produto, seria de

esperar que a reagdo ocorresse pelo mecanismo proposto na figura 2.20.
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2.4.2.5. Ciclizagdo atraves do aquecimento em dowtherm A (250°C)
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Figura 2.21 — Mecanismo de reagdo da ciclizagdo intramolecular conduzida
termicamente, metodologia de Gould-Jacobs.

O mecanismo de reacdo proposto para a ciclizagdo intramolecular conduzida
termicamente, em dowtherm A (250°C), conhecida por método de Gould-Jacobs, esta
representado na figura 2.21.

Apesar da analise por TLC do solido amarelado obtido ter revelado que este ndo
se encontrava puro, a amostra foi caraterizada por espetrometria de massa e por *H RMN.

O composto final (2) tem uma massa molar de 398.39 g/mol, sendo que a sua
presenca € comprovada pela existéncia de um pico com um valor de m/z de 399.1. A
presenca de outro pico a 421.0 m/z é correspondente a formacdo de um aducto de sodio
com o composto final. Outro pico presente a 256.1 m/z corresponde ao fragmento
formado pela perda do residuo de sacarina pelo aducto de sédio do composto final (Anexo
24). Contudo a presenca de outros picos ddo a entender que a amostra ndo se encontrava
pura.

Na caraterizagdo do mesmo produto por *H RMN (Anexo 25), observou-se a
presenca de picos entre 1.31 e 1.28 ppm, correspondentes as ressonancias de trés protdes
(CH3), e entre 4.26 e 4.21 ppm, correspondentes as ressonancias de dois protdes (CHy)
do grupo éster; a presenca de picos entre 8.61 e 7.53 ppm referentes aos oito protdes
aromaticos e a presenca de um dupleto entre 12.53 e 12.51 ppm, carateristico do protdo
da amina pertencente a quinolona. A zona aromatica entre os 7 e 0s 8.60 ppm apresenta
picos devido a possivel presenca de impurezas, pois a amostra ndo se encontrava pura, e
analisando o espetro de *H NMR do solvente dowtherm A utilizado (Anexo 26) deteta-se
a presenca de picos a 7.02, 7.15, 7.40, 7.47 e 7.66 ppm que sd80 comuns aos picos
aromaticos encontrados no espetro do produto de reagdo (Anexo 25), evidéncia

comprovada pela sobreposi¢éo espectral na zona aromatica dos dois espetros (Anexo 27).
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Uma possivel impureza detetada na zona aromatica poderd ocorrer devido ao proprio
solvente (dowtherm A), pois este apresenta um ponto de ebulicdo muito elevado, sendo
dificil de extrair dos s6lidos e mesmo filtrando e lavando com hexano e éter de petréleo
por vezes dificulta a sua remocéo na totalidade. Confirma-se que o substituinte sacarina
esta ligado a quinolona devido a presenca de um quarteto caracteristico correspondente
as ressonancias de dois protdes, entre 8.04 e 7.94 ppm, comum aos espetros de *H RMN
do composto (Anexo 25) e da caraterizacdo da sintese de 2-(((3-(1,1-dioxidobenzo [d]

isotiazol-3-il)oxi)fenilamino)metileno)malonato de dietilo (10) (Anexo 23).

2.5. Procedimento experimental

2.5.1. Sintese de 5,5'-dietil sulfonil bis-(8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-
carboxilato)

2.5.1.1. Sintese de bis(4-fluoro-3-aminofenil)sulfona

o] 0
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MeOH/HZO F .
NH,C, Fe°
NH, NH,

24 horas, 70°C

Dissolveu-se bis(4-fluoro-3-nitrofenil)sulfona (2g; 5,8mmol) numa mistura de
30mL de metanol:agua (1:1). Seguidamente adicionou-se cloreto de amonio (2,02g;
37,7mmol) e ferro em pé (1,04g; 18,56mmol) e colocou-se a mistura sob agitacéo, a 70°C,
durante 24 horas. ApOs arrefecimento, filtrou-se a mistura reacional com celite
(adsorvendo os residuos inorganicos) e lavou-se com metanol, acetato de etilo e DCM.
De seguida procedeu-se a evaporacdo do filtrado e extracdo do residuo aquoso com
acetato de etilo, com posterior secagem com sulfato de magnésio anidro, filtracdo e
concentracdo do filtrado orgénico. Colocou-se o residuo organico obtido sobre gelo e
acidificou-se com acido cloridrico concentrado (até pH~1). Ocorreu precipitacdo e
filtrou-se o precipitado, obtendo-se o produto como um sdélido amarelo (0,978g;
3,44mmol; 59,2%). MS m/z (TOF MS, El+): 284.0457 ([M]"); 285,0465 ([M+H]"). *H
RMN (400 MHz, MeOD) & 7.77-7.75 (dd, 2H), 7.67-7.64 (m, 2H), 7.40-7.36 (dd, 2H).
13C RMN (101 MHz, MeOD) & 157.43, 154.81, 138.14, 138.10, 129.76, 129.61, 122.87,
122.79, 119.46, 119.42, 116.80, 116.60. Anexos 1, 3 e 4. Intervalo de fusdo 212-213°C.
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2.5.1.2. Sintese de bis-dietil-2-(((4-fluoro-3-aminofenil)metileno)malonato)sulfona
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18 horas, 100°C

A 100°C e em condigdes anidras, colocou-se sob agitagdo bis(4-fluoro-3-
aminofenil)sulfona (1,001g; 3,52mmol) dissolvido em etoximetilenomalonato de dietilo
(1,42mL; 7,04mmol), durante 18 horas. Arrefeceu-se a mistura reacional e dissolveu-se
com DCM e etanol, deixando em repouso para o produto cristalizar. Filtrou-se o sélido
cristalino obtido e lavou-se com etanol gelado. Por TLC mostrou-se que 0 composto se
encontrava puro. Obteve-se bis-dietil-2-(((4-fluoro-3-aminofenil)metileno)malonato)-
sulfona (1,4g; 2,24mmol; 63,7%) como soélido cristalino amarelado, o qual foi
caraterizado. MS m/z (TOF MS, El+): 624,4072 ([M]"), 625.4125 ([M+H]*). H RMN
(400 MHz, D6-DMSO) s 10.91-10.88 (d, 2H), 8.53-8.50 (d, 2H), 8.35-8.33 (dd, 2H),
7.84-7.80 (m, 2H), 7.61-7.56 (m, 2H), 4.23-4.13 (dq, 8H), 1.26-1.21 (m, 12H). *C RMN
(101 MHz, CDCIs3) 6 171.70, 169.87, 168.40, 165.14, 155.49, 152.76, 152.34 149.48,
133.09, 126.48, 122.72, 117.64, 102.94, 102.80, 97.64, 97.48, 60.70, 14.20. Anexos 5, 6
e 7. Intervalo de fuséo 189-190°C.

2.5.1.3. Sintese de 5,5'-dietil sulfonil bis-(8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-
carboxilato) através de aguecimento com oxicloreto de fésforo (POCIs)
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Colocou-se sob agitacdo, a 97°C, em condicdes anidras, bis-dietil-2-(((4-fluoro-3-
aminofenil)metileno)malonato)sulfona (1g; 1,6mmol) dissolvido em oxicloreto de
fosforo (10mL) durante 18 horas. De seguida removeu-se por sistema de vacuo e
aquecimento o excesso de POClse derivados. Adicionou-se 15mL de isopropanol quando
a temperatura do sistema reacional se encontrava a 90°C, e manteve-se em agitacédo

durante 30 minutos. Deixou-se o sistema reacional arrefecer até atingir a temperatura
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ambiente. Filtrou-se o sélido obtido e lavou-se com isopropanol e éter de petroleo 40-60,
gelado. Obteve-se 0.775g de p6 alaranjado. A amostra apresentou problemas de
solubilidade em DMSO. Espetros disponibilizados em: Anexos 8, 9 e 10.

2.5.1.4. Sintese de 5,5'-dietil sulfonil bis-(8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-
carboxilato) através de aguecimento em dowtherm A

o) 0
N\
CO,Et CO,Et
o o]
F F 7 QL \
—_— \V/
HN HN dowtherm A HN S NH
l 3 horas, 250°C
‘ F F
EtO,C CO,Et
COEt  Et0,C

Colocou-se sob agitacdo, a 250°C, sob condi¢6es anidras, bis-dietil-2-(((4-fluoro-
3-aminofenil)metileno)malonato)sulfona (1g; 1,6mmol) dissolvido em dowtherm A
(10mL), durante 3 horas. Desligou-se a temperatura do sistema reacional até a mistura
atingir a temperatura ambiente. Formou-se um soélido alguns dias depois. Filtrou-se o
solido e lavou-se com hexano e éter etilico. Ao analisar por TLC verificou-se que o solido
ndo se encontrava puro, e efetuou-se uma cromatografia em coluna de silica, eluindo
inicialmente com 50% acetato de etilo em hexano e aumentando-se progressivamente a
polaridade do solvente para 15% de metanol em DCM. Obtiveram-se 3 fracdes de um
solido amarelo com 198, 455 e 206mg. A fracdo | apresentou problemas de solubilidade.
Fragdo I1: '"H RMN (400 MHz, D6-DMSO) & 4.25-4.14 (m, 2H), 1.28-1.23 (t, 3H); 1°C
RMN (101 MHz, D6-DMSO0) & 60.65, 14.67. Fragio I1I: *tH RMN (400 MHz, D6-DMSO)
5 4.24-4.14 (m, 2H), 1.28-1.24 (t, 3H); 3C RMN (101 MHz, D6-DMSO) & 60.34, 14.52.
Espetros disponibilizados em: Anexos 11, 12, 13, 14 e 15.

2.5.2. Sintese de acetato de 7-((1,1-dioxidobenzo [d] isotiazol-3-il)oxi)-4-0xo0-1,4-
dihidroquinolina-3-carboxilato

2.5.2.1. Sintese de 2-(((3-hidroxifenil)amino)metileno)malonato de dietilo
C
Wy
(0] O\/
o o

O\ O\ I
HO NH HO u/j‘\OEt
e} OEt
18 horas, 100°C

Em condi¢bes anidras dissolveu-se 3-aminofenol (2g; 18,33mmol) em

etoximetilenomalonato de dietilo (3,7ml; 18,33mmol) e colocou-se a mistura em
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agitacdo, a 100°C, durante 18 horas. Apos arrefecimento, dissolveu-se o sélido em DCM
e etanol para cristalizar. Apds filtracdo, o sélido foi lavado com etanol gelado. Obteve-se
4,653g (16,66mmol; 90,9%) de 2-(((3-hidroxifenil)amino)metileno)malonato de dietilo
sob a forma de cristais amarelos. MS m/z (TOF MS, El+): 280,1254 ([M+H]"); 302,1058
([M+Na]"); 318,0742 ([M+K]"). MS m/z (TOF MS, El-): 277,8961 ([M-H]). *H RMN
(400 MHz, MeOD) § 8.53 (br, s, 1H), 7.21 (t, 1H), 6.71-6.61 (m, 3H), 4.32-4.20 (dq, 4H),
1.37-1.32 (dt, 6H). 13C RMN (101 MHz, D6-DMSO0) § 167.69, 165.23, 158.90, 151.27,
140.81, 130.97, 112.29, 108.59, 104.57, 93.25, 60.02, 59.81, 14.63, 14.56.Anexos 16, 17,
18 e 19. Intervalo de fusdo 151-152°C.

2.5.2.2. Sintese do cloreto de pseudo-sacarina
0

Cl
©E<“H I N
“ /
/0 PCI S
g 5 /7 0

3 horas, 180°C
Colocou-se em agitacdo e a 180°C, sob condi¢bes anidras, sacarina (10g;

54,6mmol) e pentacloreto de fosforo (12,39g; 59,514mmol). Apds 3 horas removeu-se
por destilagdo sob véacuo e aquecimento o excesso de PCls e derivados (POClIz e HCI).
Posteriormente adicionou-se tolueno (80mL), quando o sistema reacional se encontrava
a 110°C, ateé dissolver a mistura. Deixou-se arrefecer lentamente até precipitar um solido.
Filtrou-se, e lavou-se o sélido obtido com tolueno gelado. De seguida o sélido foi
recristalizado sucessivamente com tolueno, até obter cristais puros. Obteve-se (2,2g;
10,91mmol; 20%) de cristais brancos em forma de agulha. *H RMN (400 MHz, CDCls)
8 7.95-7.93 (d, 2H), 7.839-7.837 (d, 2H). *C RMN (101 MHz, CDCls3) § 166.08, 140.63,
134.93, 134.41, 129.94, 125.07, 122.49. Anexos 20 e 21. Intervalo de fusdo 141-142°C.

2.5.2.3. Sintese de 2-(((3-(1,1-dioxidobenzo [d] isotiazol-3-il)oxi)fenilamino)
metileno)malonato) de dietilo

(o] O§
OEt
HO N A OEt N 4>
L
// % OEt
o) OEt °©

90 minutos, 50°C

Em condigbes anidras e a 50°C, colocou-se em agitacdo 2-(((3-
hidroxifenil)amino)metileno)malonato de dietilo (1g; 3,58mmol) e cloreto de pseudo-
sacarina (0,938g; 4,65mmol) dissolvidos em tolueno (15mL), durante 30 minutos.

Seguidamente adicionou-se trietilamina (0,99mL; 7,16mmol). Deixou-se a mistura sob
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agitacdo durante 1 hora e controlou-se 0 progresso da reacdo por TLC. Posteriormente
desligou-se a temperatura do sistema, e deixou-se arrefecer lentamente até formar um
solido. Filtrou-se o sélido com tolueno gelado. Recristalizou-se com DCM e etanol.
Filtraram-se os cristais e lavaram-se com etanol gelado. Obteve-se (0,501g; 1,127mmol;
31,5%) de cristal branco. MS m/z (TOF MS, El+) 444,1267 ([M+]); 445,1307 ([M+H]").
'H RMN (400 MHz, D6-DMSO0) & 10.73-10.70 (d, 1H), 8.40-8.36 (d, 1H), 8.22-8.20 (d,
1H), 8.14-8.12 (d, 1H), 8.02-7.94 (g, 2H), 7.67 (br, s, 1H), 7.55-7.51 (t, 1H), 7.42-7.40
(d, 1H), 7.27-7.25 (d, 1H) 4.23-4.09 (dq, 4H), 1.27-1.21 (dt, 6H). Espetros disponiveis
em: Anexos 22 e 23. Intervalo de fusdo 150-153°C.

2.5.2.4. Sintese de acetato de 7-((1,1-dioxidobenzo [d] isotiazol-3-il)oxi)-4-0x0-1,4-
di-hidroquinolina-3-carboxilato através de aquecimento com oxicloreto de fosforo
(POCls)

N
o§s/N \{\N CO,E
\ |
POCI 0 N

18 horas, 97°C

Colocou-se sob agitacdo, a 97°C, sob condi¢es anidras 2-(((3-(1,1-dioxidobenzo
[d] isotiazol-3-il)oxi)fenilamino)metileno)malonato de dietilo (0,268g; 0,603mmol)
dissolvido em oxicloreto de fosforo (10 mL) durante 18 horas. Seguidamente procedeu-
se a destilacdo sob vacuo, para remocdo do excesso de POCIz e outros produtos
secundarios. Desligou-se o sistema reacional e quando a temperatura atingiu os 90°C
adicionou-se isopropanol (10mL), mantendo-se a mistura a esta temperatura durante 30
minutos, sob agitacdo. Posteriormente a mistura atingiu, progressivamente, a temperatura
ambiente. Nao ocorreu precipitacdo da mistura reacional e ndo foi possivel recuperar

qualquer produto.

2.5.2.5. Sintese de acetato de 7-((1,1-dioxidobenzo [d] isotiazol-3-il)oxi)-4-0x0-1,4-
dihidroquinolina-3-carboxilato através de aguecimento em dowtherm A

0 0
N
OQS/N /@\ N, | COEt
|
domhermA 0 N

3 horas, 250°C H

Em condicdes anidras, e sob agitacdo, dissolveu-se 2-(((3-(1,1-dioxidobenzo [d]
isotiazol-3-il)oxi)fenilamino)metileno)malonato de dietilo (0,5g; 1,125mmol) em

dowtherm A (8.5mL), a 250°C, durante 3 horas. De seguida desligou-se a temperatura do
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sistema reacional, até atingir a temperatura ambiente. Seguidamente adicionou-se hexano
e colocou-se a mistura no congelador. Apds algumas horas ocorreu precipitagao. Filtrou-
se 0 solido amarelo e lavou-se com hexano gelado. Efetuou-se um controlo por TLC do
composto obtido e, apesar de ndo se encontrar puro, a amostra foi caracterizada pois
observou-se uma mancha maioritaria e contaminagdo muito ténue. Obteve-se 0.019¢g de
composto. MS m/z (TOF MS, El+): 399.1 ([M+H]"), 421.0 ([M+Na]").H RMN (400
MHz, D6-DMSO) & 12.53-12.51 (d, 1H), 8.61-8.60 (d, 1H), 8.31-8.29 (d, 1H) 8.24-8.23
(d, 1H), 8.18-8.16 (d, 1H), 8.04 — 7.96 (q, 2H), 7.81-7.80 (d, 1H), 7.56-7.53 (dd, 1H),
4.26 — 4.21 (q, 2H), 1.31 — 1.28 (t, 3H). Espetros disponiveis em: Anexos 24 e 25.
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Capitulo 3
3. Concluséao

A dengue tornou-se uma das principais preocupacfes de saude publica em todas
as regides tropicais e subtropicais do mundo.

N&o existem ainda terapéuticas profilaticas ou farmacoldgicas especificas da
dengue, nem vacinas aprovadas para uso clinico. O Unico tratamento
disponivel para pacientes de dengue grave é a terapia de reposicdo de liquidos, sob
supervisdo médica. Deste modo, uma abordagem possivel para fazer face ao alastramento
dramético da doenca verificado nas Gltimas décadas passard por harmonizar a vigilancia
(entomoldgica e epidemioldgica), a prevencdo integrada (gestdo ambiental, controlo
quimico e bioldgico), uma melhor organizacao nos servigos de salde existentes de forma
a promover um diagnostico clinico e laboratorial precoce de casos, uma gestdo adequada
dos casos mais graves e gestao de surtos de dengue de forma eficaz, bem como campanhas
de sensibilizacdo de educagdo em salde com a participacdo da comunidade. Esta
estratégia conjunta ira contribuir para a reducdo da morbilidade e mortalidade no mundo
causada pela dengue.

Nos altimos anos temos assistido a um elevado nimero de investigacbes em
muitos setores que podem contribuir a curto prazo para a minimizacdo deste grave
problema de saude publica, nomeadamente a procura de métodos de controlo mais
eficazes e seguros para 0 homem e para 0 ambiente, e de baixo custo. O controlo bioldgico
a base de Wolbachia pode constituir uma alternativa ecoldgica, segura e barata,
demonstrando potencial para ser eficaz numa escala global.

Outra abordagem requer uma melhor compreensao sobre a estrutura viral, o seu
ciclo de vida e a patogénese, para acelerar o desenvolvimento de vacinas e farmacos
antidengue eficazes. A existéncia de farmacos e vacinas disponiveis para outras doencas
virais agudas e cronicas apoia a no¢do de que também pode ser viavel o desenvolvimento
de medicamentos e vacinas contra infecbes DENV. Com a disponibilizacdo de Kits de
detecdo precoce do antigénio da DENV nos dltimos anos, o desenvolvimento de um
farmaco para o tratamento atempado tornou-se uma prioridade. Dada a enorme ameaca a
salde publica colocada pela dengue, com cerca de metade da populagcdo mundial em risco,
é urgente desenvolver um farmaco antiviral para a dengue e / ou uma vacina.

Atualmente existem varias vacinas candidatas anti dengue, mas sé a vacina CYD

Sanofi se encontra em ensaios de fase Ill. Esta vacina demonstrou ser segura, apresenta
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diferentes niveis de eficacia contra os quatro serotipos e elevada eficacia contra a dengue
grave. Contudo, mais trabalhos de investigacdo e ensaios clinicos serdo necessarios até
gue uma vacina contra a dengue segura e eficaz possa ser aprovada para uso clinico.

Atualmente estdo em estudo alguns farmacos com a capacidade de reduzir
rapidamente titulos virais numa fase precoce. Os estudos sobre farmacos com atividade
anti-DENV tém sido feitos com mudltiplas abordagens. Tipicamente, estes tém sido
baseados quer em ensaios bioquimicos com um alvo quer em ensaios baseados em células
e confinados em geral a um unico serotipo DENV. Contudo, é importante que um ideal
inibidor do virus da dengue seja eficaz em todos os quatro serotipos. Além disso, apenas
alguns candidatos a farmacos anti-DENV foram testados no modelo animal disponivel
para avaliar a eficécia in vivo (ratos AG129).

Alguns farmacos atingiram a fase de desenvolvimento clinico, mas os resultados
ndo tém sido muito encorajadoras, pelo que é necessario prosseguir com as triagens de
moléculas no sentido de identificar alguma que seja eficaz nos quatro serotipos da DENV.

A base molecular da dengue grave esta longe de ser claramente entendida, e em
particular os fatores do hospedeiro que estdo envolvidos na patogénese da dengue grave.

Também é importante ter um modelo animal pequeno confiavel para avaliacdo
pré-clinica in vivo para avaliar a eficacia de farmacos e tal modelo ndo estd ainda
disponivel.

Como a dengue é endémica nas nacdes pobres em recursos, onde 0s pacientes
potenciais tém pouco poder de compra, manteve-se uma das doencas negligenciadas.
Assim, ao contrario de HCV, o desenvolvimento de medicamentos antivirais para a
dengue nédo tém sido objeto de particular interesse por parte das empresas farmacéuticas.
Porém, recentemente, muitos estudos académicos e algumas empresas tém investido na
procura de solucdes no sentido de encontrar um composto promissor, o qual deve ser
avaliado em diferentes modelos animais in vitro a fim de gerar maior confianca para 0s
ensaios clinicos. E imperioso que estes trabalhos se desenvolvam, para que as vacinas e
os farmacos, se aliem muito em breve no combate eficaz da dengue. Esperam-se
progressos significativos no desenvolvimento de medicamentos e vacinas para a dengue
na proxima década, sendo provavel o aparecimento de uma solucéao terapéutica.

O trabalho de investigacédo bibliografica que suporta a presente dissertacdo foi

complementado por uma atividade laboratorial que consistiu na sintese de dois derivados
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quinolinicos. As estratégias de sintese seguidas sdo multi-etapicas, tendo sido variadas as
condigdes reacionais no Ultimo passo.

O desenho e a sintese de derivados quinolinicos, como 0s preparados neste
trabalho experimental, pode servir de base para o desenvolvimento e otimizacao de novos
agentes antivirais para uso terapéutico na dengue, dado que estruturas semelhantes ja

revelaram possuir atividade antiviral em virus da familia Flaviviridae.
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AnNexos

Anexo 1 — Espetro de massa, em modo positivo, resultante da sintese de bis(4-
fluoro-3-aminofenil)sulfona.
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Anexo 2 — Espetro de *H RMN, em D-metanol, de bis(4-fluoro-3-nitrofenil)sulfona.
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Anexo 3 — Espetro de *H RMN, em D-metanol, resultante da sintese de bis(4-fluoro-3-

aminofenil)sulfona.
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Anexo 4 — Espetro de *C RMN, em D-metanol, resultante da sintese de bis(4-fluoro-3

aminofenil)sulfona.
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Anexo 5 - Espetro de massa, em modo positivo, resultante da sintese de bis-dietil-2-(((4-

fluoro-3-aminofenil)metileno)malonato)sulfona.
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Anexo 6 - Espetro de *H RMN, em D6-DMSO, resultante da sintese de bis-dietil-2-(((4-

fluoro-3-aminofenil)metileno)malonato)sulfona.
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Anexo 7 - Espetro de *3C RMN, em D-cloroformio, resultante da sintese de bis-dietil-2-
(((4-fluoro-3-aminofenil)metileno)malonato)sulfona.
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Anexo 8 - Espetro de massa, em modo positivo, resultante da sintese de 5,5'-dietil sulfonil
bis-(8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilato) através de aquecimento com
oxicloreto de fosforo (POCls).
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Anexo 9 - Espetro de 'H RMN, em D6-DMSO, resultante da sintese de 5,5'-dietil sulfonil
bis-(8-fluoro-4-oxo0-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilato) através de aquecimento com
oxicloreto de fésforo (POCls).
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Anexo 10 - Espetro de *C RMN, em D6-DMSO, resultante da sintese de 5,5'-dietil
sulfonil bis-(8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilato) através de aquecimento

com oxicloreto de fosforo (POCIs).
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Anexo 11 - Espetro de *H RMN da 12 fracdo, em D6-DMSO, resultante da sintese de 5,5'-
dietil sulfonil bis-(8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilato) através de
aquecimento em dowtherm A.
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Anexo 12 - Espetro de *H RMN da 22 fragdo, em D6-DMSO, resultante da sintese de 5,5'-

dietil sulfonil bis-(8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilato) através de
aquecimento em dowtherm A.
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Anexo 13 - Espetro de *H RMN da 32 fracdo, em D6-DMSO, resultante da sintese de 5,5'-
dietil sulfonil bis-(8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilato) em dowtherm A.
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Anexo 14 - Espetro de *C RMN da 22 fragdo, em D6-DMSO, resultante da sintese de
5,5'-dietil sulfonil bis-(8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilato) através de
aquecimento em dowtherm A.
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Anexo 15 - Espetro de *C RMN da 3? fragdo, em D6-DMSO, resultante da sintese de
5,5'-dietil sulfonil bis-(8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilato) atraves de
aquecimento em dowtherm A.
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Anexo 16 - Espetro de massa (em modo positivo) resultante da sintese de 2-(((3-
hidroxifenil)amino)metileno)malonato de dietilo.
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Anexo 17 - Espetro de massa (em modo negativo) resultante da sintese de 2-(((3-
hidroxifenil)amino)metileno)malonato de dietilo.
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Anexo 18 - Espetro de 'H RMN, em D-metanol, resultante da sintese de 2-(((3-
hidroxifenil)amino)metileno)malonato de dietilo.
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Anexo 19 - Espetro de *C RMN, em D6-DMSO resultante da sintese de 2-(((3-
hidroxifenil)amino)metileno)malonato de dietilo.
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Anexo 20 - Espetro de *H RMN, em D-cloroférmio, resultante da sintese de cloreto de

pseudo-sacarina.
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Anexo 21 - Espetro de *C RMN, em D-cloroférmio, resultante da sintese de cloreto de
pseudo-sacarina.
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Anexo 22 - Espetro de massa (em modo positivo) resultante da sintese de 2-(((3-(1,1-
dioxidobenzo [d] isotiazol-3-il)oxi)fenilamino)metileno)malonato de dietilo.
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Anexo 23 - Espetro de *H RMN, em D6-DMSO, resultante da sintese de sintese de 2-
(((3-(1,1-dioxidobenzo [d] isotiazol-3-il)oxi)fenilamino)metileno)malonato de dietilo.
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Anexo 24 - Espetro de massa (em modo positivo) resultante da sintese de acetato de 7-
((1,2-dioxidobenzo [d] isotiazol-3-il) oxi)-4-oxo0-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilato.
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Anexo 25 - Espetro de 'H RMN resultante da sintese de acetato de 7-((1,1-dioxidobenzo

[d] isotiazol-3-il)oxi)-4-0x0-1,4-dihidrogquinolina-3-carboxilato.

128

HGU:Z

o
8 IZ

DMSQ

J

2.50

£
>t

MdOH

1.30

7 :X :
8 N
8
0 )
7 3 L
7.02
r
4
2.00¢ m—r—4.23

4081 >—12,51

[~ 28000

[ 26000

[~ 24000

[~ 22000

[ 20000

[* 18000

[ 16000

[ 14000

12000

[~ 10000

[~8000

4000

[-2000

o

[-2000

T T T T T T T T T

T T T T T T T T T
125 120 115 110 105 100 95 0D 65 6O 55 S0 45 40 35
F1 (ppm)

Anexo 26 - Espetro de *H RMN do solvente dowtherm A.
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Anexo 27 - Espetro de *H RMN resultante da sobreposigdo dos espetros de *H RMN da
sintese de acetato de 7-((1,1-dioxidobenzo [d] isotiazol-3-il)oxi)-4-0xo0-1,4-
dihidroquinolina-3-carboxilato (Anexo 25) e de *H RMN do solvente dowtherm A
(Anexo 26).
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