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SILVA, R. V. S. Reposicionamento de medicamentos para o tratamento da febre
amarela: uma breve revisdo da literatura. 39 p. Trabalho de Conclusdo de Curso.
Bacharelado em Farmacia. Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do
Rio de Janeiro (IFRJ), Campus Realengo, Rio de Janeiro, RJ, 2021.

RESUMO

A febre amarela € uma doenca infecciosa febril aguda causada pelo virus da
febre amarela. E considerada uma doenca endémica e enzoética nas regides
tropicais da América do Sul e da Africa. A vacina atenuada contra a febre amarela é
segura e eficaz e representa a principal forma de prevencéo. Entretanto, ela possui
contraindicacbes e efeitos adversos. Atualmente, ndo existe um medicamento
especifico para esta doenca, devido a auséncia de uma droga antiviral eficiente.
Desse modo, a busca por alternativas para o tratamento da febre amarela é de
extrema relevancia e o reposicionamento de medicamentos tem surgido como uma
opcgao promissora. Nesse sentido, este trabalho teve por objetivo realizar revisdo da
literatura cientifica sobre o reposicionamento de medicamentos para o tratamento da
febre amarela. Foi realizada pesquisa bibliografica em diferentes bancos de dados
cientificos no periodo de 2001 a 2021, utilizando também bibliografias de anos
anteriores que se demonstraram fundamentais ao presente estudo. O
reposicionamento de farmacos apresenta uma série de vantagens frente ao
desenvolvimento de medicamentos de forma tradicional. Contudo, também existem
desafios e limitacdes associados a esta estratégia. A terapia antiviral depende
principalmente de medicamentos que atuem especificamente nas proteinas virais,
mas também podem ter como alvo proteinas do hospedeiro que séo indispensaveis
a biossintese viral. Nesse sentido, foram apresentados os principais farmacos que
vém sendo estudados de acordo com seu mecanismo de acao, com destaque para a
temoporfina, niclosamida, sofosbuvir e ribavirina. Por fim, pesquisas voltadas
especificamente para o reposicionamento de medicamentos para o tratamento da
febre amarela ainda sdo necesséarias, com estudos clinicos e parametros
farmacoldgicos bem descritos, uma vez que grande parte dos artigos investigaram
flavivirus de um modo geral, principalmente o virus da dengue.

Palavras-chave: febre amarela; reposicionamento; medicamentos; flavivirus.



SILVA, R. V. S. Drug repositioning for the treatment of yellow fever: a brief review of
the literature. 39 p. Trabalho de Conclusdo de Curso. Bacharelado em Farmacia.
Instituto Federal de Educacado, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ),
Campus Realengo, Rio de Janeiro, RJ, 2021.

ABSTRACT

Yellow fever is an acute febrile infectious disease caused by the yellow fever
virus. Itis considered an endemic and enzootic disease in the tropical regions of South
America and Africa. The yellow fever attenuated vaccine is safe and effective and
represents the main mode of prevention. However, it has contraindications and
adverse effects. Currently, there is no specific treatment for this disease due to the
absence of an efficient antiviral drug. Thus, the search for alternatives for the
treatment of yellow fever is extremely relevant and drug repositioning has emerged as
a promising option. In this sense, this study aimed to review the scientific literature on
the repositioning of drugs for the treatment of yellow fever. Bibliographic research was
carried out in different scientific databases from 2001 to 2021, also using
bibliographies from previous years that proved to be fundamental to the present study.
Drug repurposing has a number of advantages over the development of medicines in
a traditional way. However, there are also challenges and limitations associated with
this strategy. Antiviral therapy depends primarily on drugs that specifically target viral
proteins, but may also target host proteins that are indispensable to viral biosynthesis.
In this sense, the main drugs that have been studied were presented according to their
mechanism of action, with emphasis on temoporphine, niclosamide, sofosbuvir and
ribavirin. Finally, research specifically aimed at the repositioning of drugs for the
treatment of yellow fever is still needed, with well described clinical studies and
pharmacological parameters, since most of the articles investigated flaviviruses in
general, especially dengue virus.

Keywords: yellow fever; repositioning; drugs; flavivirus.
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1 INTRODUCAO

O virus da febre amarela, € um membro protétipo do género Flavivirus, que
pertence a familia Flaviviridae, transmitido por artropodes (arbovirus). O relato mais
antigo sobre a febre amarela foi encontrado em um manuscrito Maia em 1648.
Entretanto, estudos do genoma viral sugerem que este virus evoluiu de outros virus
transmitidos por mosquitos ha cerca de 3.000 anos na Africa, sendo disseminado para
o Novo Mundo através do comércio de escravos (MONATH, 2001).

A febre amarela € uma doenca endémica e enzodtica nas regides tropicais da
Ameérica do Sul e da Africa sendo responsavel por surtos periddicos. Existem dois
ciclos epidemiolégicos de transmissao da febre amarela: o urbano e o silvestre. No
ciclo urbano, o principal vetor é o mosquito Aedes aegypti na América do Sul e na
Africa, ndo apresentando reservatdrios animais de relevancia epidemiolégica. No ciclo
silvestre, a doenca é transmitida, no continente americano, por mosquitos de dois
géneros, Haemagogus e Sabethes, tendo como principal fonte de infeccdo os
primatas nao-humanos (CAVALCANTE; TAUIL, 2017).

O quadro clinico da febre amarela pode variar desde infeccfes assintomaticas
até as formas graves e fatais, sendo a forma grave descrita em trés fases: infec¢éo,
remissao e intoxicacao. O inicio dos sintomas pode ocorrer em uma média de 4 dias
apos a transmissado do virus através da picada do mosquito infectado (WAGGONER,;
ROJAS; PINSKY, 2018).

O desenvolvimento da vacina 17D contra a febre amarela representou um
grande avanco na histéria das vacinas virais e desde o seu desenvolvimento em 1937,
“‘mais de 500 milhées de pessoas foram vacinadas e acredita-se que mais de 98%
dos vacinados estejam protegidos por pelo menos 10 anos” (HEINZ; STIASNY, 2012).

Apesar da disponibilidade da vacina, esta apresenta algumas
contraindicacdes, como em individuos com historico de hipersensibilidade a algum
componente da vacina, incluindo ovos e seus derivados, criangas menores de seis
meses ou adultos maiores de 60 anos (CETRON et al.,, 2002). Além das
contraindicacdes, e apesar da relativa seguranca desde 1996, surgiram relatorios de
eventos adversos, incluindo doenca neuroldgica associada a vacina contra a febre
amarela (YEL-AND), doencga viscerotropica associada a vacina contra a febre
amarela (YEL-AVD) e reacbes de hipersensibilidade associadas a alergia ao ovo,
nomeada anafilaxia (PORUDOMINSKY; GOTUZZO, 2018).
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Além disso, estudos afirmam que a cobertura vacinal € insuficiente e que cerca
de 400 milhGes de pessoas ainda precisam de vacinacao para que se possa atingir
entdo, o limiar de cobertura populacional de 80% recomendado pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) (SHEARER et al., 2017).

Cabe ressaltar que pesquisas tém indicado uma possivel reurbanizacdo da
febre amarela devido a surtos da doenca em paises como Angola, Republica
Democratica do Congo e Brasil, somado a disseminac¢éo do principal vetor humano, o
mosquito A. aegypti (SHEARER et al., 2018). O ciclo silvestre da febre amarela é
responsavel por um surto que ocorreu no Brasil entre julho de 2016 a abril de 2017,
com cerca de 691 casos confirmados e 220 ébitos. Entre julho de 2017 a abril de 2018
com 1.127 casos confirmados e 328 6bitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Atualmente, ndo existe um tratamento especifico para a febre amarela, devido
a auséncia de uma droga antiviral eficiente. Logo, o tratamento de apoio deve ser
iniciado em casos de suspeita clinica e baseia-se nos sintomas apresentados pelos
individuos acometidos pela doenca, comumente sendo prescritos analgésicos,
antitérmicos e antieméticos, de acordo com cada caso (VASCONCELOS, 2003).

Nesse contexto, a busca por alternativas ou novas estratégias para o
desenvolvimento de terapéuticas para o tratamento da febre amarela é de extrema
relevancia. O reposicionamento de medicamentos apresenta-se como uma proposta
promissora, pois baseia-se na identificacdo e desenvolvimento de novos usos para
medicamentos ja existentes e comercializados para uso clinico. Acredita-se que o
reposicionamento de medicamentos apresente muitas vantagens se comparado ao
processo de desenvolvimento tradicional, devido ao conhecimento prévio sobre a
substancia (LANGEDIJK et al., 2015).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
Realizar revisdo da literatura cientifica sobre o reposicionamento de

medicamentos para o tratamento da febre amarela.
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1.1.2 Objetivos especificos

Caracterizar o virus da febre amarela e sua patogénese;

Abordar o desenvolvimento da vacina contra a febre amarela;

Apresentar vantagens, desafios e limitacbes associados ao
reposicionamento de medicamentos;

Pesquisar os principais farmacos com potencial de reposicionamento para

o tratamento da febre amarela.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 METODOLOGIA

Foi realizada pesquisa bibliografica com levantamento de dados da literatura
cientifica do periodo de 2001 a 2021, utilizando também bibliografias de anos
anteriores que demonstraram ser fundamentais ao presente estudo.

Este levantamento bibliografico foi realizado por meio de buscas por
documentacéo indireta utilizando os bancos de dados LILACS, Periodicos CAPES,
Pubmed e Scientific Electronic Library Online (Scielo), utilizando as seguintes
palavras-chave com ou sem combinagdes entre si, tanto em portugués como em
inglés: febre amarela, reposicionamento, medicamentos, farmacos, flavivirus e
mecanismo de acdo. Além dos artigos encontrados nos bancos de dados, também
foram consultados livros, teses, revistas e sites.

ApGs breve leitura, como critério de exclusdo, foram desconsiderados artigos
gue néo se aplicavam ao tema e que se repetiam nas diferentes bases de dados.

2.2 REFERENCIAL TEORICO

2.2.1 Virus da febre amarela e sua patogénese

A febre amarela é uma doenca infecciosa febril aguda transmitida por vetores
artrépodes. O virus da febre amarela é um arbovirus protétipo pertencente ao
género Flavivirus, familia Flaviviridae; sendo flavus amarelo em latim. Os géneros
desta familia contém um grande namero de patégenos humanos, incluindo o virus da
dengue, com quatro sorotipos distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) e o0
virus Zika no género Flavivirus, além do virus da hepatite C no género Hepacivirus
(CHEN et al., 2018).

As particulas virais dos flavivirus séo esféricas, medem de 40 a 60 nandmetros
(nm) de diametro, possuem capsideo de simetria icosaédrica, composto de
subunidades da proteina do capsideo (C), circundado por uma bicamada lipidica
derivada das membranas do hospedeiro. O envelope viral € cravejado de dimeros de
glicoproteina de envelope (E) e proteina de membrana (M). A glicoproteina E € o
principal componente da superficie e possui a maior parte da atividade bioldgica,

incluindo ligag&o ao receptor da superficie celular, montagem do virion, atividade de
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fusdo em pH baixo e imunogenicidade (Figura 1) (KROL; BRZUSKA; SZEWCZYK,
2019). Dentro do nucleocapsideo, encontra-se 0 material genético desses virus, o qual
é formado por uma fita simples de RNA, de sentido positivo, com aproximadamente
10.8 kilobases (kb) (MEIER et al., 2009).

Figura 1. Esquema da particula viral de um flavivirus.

Proteina E

Proteina M
/

= ssRNA(+)

Capsideo

Legenda: O nucleocapsideo é formado pela proteina do capsideo (C) e o genoma de RNA de fita
simples de polaridade positiva (sSRNA+). O envelope viral contém os dimeros da glicoproteina E que
recobre a bicamada lipidica e a proteina M esté localizada abaixo da camada de proteina E. Fonte:
Adaptado de KROL; BRZUSKA; SZEWCZYK, 2019.

A entrada dos flavivirus nas células-alvo € mediada pela interacdo da
glicoproteina E, presente no envelope viral, com receptores de superficie celular.
Depois da ligacdo das glicoproteinas com os receptores do hospedeiro, as particulas
virais entram nas células por meio de endocitose mediada por clatrinas, formando o
endossomo. O ambiente acido do endossomo desencadeia uma alteracédo
conformacional irreversivel da proteina E que resulta na fusdo das membranas viral e
celular, e o nucleocapsideo é liberado no citoplasma (BRESSANELLI et al., 2004;
MODIS et al., 2004). A proteina do capsideo e 0 RNA se dissociam e a replicacéo do
genoma de RNA ¢ iniciada. Uma vez que o genoma é liberado no citoplasma, inicia-
se areplicagéao viral, na qual ocorre a traducéo da fita de mMRNA de polaridade positiva
originando uma unica poliproteina que posteriormente é processada por proteases
virais e da célula do hospedeiro, formando 3 proteinas estruturais (Proteinas E, M e
C) e 7 proteinas nao-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) sendo

estas de extrema relevancia para a replicacédo viral (Figura 2) (GUZMAN et al., 2010).
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Figura 2. Representacédo esquematica do genoma dos flavivirus.

Proteinas estruturais Proteinas nao estruturais
| I I | |
5'UTR JUTR
— e prM = NS1 NS2A NS2B NS3 NS4A NS4B NS5 s

Legenda: O genoma codifica trés proteinas estruturais: proteina do capsideo (C), proteina do
envelope (E) e proteina de membrana, a qual € inicialmente expressa pelo precursor (prM), e sete
proteinas néo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e N55). Fonte: Adaptado de
FERNANDEZ-SANLES et al., 2017.

A replicacdo do RNA gendmico ocorre também no citoplasma, em associacao
a membranas celulares nos chamados complexos de replicacdo viral, no qual estédo
presentes proteinas virais ndo-estruturais, com a sintese de uma fita de RNA
complementar, com polaridade negativa, o intermediario replicativo, que serve como
molde para a producdo de novas fitas de RNA com polaridade positiva (BRINTON,
2002; MACKENZIE, 2005).

Inicialmente, as particulas virais imaturas sdo formadas no limen do reticulo
endoplasmatico. Essas particulas, que contém a proteina E e o precursor da proteina
de membrana (prM), ndo podem induzir a fusdo célula-hospedeiro, portanto sao
particulas ndo infecciosas. A montagem dos virus ocorre no reticulo endoplasmatico
e as particulas virais imaturas sdo encaminhadas para o complexo de Golgi onde
ocorre a clivagem do prM em M, pela acao das furinas, levando a maturacéo do virus.
Por fim, as particulas virais séo liberadas por exocitose (Figura 3) (MUKHOPADHYAY;
KUHN; ROSSMANN, 2005).

O virus penetra pela pele, apds inoculacdo pelo mosquito infectado, e inicia sua
replicacdo nos linfonodos regionais, disseminando-se em seguida via corrente
sanguinea, para outros 6rgdos, como figado, rins, medula 6ssea, sistema nervoso
central, coragdo, pancreas, baco e linfonodos. As lesBes estdo relacionadas com o
orgado onde ocorre a replicacdo viral, com consequente necrose celular sendo mais
proeminentes no figado e nos rins. O figado encontra-se aumentado, com necrose
meédio-zonal, esteatose e com degeneracdo de hepatdcitos decorrente de apoptose
celular. A formacao dos corpusculos de Councilman pode ser observada nas células
do figado. Ictericia e baixa na producéo de protrombina ocorrem como consequéncia

da replicacé&o viral nos macrofagos hepaticos (células de Kupffer) e os rins também se
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apresentam maiores e ha presenca de edema no intersticio com pequeno infiltrado
inflamatorio mononuclear (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015).

Figura 3. Esquema da biossintese dos flavivirus.
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Legenda: 1. Adsorcao da particula viral através da interagc&o entre a glicoproteina E e os receptores
na membrana celular. 2. A endocitose ocorre em vesiculas recobertas por clatrinas. 3. Fusédo do
envelope com a membrana do endossomo que ocorre em pH acido. 4. Liberacdo do nucleocapsideo
e desnudamento do &cido nucleico. 5. O RNA genémico serve como RNA mensageiro (RNAmM) e é
traduzido em uma poliproteina. 6. A poliproteina é clivada gerando proteinas estruturais e nao
estruturais. 7. A replicacdo do RNA gendmico ocorre no citoplasma, em associacdo a membranas
celulares nos chamados complexos de replicagdo viral 8. A morfogénese das particulas virais ocorre
nas proximidades do reticulo endoplasmatico, onde adquire o envelope com as proteinas E e prM ja
inseridas, seguida da clivagem de prM em M e rearranjo na proteina E no complexo de Golgi. 9 e 10.
O transporte para a membrana plasmatica é realizado por meio de vesiculas que se fundem com a
membrana celular, liberando as particulas por exocitose. Fonte: SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015.

A evolucéo clinica da febre amarela é dividida em trés fases, que se iniciam
apos um periodo de incubacéo de trés a seis dias, sendo estas: infeccéo, remissao e
intoxicagdo. O periodo de infeccdo, corresponde ao periodo de viremia e dura entre 3
a 4 dias. Caracteriza-se pelos sintomas inespecificos como febre, calafrios, cefaleia
intensa, mialgia generalizada, dor lombossacral, mal-estar intenso, fotofobia e
prostracdo. Em seguida, ha o periodo de remissdo no qual ocorre melhora significativa
do quadro clinico, com o paciente chegando mesmo a ficar afebril. Esse periodo é
curto, ndo mais do que 48 horas, e nas formas abortivas o quadro clinico se resolve

nessa fase, com melhora do paciente. Na fase de intoxicagdo, que se inicia entre o
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terceiro e o sexto dia, ha o retorno da febre, uma piora progressiva e o0 surgimento de
ictericia, albuminuria, oliguria, manifestacées hemorragicas, delirio, estupor, coma e
mesmo choque. A morte se d& por faléncia multipla dos 6rgdos (CIMERMAN, 2004).

O tratamento é apenas sintomatico e a conduta depende dos achados clinicos
e laboratoriais. O acompanhamento ambulatorial pode ser feito nas formas clinicas
leve e moderada com cuidadosa assisténcia ao paciente, que, sob hospitalizacéo,
deve permanecer em repouso, com reposicao de liquidos e das perdas sanguineas,
guando indicado. Nas formas graves, o paciente deve ser atendido em unidade de
terapia intensiva (UTI), com intuito de reduzir as complicacbes e o risco de 0Obito
(BRASIL, 20186).

2.2.2 Desenvolvimento da vacina contra a febre amarela

No final do século 19, a febre amarela era uma pestiléncia conhecida e temida
no hemisfério ocidental e nas regides costeiras da Africa Ocidental, para a qual
nenhuma causa ou tratamento eficaz era conhecido. Embora a profissdo médica ainda
nao conhecesse muitos aspectos da doenca, as observacdes acumuladas haviam
tornado certos fatos claros: ocorreu de forma epidémica e endémica; estava
associado a portos e novos surtos eram frequentemente associados a chegada de um
navio de um foco conhecido; um “germe” transmissivel foi presumido, mas a
transmissao nao foi direta; e a recuperacdo da doenca conferiu imunidade duravel
(FERREIRA et al., 2011).

Os esforcos para produzir vacinas inativadas durante o inicio do século 20
foram malsucedidos. Com isso, o desenvolvimento da vacina contra o virus da febre
amarela teve inicio em 1927, quando o virus foi isolado pela primeira vez do sangue
de um jovem africano chamado Asibi. Em 1932, a primeira vacina contra a febre
amarela foi desenvolvida por Andrew Sellards, da Universidade de Harvard, em
colaboracdo com Jean Laigret, do Instituto Pasteur em Tunis. A vacina neurotropica
francesa, produzida através de passagens em cérebro de ratos, provou ser eficaz,
especialmente para reduzir doencas epidémicas nos paises da Africa Ocidental, mas
foi descontinuada por causa da alta incidéncia de eventos adversos, especialmente
encefalite (BARNETT, 2007; MONATH, 2001).

Em 1936, Max Theiler, Wray Lloyd e Hugh Smith na Fundag&o Rockefeller
desenvolveram a vacina viva atenuada através de métodos empiricos de passagens

sequenciais do virus Asibi em embribes de galinha nos quais o cérebro e a medula
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espinhal foram removidos (MONATH, 2005). Existem atualmente seis produtores de
vacinas contra a febre amarela com apenas quatro considerados pré-qualificados pela
OMS: Bio-Manguinhos (Rio de Janeiro, Brasil), Sanofi Pasteur (Lyon, Franga), Instituto
Pasteur (Dacar, Senegal) e Instituto de Poliomielite e Encefalite Virus (Moscou,
Russia) (FERREIRA et al., 2018).

A producdo brasileira da vacina atenuada contra a febre amarela ficou
consolidada no Instituto Oswaldo Cruz e desde a sua criacdo, em 1976, o Instituto de
Tecnologia em Imunobiolégicos Bio-Manguinhos / Fiocruz produz milhdes de doses
da vacina anualmente (FIOCRUZ, 2017).

A vacinacao com a cepa YF-17D resulta em uma infeccao viral aguda, na qual
h& uma viremia média que atinge o pico em cerca de 5 a 7 dias e, subsequentemente,
se dissipa. Acredita-se que o0s anticorpos neutralizantes sejam o0s principais
responsaveis pela protecdo contra a infeccdo pelo virus da febre amarela e a
imunizacdo é conhecida por proteger contra a infeccdo em mais de 90% dos
vacinados (PULENDRAN, 2009).

Apesar de ser considerada uma vacina segura, dois tipos de eventos adversos
graves tém sido reportados: a doenca neurotropica associada a vacina, causada pela
neuroinvasao do virus vacinal e a doenca viscerotropica associada a vacina, que é
uma infeccdo multissistémica que comeca geralmente com envolvimento hepético,
uma condicdo muito semelhante a infec¢cdo causada pelo virus selvagem (CRUZ,
2011).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Reposicionamento de medicamentos

O reposicionamento de medicamentos é definido como o “processo de
encontrar novos usos fora do ambito da indicacdo médica original para medicamentos
existentes, sendo também conhecido como redirecionamento, reaproveitamento e
reprofiling” (ASHBURN; THOR, 2004, p. 673).

Um dos exemplos mais antigos de reposicionamento de medicamentos € o do
acido acetilsalicilico (aspirina) (Figura 4). Inicialmente comercializada como
analgésico pela empresa quimica e farmacéutica Bayer em 1899, a aspirina foi
reposicionada pela primeira vez na década de 1980, apenas em baixas doses, como
um antiagregante plaquetario (MONNERET; BOHUON, 2009).
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Figura 4. Estrutura do acido acetilsalicilico ou aspirina.
o OH

O

Fonte: JOURDAN et al., 2020.

Em 1971, Vane descobriu 0 mecanismo pelo qual a aspirina exerce sua acao
anti-inflamatéria, analgésica e antipirética. Os resultados mostraram que a aspirina e
outros anti-inflamatérios n&o esterdides inibem a atividade de uma enzima, chamada
ciclooxigenase (COX), que leva a formacdo de prostaglandinas que causam
inflamacé&o, inchaco, dor e febre. Com a descoberta de um segundo gene cox, ficou
claro que existem duas isoformas da enzima (VANE; BOTTING, 2003).

A COX-1 estd presente em quase todos os tecidos (vasos sanguineos,
plaguetas, estbmago, intestino, rins) e é por isso denominada de enzima constitutiva.
A COX-1 esta associada a producédo de prostaglandinas e resulta em diversos efeitos
fisioldgicos, como protecdo gastrica, agregacao plaquetaria, homeostase vascular e
manutencdo do fluxo sanguineo renal. Em contraste, a COX- 2 esta presente nos
locais de inflamacao, sendo, por isso, denominada de enzima indutiva. Ela é expressa
primariamente por células envolvidas no processo inflamatério, como macrofagos,
mondcitos, entre outros (HILARIO; TERRERI; LEN, 2006).

Em doses baixas (<300 mg/dia), a aspirina tem seletividade parcial para COX-
1 e exerce sua acdo de antiagregante plaquetario. Os efeitos analgésicos e anti-
inflamatoérios da aspirina decorrem da inibicdo da COX-2. Além disso, a inibicdo da
COX-1 pela aspirina, independente da dose administrada, também é responsavel
pelos efeitos danosos no trato gastrointestinal, devido ao papel dessa enzima na
sintese das prostaglandinas envolvidas na protecao gastrica. (JOURDAN et al., 2020).

Estudos de reposicionamento da aspirina na area da oncologia vém sendo
conduzidos com o objetivo de avaliar a eficacia da aspirina na prevengdo e no

tratamento do céancer colorretal. Varios ensaios clinicos projetados para avaliar o
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papel da aspirina no tratamento do cancer colorretal estdo em andamento (COYLE;
CAFFERTY; LANGLEY, 2016).

2.3.1.1 Vantagens do reposicionamento de medicamentos

A descoberta de um novo medicamento é um processo demorado, trabalhoso,
de alto custo e risco. Estudos indicam que geralmente leva de 10 a 15 anos para
desenvolver um novo medicamento e, em média, a taxa de sucesso do
desenvolvimento de uma nova estrutura molecular é de apenas 2,01% (YEU; YOON;
PARK, 2015).

Devido ao rapido crescimento do conhecimento de bioinformatica, o
reposicionamento  diminui  significativamente o tempo do processo de
desenvolvimento de medicamentos. Os pesquisadores precisam apenas de 1 a 2 anos
para identificar novos alvos e, em média, 8 anos para desenvolver um medicamento
reposicionado (Figura 5) (XUE et al., 2018). Portanto, ndo é surpreendente que nos
altimos anos aproximadamente 30% dos novos medicamentos que chegam ao
mercado sao reposicionados (YELLA et al., 2018).

Segundo Pantziarka e colaboradores (2018), o reposicionamento pode oferecer
uma série de vantagens em termos de desenvolvimento, como (i) a disponibilidade de
dados farmacocinéticos, farmacodindmicos e posolégicos; (i) conhecimento de
seguranca, toxicidade e eventos adversos; (iii) experiéncia clinica derivada das
indicacgdes originais; (iv) disponibilidade generalizada em todo o mundo; (v) baixo
custo; e (vi) compreensdo dos mecanismos de acao e alvos moleculares do farmaco.
No entanto, apesar das vantagens que 0 reposicionamento possa oferecer,
principalmente em termos de toxicidade e custo, provar a eficaAcia em qualquer nova

indicacdo permanece um desafio.

2.3.1.2 Desafios e limitagdes associados ao reposicionamento de medicamentos
Embora o reposicionamento de medicamentos apresente diversas vantagens e
muito progresso tenha sido feito nos ultimos anos, o principal objetivo desta estratégia
€ a aprovacdo do medicamento reposicionado no mercado. Para tal, alguns desafios
e limitacdes podem ser previstos, desde a etapa de desenvolvimento até a aprovacao.
Além dos desafios cientificos na identificacdo de compostos candidatos favoraveis e
robustos, hd a necessidade de estabelecer modelos de negdcios para oferecer

suporte a trazer moléculas existentes como terapias para novas doengas (CHA et al.,
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2018). Além disso, semelhante a qualquer outro projeto, o reposicionamento precisa
de um investimento inicial, o que, em muitos casos, pode representar um desafio
(NOVAC, 2013).

Figura 5. Comparacao entre o desenvolvimento de medicamentos de forma

tradicional e o reposicionamento de farmacos.
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Legenda: A) Fluxograma do processo de desenvolvimento de medicamentos de forma tradicional. B)
Fluxograma do reposicionamento de medicamentos. Fonte: Adaptado de GRANDO; OLIVEIRA;
FIORRE, 2020.

Pillaiyar e colaboradores (2020), destacaram algumas limitacbes do
reposicionamento de medicamentos que merecem ser consideradas: (i) desafios
técnicos e requisitos legais, como direitos de propriedade intelectual, que podem
dificultar todo o processo e muitas vezes sao dificeis de superar; (ii) desenvolvimento
de micro-organismos resistentes por conta do consumo de um medicamento para uma
variedade de doengas; (iii) a dificuldade para identificar um medicamento que possa
curar ou tratar duas doencas diferentes sozinho.

Para superar tais limitac@es, as possiveis solu¢des incluem a colaboracao entre
academia, setores de biotecnologia e instituicbes como a industria. Esse tipo de

colaboragéo podera disponibilizar os recursos necessarios para o desenvolvimento e
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a comercializacdo de medicamentos reposicionados. Associado a isto, € necessario o
engajamento de todas as partes interessadas desde o inicio do processo
(profissionais de saude, agentes reguladores, etc.), bem como a garantia da
viabilidade do ensaio clinico, a inovacdo de ponta e a novidade do medicamento
reposicionado (POLAMREDDY; GATTU, 2019).

O sucesso do reposicionamento de medicamentos depende da necessidade de
maximizar a eficacia terapéutica em novos alvos, enquanto minimiza os efeitos fora
do alvo (CZECH; LALANI; OYEWUMI, 2019). A analise de todos os fatores descritos
anteriormente, bem como as intera¢cdes com agentes reguladores e colabora¢des com
grandes empresas farmacéuticas permitirdo que medicamentos reposicionados

entrem com sucesso no mercado.

2.3.2 Reposicionamento de medicamentos para o tratamento da febre amarela

A terapia antiviral depende principalmente de antivirais de acdo direta que
inibem especificamente as proteinas virais, essenciais para a replicacdo viral, e
ausentes nas células hospedeiras ou pelo menos significativamente diferentes das
proteinas humanas, provavelmente tendo mais chances de diminuir o grau de
toxicidade. Os inibidores capazes de inibir amplamente muitos ou todos os flavivirus
devem ter como alvo as proteinas virais com um bom grau de conservag¢ao em todo o
género (FELICETTI et al., 2020).

Estudos indicam que as proteases e polimerases virais representam oS
principais alvos na descoberta de medicamentos antivirais (BOLLATI et al., 2010;
MALET et al., 2008). Os inibidores dessas enzimas sédo atualmente utilizados para
tratar o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e o virus da hepatite C (HCV) (KIM et
al., 2011). Consistente a isso, as proteinas estruturais, principalmente a proteina do
capsideo (C) e a proteina do envelope (E), e as proteinas ndo estruturais, com
destaque para a NS3 e a NS5, representam potenciais alvos para inibicdo por
medicamentos antivirais. NS3 e NS5 exercem funcfes essenciais para a replicacéao
viral, ndo possuem homologos humanos e reconhecem substratos conservados, como
locais de clivagem de poliproteinas bem como nucleotideos e RNA. Essas duas
proteinas mostram o0 mais alto grau de conservacdo em todo o género Flavivirus,
resultando assim em alvos virais ideais para identificar inibidores de amplo espectro
(FELICETTI et al., 2020; SAMPATH; PADMANABHAN, 2009).
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Além dos alvos virais, os flavivirus utilizam proteinas hospedeiras para realizar
sua entrada na célula, biossintese e montagem de novas particulas virais.
Medicamentos antivirais podem ter como alvo proteinas do hospedeiro, desde que
apresentem toxicidade seletiva, ou seja, possibilidade de utlizacdo sendo
minimamente toxicos para o hospedeiro (NOBLE et al., 2010).

Nesse sentido, com base nas consideracbes apontadas anteriormente,
buscou-se pesquisar os principais farmacos com potencial de reposicionamento para
o tratamento da febre amarela, os quais serdo apresentados de acordo com seu

mecanismo de acao.

2.3.2.1 Inibidores da NS3 protease

A proteina NS3 esta associada a membrana do reticulo endoplasmatico por
meio de sua interacdo préxima com a regido hidrofilica central da proteina integral da
membrana NS2B. A regido N-terminal da NS3 e seu cofator NS2B constituem a
protease que cliva a poliproteina viral e, além disso, NS2B-NS3 serve como um centro
para a montagem do complexo de replicacdo dos flavivirus (LUO; VASUDEVAN;
LESCAR, 2015). O dominio NS3 C-terminal possui atividades de RNA helicase e RNA
trifosfatase e esta envolvido tanto na replicacdo de RNA viral quanto na formacao de
particulas virais (XU et al., 2005). Os papéis desempenhados pela proteina NS2B-
NS3, a tornam um alvo atraente para a descoberta de novos medicamentos antivirais
(ZHANG et al., 2016).

2.3.2.1.1 Temoporfina e niclosamida

A temoporfina € um agente fotossensibilizante utilizado no alivio dos sintomas
do carcinoma espinocelular avancado da cabeca e pescoco (um tipo de cancro que
comeca nas células que revestem a boca, nariz, garganta ou ouvido). Ela é distribuida
no corpo, incluindo nas células tumorais, e quando a area do tumor € exposta a luz
laser ndo térmica, a temoporfina é ativada, reage com as células tumorais e 0 oxigénio
nas celulas para criar espécies reativas de oxigénio. Estes matam as células,
destruindo seus componentes, como suas proteinas e DNA (EUROPEAN
MEDICINES AGENCY, 2021; LORENZ; MAIER, 2008).

A niclosamida é um medicamento anti-helmintico usado ha mais de 50 anos,
principalmente no tratamento de infecgbes por ténias como Taenia sodium e Taenia

saginata, através do desacoplamento da fosforilagdo mitocondrial do parasita, que
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interfere no processo de obtencdo de energia. No entanto, com o0 aumento das
iniciativas de reposicionamento de medicamentos, a niclosamida mostrou potencial
no tratamento da doencga de Parkinson, diabetes, infec¢gbes virais e microbianas, bem
como varios tipos de cancer. Essas atividades farmacoldgicas diversas sao resultado
da capacidade da niclosamida de modular diversas vias de sinalizacdo, que estao
relacionadas com muitas doencas (KADRI; LAMBOURNE; MEHELLOU, 2018).

Li e colaboradores (2017), testaram a agédo da temoporfina e da niclosamida
como inibidores de amplo espectro para os flavivirus visando o sitio de ligacdo a NS2B
em NS3, uma vez que esse sitio € conservado entre as proteases NS3 dos flavivirus.
Os resultados demonstraram que tanto a temoporfina quanto a niclosamida inibiram
efetivamente a atividade da protease NS2B-NS3 dos flavivirus testados com valores
de ICso0-pr0 1,1 € 12,3 puM, respectivamente (Tabela 1).

Além disso, tais substancias apresentaram atividade antiviral de amplo
espectro contra todos os flavivirus incluidos no estudo. Os dados indicaram que tanto
a temoporfina como a niclosamida séo inibidores muito potentes com valores baixos
de ECso na faixa micromolar, principalmente a temoporfina. Esta substéancia reduziu
significativamente o titulo viral na auséncia de exposicdo a luz para todos os virus
testados, sugerindo que a substancia nao requer fotoativagdo para sua atividade
(Tabela 1) (LI et al., 2017).

Tabela 1. Atividade antiviral da temoporfina e niclosamida contra os flavivirus.

Composto IC50.pr0 " (MM) Virus EC* (M)
ZIKV 0,024 £ 0,003
ZIKV* 0,022 £ 0,002
Temoporfina 1,101
DENV2 0,020 0,003
YFV* 0,006 + 0,001
ZIKV 0,48 0,06
Niclosamida 12,3+0,6 DENV2 0,55+0,05
YFV 0,84 + 0,02

Legenda: Sorotipo 2 do virus da dengue (DENV2); virus da febre amarela (YFV); zika virus (ZIKV).
* experimento foi realizado sem luz ambiente (no escuro). ICso-pro 2. CONcentracdo de composto
necessaria para inibir 50% de uma reacao ou ligagcdo; ECso# a concentracdo efetiva na qual a

producédo de virus é reduzida em 50%. Fonte: Adaptado de LI et al., 2017.
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2.3.2.2 Inibidores da NS5 RNA polimerase

A NS5 é uma proteina bifuncional que tem no seu dominio amino-terminal uma
metiltransferase envolvida na metilagdo da extremidade 5 do RNA gendmico,
enquanto que seu dominio carboxi-terminal carrega a RNA polimerase dependente de
RNA responsavel pela sintese de RNA viral (MALET et al., 2008).

2.3.2.2.1 Sofosbuvir

O sofosbuvir, j& clinicamente aprovado contra a hepatite C, foi estudado quanto
a potencial atividade inibitoria da replicacdo do virus da dengue. Este medicamento
tem como alvo a NS5 RNA polimerase, enzima critica para a replicagao viral, e causa
a terminacdo da cadeia de RNA apds a sua conversado para a forma nucleotidica
trifosfato ativa. XU et al. (2017) observaram que o sofosbuvir apresentou atividade
antiviral contra o virus da dengue em cultura de células com ECso de 4,9 uM. Mendes
et al. (2019) também relataram atividade antiviral deste medicamento contra o virus
da febre amarela apresentando um ECso de 0.4* 91,

Nesse sentido, Freitas et al. (2019) monitoraram a susceptibilidade do virus da
febre amarela ao sofosbuvir usando linhagens de células de carcinoma hepatocelular
humano. Como controle positivo para inibir a replicacdo do virus, foi utilizada a
ribavirina, um antiviral de amplo espectro que inibe a replicacdo do virus da febre
amarela in vitro e in vivo. A zidovudina (AZT) foi empregada como controle negativo e
ndo afetou a replicacdo do virus. Como resultado, foi observado que o sofosbuvir
diminuiu a producéo de particulas virais infecciosas através da inibicao da replicacao
do RNA viral das cepas vacinais, bem como do virus selvagem, de maneira dose-
dependente, reduzindo o niumero de células infectadas (Figura 6).

O sofosbuvir mostrou ser capaz de inibir a replicagdo de RNA viral in vitro,
diminuir o nimero de células infectadas e a producédo de particulas virais infecciosas.
Esses dados séo particularmente relevantes, visto que o figado é o principal alvo da
infecg@o pelo virus da febre amarela e o local onde o sofosbuvir & majoritariamente
convertido em seu metabalito ativo. Este medicamento também protegeu os animais
infectados da mortalidade e da perda de peso (Figura 7), especialmente
profilaticamente. Os resultados pré-clinicos apoiam um segundo uso de sofosbuvir
contra a febre amarela (FREITAS et al., 2019).
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Figura 6. Farmacologia do sofosbuvir contra o virus da febre amarela.
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Legenda: Células Huh-7 foram infectadas com a cepa vacinal (YFV-17D) e selvagem (WT-YFV) do
virus da febre amarela na MOI de 0,1 e expostos a varias concentracdes dos antivirais por 24h. Os
sobrenadantes foram colhidos e titulados em células Vero (linhagem de rim de macaco-verde
africano) por TCIDso/mL. Os dados representam médias de cinco experimentos independentes.
Fonte: FREITAS et al., 2019.

Figura 7. Pré-tratamento e tratamento tardio de camundongos com sofosbuvir.

A
o
§ 100 « —— YFV-17D
> i YRV -17D + SF (tratamento tardio)
E 80 - YFV -17D + SF (pré-tratamento)
S 604
[}
$ 401
®
2 204
@
e 0 T T T 1
[7] 0 5 10 15 20
m r - -
Dias pos-infecgao
B
104 -0~ Controle negativo

C) N -~ YFV-17D

9 _L-9® YFV -17D + SF (pré-tratamento)

g e po-s s ‘@ YFV -17D + SF (tratamento tardio)

% U" i .. @

o 4- N

' (gﬂqu—

& e

= 24 &°

S

0 L] L] L] L]
0 5 10 15 20

Dias pos-infecgdo

Legenda: Os camundongos suicos de trés dias de idade foram infectados com a cepa vacinal do virus
da febre amarela (YFV-17D) e tratados com sofosbuvir (SF) 1 dia antes (pré-tratamento) ou 1 dia
apos a infecgédo (tratamento tardio). A sobrevivéncia (A) e a variacdo de peso (B) foram avaliadas

durante o curso do tratamento. Pelo menos trés experimentos independentes foram realizados com
10 camundongos/grupo. Fonte: Adaptado de FREITAS et al., 2019.
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Mendes e colaboradores (2019) relataram que os resultados promissores in
vitro referentes ao sofosbuvir sugerem estudos para analise in vivo desta substancia
contra a infeccdo pelo virus da febre amarela. Para entender sua eficacia em
pacientes, o sofosbuvir foi usado em um tratamento off-label, ou seja, o uso nao
aprovado, que nao consta na bula e como um uso compassivo em dois pacientes com
diagnéstico de febre amarela e negativos para todos os marcadores relacionados ao
virus HIV e da hepatite C.

As cargas virais destes dois pacientes sdao mostradas na Figura 8. O paciente
1 apresentou reducdo importante da carga viral durante o tratamento, o que foi
acompanhado por uma melhora nos parametros clinicos. O paciente 2 também
apresentou reducéo da carga viral e ambos os pacientes receberam alta hospitalar. E
importante ressaltar que dentre os pardmetros clinicos analisados estavam as
enzimas hepaticas aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT)
e gama-glutamil transferase (GGT), que ho momento da alta hospitalar do paciente 1
estavam ainda aumentadas. Esses resultados iniciais sugerem que o sofosbuvir é
ativo contra a infeccdo pelo virus da febre amarela, confirmando
0s resultados obtidos in vitro, os quais devem ser avaliados posteriormente em um

namero maior de pacientes (MENDES et al., 2019).

Figura 8. Carga viral em pacientes submetidos a terapia com sofosbuvir.
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Legenda: A carga viral do paciente 1 € mostrada como uma curva tracejada, enquanto que para o
paciente 2 foi utilizada uma curva preta. O dia inicial da terapia com sofosbuvir é indicado pela seta
cinza, enquanto a seta preta indica o Ultimo dia de terapia.

Fonte: Adaptado de MENDES et al., 2019.
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2.3.2.3 Inibidores da NS3 helicase

Durante o ciclo de replicacéo dos flavivirus, o genoma viral é transcrito em um
RNA de fita negativa, que por sua vez é usado como molde para a sintese de novo
RNA genbmico viral. Para manter a replicacéo viral, os transcritos nascentes devem
ser desenrolados de seus RNA molde complementares por uma helicase dependente
de ATP. Nos flavivirus, esta atividade é fornecida pelo dominio C-terminal da proteina
NS3 helicase (CARUTHERS; MCKAY, 2002; LUO et al., 2008).

2.3.2.3.1 Ivermectina

A ivermectina € um antiparasitario com amplo espectro de acdo utilizado para
0 controle de doencgas tropicais negligenciadas. As principais indicacdes para este
medicamento sdo oncocercose e filariose linfatica (NAVARRO et al., 2020). Além
disso, a ivermectina é empregada no tratamento de estrongiloidiase, ascaridiase,
escabiose (sarna), pediculose (piolhos), entre outras doencas (CRUMP, 2017).

O mecanismo de acéo da ivermectina consiste na ligacao seletiva a receptores
de neurotransmissores especificos que atuam nas sinapses motoras periféricas dos
parasitas, ou seja, a substancia se liga aos canais de cloro (CI) controlados pelo
glutamato, que estéo presentes nas células nervosas e musculares dos invertebrados,
causando a paralisia e a morte do parasita (CHHAIYA; MEHTA; KATARIA, 2012).
Estudos revelaram a ivermectina como uma droga de amplo espectro com efeitos
antiparasitarios, antivirais e efeitos na inibicdo da proliferacdo de células cancerosas
(LAING; GILLAN; DEVANEY, 2017).

Foi demonstrado que a ivermectina inibiu a replicagcéo in vitro de diferentes
flavivirus. Os dados indicam que a ivermectina inibiu a atividade de diferentes
helicases dos flavivirus analisados, incluindo o virus da febre amarela, virus da
dengue e o virus do Nilo Ocidental, com valores baixos de ICso na faixa micromolar.
Este medicamento mostrou ser mais potente contra o virus da febre amarela, com
ECs0 0.0005 uM, mas também inibiu, embora de forma menos eficiente, a replicacéo
de outros flavivirus (Tabela 2). A atividade antiviral foi caracterizada por meio de
estudos cinéticos, como a inibicdo ndo competitiva da helicase viral, na qual a
ivermectina é capaz de se ligar ao complexo proteina/RNA, blogueando a atividade
enzimatica (MASTRANGELDO et al., 2012).
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A ivermectina tem sido amplamente estudada no ambito do reposicionamento
de medicamentos devido ao seu efeito antiviral exercido por meio de uma variedade
de mecanismos. Estudos vém examinando os efeitos antivirais da ivermectina em uma
grande variedade de RNA virus, incluindo o virus HIV e, mais recentemente, 0 SARS-
CoV-2, responsavel pela pandemia de COVID-19. Entretanto, os resultados nao
apresentaram evidéncias suficientes para que o Painel de Diretrizes de Tratamento
de COVID-19 recomendasse o0 uso de ivermectina para o tratamento desta doenga
(HEIDARY; GHAREBAGH, 2020; NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH, 2021).

Tabela 2. Efeito da ivermectina na atividade de helicases e formacédo de RNA viral

em culturas de células Vero infectadas por flavivirus.

Virus IC5, (M) 2 EC,, (M) b
YFV 0,12 + 0,01 0,0005
DENV 0,50 + 0,07 0,7
WNV 0,35 + 0,04 4

Legenda: Virus da febre amarela (YFV); virus da dengue (DENV); virus do Nilo Ocidental (WNV). a:
concentracao de composto necessaria para atingir 50% de inibicdo da atividade da helicase.
b:concentracdo de composto necesséria para inibir a sintese de RNA viral em 50%.

Fonte: Adaptado de MASTRANGELO et al., 2012.

2.3.2.4 Inibidores da biossintese de nucleosideos
Os virus codificam apenas alguns genes essenciais e dependem fortemente

das células hospedeiras para completar seu ciclo de replicacdo (ZAKARIA;
CARLETTI; MARCELLO, 2018). A replicacao viral depende do hospedeiro para
fornecer nucleosideos. Desse modo, as enzimas hospedeiras envolvidas na
biossintese de nucleosideos sdo alvos potenciais para o desenvolvimento de
farmacos antivirais (MEI-JIAO et al., 2018).

2.3.2.4.1 Ribavirina e acido micofendlico
A ribavirina é um anélogo de nucleosideo com ampla atividade contra

patégenos virais. E um medicamento utilizado no tratamento da hepatite C cronica,
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porém seu mecanismo de a¢ao ainda ndo esta completamente elucidado. A ribavirina
parece ter atividade direta minima contra a replicacdo do virus da hepatite C, mas
pode levar a mutacao rapida e letal dos virions ou deplecao do trifosfato de guanosina
intracelular, que é necessario para a sintese do RNA viral. Além disso, a ribavirina tem
efeitos imunomoduladores e, quando associada ao interferon, melhora de forma
acentuada a resposta imune contra infec¢des virais (HOOFNAGLE; SEEFF, 2006).

O acido micofendlico € um imunossupressor altamente eficaz usado no
transplante renal, mas também é aprovado para a profilaxia da rejeicdo do aloenxerto
apos o transplante cardiaco ou hepatico. O acido micofendlico atua como um inibidor
nao competitivo da inosina monofosfato desidrogenase (IMPDH), em particular a
isoforma IMPDH2, e esta inibicdo diminui os niveis intracelulares de guanosina, o que
resulta na inibicdo da atividade enzimética da biossintese de nucleosideos (PAN et
al., 2012).

Um estudo in vitro avaliou as propriedades antivirais da ribavirina e do acido
micofendlico no virus da febre amarela e no sorotipo 2 do virus da dengue. As células
Hep3B (células de carcinoma hepatocelular com hepatite B) foram tratadas com
ribavirina ou acido micofendlico imediatamente apds a infeccdo com o virus da febre
amarela e foi observada diminuicao do titulo viral de maneira dose-dependente (Figura
9). O acido micofendlico foi mais potente que a ribavirina, pois nas concentracfes de
2 e 10 pg/mL foi capaz de reduzir completamente a producéo do sorotipo 2 do virus
da dengue e do virus da febre amarela, respectivamente. Por outro lado, a maior
concentracdo de ribavirina testada ndo foi capaz de eliminar totalmente a producao
dos virus (DIAMOND; ZACHARIAH; HARRIS, 2002).

Cabe destacar que Leyssen e colaboradores (2005) sugeriram que O
mecanismo predominante pelo qual a ribavirina e o acido micofendlico exercem seu
efeito antiviral € através da inibicdo da IMPDH. Para avaliar tal suposicao, culturas de
células Vero foram infectadas com a cepa vacinal do virus da febre amarela e tratadas
com ribavirina e acido micofendlico, de acordo com a quantidade de guanosina
adicionada. Essa suplementacao restaurou quase completamente a replicagéo viral,
revertendo de forma eficiente a atividade antiviral de ambas as substancias,
principalmente quando a guanosina foi adicionada em uma concentracdo de 25
pMg/mL. Além disso, foi observado efeito dose-dependente no acido micofendlico

quando concentra¢des mais baixas foram usadas (Tabela 3).
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Figura 9. Efeito do a&cido micofendlico e da ribavirina na titulacéo viral.
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Legenda: As células Hep3B foram expostas ao sorotipo 2 do virus da dengue (DV) e ao virus da febre
amarela (YFV), e incubadas com concentracdes crescentes de acido micofendlico (MPA) ou ribavirina
(RBV). 72h ap6s a infecgéo, os sobrenadantes foram colhidos para ensaios de placa viral. Os dados
do ensaio de placa sé@o expressos como o numero de unidades formadoras de placa por mililitro
(PFU/mL). Fonte: Adaptado de DIAMOND; ZACHARIAH; HARRIS, 2002.

Tabela 3. Efeito da guanosina sobre a atividade antiviral do acido micofenélico e da

ribavirina.
Quantidade (pg/mL) de guanosina ECs (ug/mL)
adicionada MPA Ribavirina
0 (controle) 0,06 £ 0,03 40 +9,0
1,0 0,057 £ 0,008 286
2,5 0,06 £ 0,06 > 100
10 0,15 £ 0,06 > 100
25 > 2.5* > 100

Legenda: Células Vero infectadas com a cepa vacinal do virus da febre amarela (YFV-17D) foram
tratadas com acido micofendlico (MPA) e ribavirina de acordo com a quantidade de guanosina
adicionada. *concentracdo mais alta usada em um experimento foi de 2,5 yg/mL. Em outro
experimento, o ECso foi > 100 pg/ml. Os dados contra o virus da febre amarela sédo de dois
experimentos independentes (e até oito determinacbes separadas).

Fonte: Adaptado de LEYSSEN et al., 2005.
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2.3.2.4.2 Brequinar

O brequinar foi originalmente desenvolvido como um agente antineoplasico e
de imunossupressao que age por meio da inibicdo da diidroorotato desidrogenase
(DHODH), uma enzima indispenséavel na via da biossintese de pirimidina. Logo, esta
substancia bloqueia a sintese de nucleotideos a base de pirimidina no corpo e,
portanto, inibe o crescimento celular. Estudos sugerem que os inibidores da via de
sintese da pirimidina poderiam ser alvos potenciais para a terapia contra o virus da
dengue (WANG et al., 2011).

Nesse sentido, Qing et al. (2010) investigaram as propriedades antivirais do
brequinar contra o virus da dengue. Para tal, foi realizado ensaio de reducao de titulo
viral com células Vero usando o sorotipo 2 do virus da dengue e a cepa vacinal do
virus da febre amarela. Os resultados apresentados na Figura 10 demonstram que
houve reducao do titulo viral de uma maneira dose-dependente para ambos 0s virus

testados.

Figura 10. Atividade antiviral do brequinar.
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Legenda: As células Vero foram infectadas com o sorotipo 2 do virus da dengue (DENV-2) e a cepa
vacinal do virus da febre amarela (YFV-17D) com MOI de 0,1. As células infectadas foram
imediatamente tratadas com brequinar, os meios de cultura foram coletados em 42h pés-infecgéo e
os titulos virais foram medidos usando ensaios de placa. Fonte: Adaptado de QING et al., 2010.

Os autores também conduziram experimentos para verificar se o efeito
inibitério do brequinar poderia ser revertido pela adicdo de uridina exdgena, uma vez

qgue o brequinar inibe a atividade da DHODH e, portanto, bloqueia a biossintese de



32

pirimidina. Nesse sentido, células A549 (linhagem pulmonar) foram infectadas com o
sorotipo 2 do virus da dengue e tratadas com diferentes doses de brequinar e uridina.
Foi observado que a adi¢cdo de uridina ao meio de cultura resgatou a replicagéo viral
de uma maneira também dose-dependente (Figura 11). A suplementag&o com uridina
5 uM restaurou parcialmente a replicagao viral e a suplementagédo com 25 yM ou 50

MM de uridina resgatou completamente a replicacao viral (QING et al., 2010).

Figura 11. A uridina reverte o efeito antiviral do brequinar.
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Legenda: As células A549 foram infectadas com o sorotipo 2 do virus da dengue (DENV-2) e tratadas

com diferentes doses de brequinar e uridina. As 48 h pés-infeccéo, a proteina do envelope viral foi
guantificada. Fonte: Adaptado de QING et al., 2010.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de a febre amarela ser considerada um sério problema de saude
publica, ndo foram encontrados muitos estudos sobre o reposicionamento de
medicamentos para o tratamento desta doenca. Tal fato pode ser justificado pela
existéncia de uma vacina segura e eficaz, que representa a principal forma de
prevencgao.

Entretanto, como descrito anteriormente neste trabalho, a vacina da febre
amarela apresenta contraindicacdes e efeitos adversos. Considerando os grupos de
individuos para os quais a imunizacdo é contraindicada, os efeitos adversos e a
cobertura vacinal insuficiente, é de extrema relevancia que sejam pesquisadas
terapias para o tratamento da febre amarela.

Diante disso, o reposicionamento de medicamentos € considerado uma
estratégia promissora. Estudos recentes que investigaram os farmacos sofosbuvir,
temoporfina e niclosamida (FREITAS et al., 2019; Ll et al., 2017; MENDES et al., 2019;
XU et al., 2017) mostraram que estes medicamentos poderiam ser indicados como
antivirais para o tratamento da febre amarela. Por outro lado, alguns medicamentos
precisam ser mais estudados, como € o caso da ribavirina, que € amplamente utilizada
nas pesquisas, mas que apresenta mecanismos de a¢ao ainda ndo bem elucidados.

Por fim, pesquisas voltadas especificamente para o reposicionamento de
medicamentos para o tratamento da febre amarela ainda sdo necessarias, com
estudos clinicos e parametros farmacoldgicos bem descritos, uma vez que grande
parte dos artigos investigaram flavivirus de um modo geral, principalmente o virus da

dengue.
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