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  INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 
 

STEPHANIE TREIBER 

 
RESUMO 

 
Avaliação de pseudopeptídeos derivados do ácido tartárico na 

replicação dos poliovírus. 
  

Os poliovírus são responsáveis por causar a poliomielite, mais conhecida 

como paralisia infantil ou pólio, que já foi de alta incidência no Brasil e em muitos 

outros países, deixando centenas de indivíduos com sequelas paralíticas. 

Atualmente, esta doença é rara no mundo devido ao sucesso da utilização 

sistemática da vacina oral atenuada. Em 1988, a OMS lançou um programa para 

erradicar a pólio mundialmente e o desenvolvimento de antivirais contra poliovírus é 

considerado uma condição necessária para o sucesso deste programa.  

Neste trabalho, analisou-se a possível atividade antiviral de sete 

pseudopeptídeos derivados do ácido tartárico na replicação dos poliovírus em 

culturas celulares. Essas moléculas foram sintetizadas racionalmente de acordo com 

os alvos específicos virais (as proteases virais). A viabilidade celular foi avaliada 

através da incorporação do vermelho neutro pelas células vivas e posterior 

quantificação por espectrofotômero. A avaliação da atividade antiviral foi realizada 

através da observação do efeito citopático nas células infectadas por poliovírus que 

foram incubadas com diferentes concentrações dos compostos. Os compostos 

testados neste estudo apresentaram faixas de concentração não-tóxicas às células, 

mas não afetaram a replicação dos poliovírus, não apresentando, portanto, nenhuma 

atividade antiviral. De qualquer maneira, estudos sobre o potencial antiviral de 

moléculas candidatas é de extrema importância e devem ser estimulados, uma vez 

que atualmente, não existe nenhum composto antiviral contra poliovírus aprovado 

para uso em humanos.   

 

Palavras chaves: 1. Poliovírus; 2. Poliomielite; 3. Antivirais; 4. Protease. 
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STEPHANIE TREIBER 
 

ABSTRACT 

 
Avaliação de pseudopeptídeos derivados do ácido tartárico na 

replicação dos poliovírus.  
 

Poliovirus (PV) are the causative agent for causing poliomyelitis, better known 

as infantile paralysis or polio, a disease that has already been of high incidence in 

Brazil and many other countries, leaving hundreds of people with paralytic 

disabilities. Currently, this disease is rare in the world due to the success of 

systematic use of the attenuated oral vaccine. In 1988, the World Health Assembly 

launched a program to eradicate polio worldwide and the development of anti-

poliovirus drugs is a necessary condition for the success of this program.  

In this study, we analyzed the possible antiviral activity of seven 

pseudopeptides derived from tartaric acid on the replication of poliovirus in cell 

cultures. These molecules have been synthesized according to a specific target, the 

viral proteases. Cell viability was assessed using neutral red incorporation by living 

cells and subsequent quantification by spectrophotometer. Evaluation of the antiviral 

activity was performed by observing the cytopathic effect in in PV-infected cells that 

were incubated with different concentrations of the compounds. The compounds 

tested in this study showed concentration ranges non-toxic to cells but did not affect 

the replication of poliovirus, not showing, thus, an antiviral activity. Either way, 

studies on potential inhibitors of PV are extremely important and should be 

encouraged, since currently there is no poliovirus antiviral compound approved for 

use in humans. 

 
Key words: 1. Poliovirus; 2. Poliomyelitis; 3. Antivirals; 4. Protease. 
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 INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 
 

STEPHANIE TREIBER 
 

RÉSUMÉ 

 
Avaliação de pseudopeptídeos derivados do ácido tartárico na 

replicação dos poliovírus. 
 

Les poliovirus sont les agents responsables de la poliomyélite, mieux connue 

sous le nom de polio, une maladie qui sévissait au Brésil et dans le monde entier, 

laissant des centaines de personnes avec des séquelles paralytiques. Actuellement, 

cette maladie est rare sur la planète en raison du succès de l'utilisation systématique 

du vaccin oral atténué. En 1988, l’Organisation   Mondiale de la Santé a lancé un 

programme visant l’éradication de la polio et le développement de médicaments 

antiviraux contre le poliovirus est considéré comme une condition nécessaire à la 

réussite de ce programme.  

Dans cette étude, nous avons analysé la possible activité antivirale de sept 

pseudopeptides dérivés  de  l’acide tartrique sur la réplication du poliovirus dans des 

cultures cellulaires. Ces molécules ont été synthétisées rationnellement en fonction 

de leurs cibles virales ( les protéases virales). La viabilité cellulaire a été évaluée à 

l'aide de  l’incorporation du colorant vitale rouge neutre par les cellules vivantes et la 

quantification par lecture au spectrophotomètre. L'évaluation de l'activité antivirale a 

été réalisée en observant l'effet cytopathique des cellules infectées par le poliovirus 

qui ont été incubées avec différentes concentrations des composés. Les dérivés 

testés dans ce travail possèdent des gammes de concentration non-toxique aux 

cellules, mais sans incider sur la réplication du poliovirus, ne montrant donc pas 

d'activité antivirale. Quoi qu'il en soit, les études sur les anti-poliovirus sont 

extrêmement importantes et devraientt être encouragées, car il n'existe actuellement 

aucun antiviral contre les poliovirus approuvé pour utilisation hummaine. 

 

Mots-clés: 1. Poliovirus; 2. Poliomyélite; 3. Antiviraux; 4. Protéase. 
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INTRODUÇÃO 
 

1. Poliovírus. 
 

Os poliovírus são vírus pertencentes ao gênero Enterovírus, da família 

Picornaviridae, cujos agentes virais podem infectar tanto humanos quanto animais. 

O   nome   desta   família   é   derivado   da   combinação   das   palavras   “pico”   (pequena  

unidade de medida [10-12])  com  “RNA”  (ácido  ribonucléico)  e  “vírus”.  Os picornavírus 

são portanto vírus pequenos com genoma de RNA (Racaniello, 2001). Eles formam 

uma das maiores e mais diversificadas famílias de vírus e são responsáveis por 

causar doenças de grande importância médica e econômica (Ehrenfeld et al., 2010), 

como a poliomielite, a hepatite A, a febre aftosa e o resfriado comum, dentre outras 

(Tuthill et al., 2010).  

O Poliovírus é possivelmente o mais conhecido e mais pesquisado de todos os 

vírus de seu gênero e serve de modelo de estudo para todos os outros enterovírus 

(Wimmer et al., 1993; Melnick, 1996). Existem 3 tipos antigênicos dos poliovírus: os 

sorotipos 1, 2 e 3 (Bodian & Morgan, 1949), e todos eles podem causar a 

poliomielite que também é conhecida como paralisia infantil. Devido a uma nova 

classificação taxonômica, a espécie Poliovírus não existe mais e os três sorotipos 

passaram a pertencer à espécie Enterovírus Humano C (Hughes, 2004; Younessi et 
al., 2012) (ver Tabela 1). Vale ressaltar que esta classificação evolui continuamente 

graças às ferramentas moleculares atualmente disponíveis e a descoberta constante 

de novos sorotipos. 

A maioria das infecções humanas por enterovírus é inaparente mas eles podem 

causar uma grande variedade de doenças, desde brandas à fatais, incluindo 

quadros graves envolvendo o sistema nervoso central (SNC) (Melnick, 1984). 
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Tabela 1. Classificação dos Enterovírus. Os Enterovírus constituem o maior 

gênero dentro dos picornavírus, com 10 espécies, das quais 7 são capazes de 

infectar seres humanos (Norder et al., 2011).  

*A espécie Enterovírus Humanos C inclui todos os sorotipos de poliovírus.  

 

1.1  Partícula Viral 
 

Os Poliovírus, assim como todos os membros da família Picornaviridae, são 

pequenos (com cerca de 30 nm), esféricos, não-envelopados, com capsídeo de 

simetria icosaédrica envolvendo o genoma viral, um RNA de fita simples e 

polaridade positiva. O RNA de fita única, por ser de polaridade positiva, é o próprio 

RNA mensageiro (RNAm).  

O capsídeo é composto por quatro proteínas, formadas a partir da clivagem da 

poliproteína, que se organizam em torno do genoma formando a simetria 

icosaédrica; as proteínas VP1, VP2 e VP3 se encontram na superfície da partícula 

viral enquanto a proteína VP4, que é menor, não fica exposta, estando associada ao 

genoma viral. Estas quatro proteínas estão presentes nas 60 subunidades que 

formam o capsídeo, permitindo sua estabilidade.  

Essas 60 subunidades são chamadas de protômeros e se agregam rapidamente 

em pentâmeros. Inicialmente, esses pentâmeros se juntam para formar o 

procapsídeo que é composto por apenas 3 polipeptídeos: VP0, VP3 e VP1. O 

empacotamento do RNA leva a uma quebra espontânea de maturação, em que VP0 

é clivado em VP4 e VP2. Com isso forma-se o capsídeo completo e maduro com 

suas 4 proteínas estruturais (Hogle et al., 1985). 
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Figura 1. Estrutura do poliovírus. Os polipeptídeos VP1, VP2 e VP3 estão 

expostos na superfície do vírion, enquanto VP4 fica internalizado no cerne do RNA 

(Hogle et al., 1985). O conjunto dessas 4 proteínas estruturais forma um protômero. 

O capsídeo viral é composto por 12 pentâmeros que são formados por 5 protômeros 

(Jacobson & Baltimore, 1968; Phillips & Fennel, 1973). 
Figura retirada de: http://www.hhmi.org/biointeractive/disease/polio/polio1.html 
(acessado em 04/11/2012). 

 
1.2 Estrutura do genoma 

 
O genoma dos poliovírus é constituído por uma molécula linear de RNA de 

filamento simples, polaridade positiva e comprimento aproximado de 7400 

nucleotídeos (Wimmer et al., 1983; Agol, 2002). Todos os membros da família 

Picornaviridae têm uma organização genômica similar com uma característica única: 

a presença de uma pequena proteína viral, chamada VPg, ligada covalentemente na 

extremidade 5’. O RNA genômico viral só se torna o RNAm e é traduzido após 

perder a VPg (Lee et al., 1977; Flanegan et al., 1977). A VPg age como um primer 

para a iniciação da replicação do genoma viral (Nayak et al., 2005). Além da VPg, o 

genoma viral possui uma longa região altamente estruturada e não codificante, 

também   na   extremidade   5’,   que   contém   o   sítio   de   entrada   do   ribossomo   (IRES)  

necessário para o início da tradução viral (Bedard & Semler, 2004). O RNA 

genômico dos picornavírus ainda abriga uma região não codificante na extremidade 

http://www.hhmi.org/biointeractive/disease/polio/polio1.html
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3’, seguida de uma cauda poli(A) que parece ser fundamental na infecciosidade e 

estabilidade do vírus (Spector & Baltimore, 1974). 

O RNA viral contém uma única fase de leitura, codificando uma longa cadeia de 

polipeptídeos, a poliproteína, cujo processamento é mediado pelas proteases virais 

2A e 3C/3CD. A parte codificante da poliproteína dos poliovírus pode ser divida em 3 

regiões funcionais: P1, P2 e P3. O segmento P1 vai formar as quatro proteínas 

estruturais (VP1-VP4) que formam o capsídeo viral. As proteínas geradas do 

segmento P2 têm sua função mais voltada para as interações com a célula 

hospedeira, como o rearranjo de membranas celulares, enquanto as originadas de 

P3 agem mais diretamente na replicação do genoma viral e na interferência da 

resposta imune do hospedeiro (Cameron et al., 2010; Bedard & Semler, 2004). Com 

isso, a tradução do genoma viral origina 11 proteínas virais, das quais 4 são 

estruturais e as outras participam na replicação do vírus (Harvala & Simmonds, 

2009) (Figura 2). É interessante saber que as proteínas não estruturais dos 

poliovírus são mais conservadas que as do capsídeo e muitas de suas funções são 

preservadas em toda a família dos picornavírus, o que sugere uma pressão evolutiva 

da conservação funcional (Hughes, 2004; Bedard & Semler, 2004). 

A poliproteína viral passa por 3 tipos de clivagens: (i) as clivagens que 

acontecem ainda durante o processo de tradução, na cadeia nascente de 

polipeptídeos, mediadas pelas proteases virais. A primeira dessas clivagens separa 

P1, o precursor das proteínas estruturais, do resto dos polipeptídeos não-estruturais 

e a segunda separa P2 de P3; (ii) as clivagens citoplasmáticas ocorrem sobre os 3 

precursores P1, P2 e P3, e seus intermediários, que já se encontram soltos no 

citoplasma celular e (iii) a hidrólise de VP0 originando VP4 e VP2 para finalizar a 

montagem do capsídeo e da partícula viral (Skern et al., 2002; Leong et al., 2002). 

Todos esses eventos de clivagens levam à formação de 11 proteínas maduras e 

vários intermediários (Figura 2). 
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Figura 2. Organização do genoma dos poliovírus. A poliproteína viral pode ser 

divida em 3 regiões funcionais: P1, P2 e P3. O segmento P1 (em rosa) vai originar 

as quatro proteínas estruturais (VP1-VP4) enquanto as regiões P2 (em roxo) e P3 

(em azul) codificam proteínas não-estruturais incluindo as proteases 2A e 3C, a 

RNA-polimerase (3D) e a VPg (3B). O processamento proteolítico da poliproteína 

origina 11 proteínas maduras e vários intermediários.  

Figura adaptada de Jing-Yi Lin et al., 2009. 
 

O processamento proteolítico da poliproteína é uma forma de comprimir a 

informação genética dos vírus no pequeno e limitado espaço do genoma. Esse 

processo permite que o genoma de vírus pequenos codifique não só proteínas 

maduras, que podem ter mais de uma função, mas também intermediários 

polipeptídicos, como 2BC e 3CD nos poliovírus, que participam ativamente dos 

processos virais. Esta “estratégia  proteolítica”  é  um  mecanismo  vantajoso  e  eficiente  

utilizado por muitos vírus pequenos de RNA, como todos os picornavírus ou 

flavivírus, para realizar todas as funções biológicas virais em um espaço genético 

menor (Blondel et al., 2005; Castelló et al., 2011). 

O genoma dos poliovírus está longe de ser estático, assim como todos os vírus 

da família Picornaviridae que têm uma enorme capacidade de se adaptar à 

mutações (Pariente et al., 2003). A polimerase RNA-dependente desses vírus (3D), 

responsável por gerar a fita negativa de RNA a partir do RNAm viral, possui uma 

taxa de mutação de uma em 2200 bases, o que corresponde à aproximadamente 4 
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mutações por transcrito (De la Torre et al., 1992; Holland et al., 1990; Domingo, 

2000; Wells, et al., 2001). Além disso, os poliovírus também passam por um 

processo de recombinação que consiste na troca de sequências de nucleotídeos 

entre diferentes moléculas de RNA genômico durante replicação viral, no momento 

da síntese de uma nova molécula de RNA pela polimerase viral (Agol, 2010; 

Racaniello, 2001). Esses 2 mecanismos, mutação e recombinação, geram uma 

grande variabilidade genética desses vírus contribuindo fortemente para a evolução 

desse grupo (Tapparel et al., 2013). 

 

1.3 Replicação dos poliovírus 
 

A primeira etapa da replicação dos poliovírus é a adsorção através da ligação 

das proteínas do capsídeo viral aos receptores de superfície CD155 da membrana 

celular. Um único receptor é suficiente para a entrada dos poliovírus (Jing-Yi Lin et 
al., 2009). Os sítios primários da replicação são as células epiteliais ou linfóides das 

mucosas da orofaringe e intestinal. Além desses, os tipos celulares que expressam o 

receptor CD155 e são suscetíveis à infecção por poliovírus são as células do trato 

alimentar e do epitélio intestinal, as células M das placas de Peyer – nódulos do 

tecido linfático associado ao intestino – e nos centros germinais das placas de Peyer 

(Bodian & Horstmann, 1965; Iwasaki et al., 2002; Racaniello, 2006). 

Após a adsorção, o genoma viral é internalizado com a desestabilização e perda 

do capsídeo. O mecanismo exato da penetração do genoma viral no citoplasma 

ainda não foi elucidado (De Jesus NH, 2007). O RNA viral é liberado no citoplasma 

onde ocorre a dissociação da proteína VPg que é clivada por enzimas celulares. O 

RNA de polaridade positiva, sem a VPg, se torna então o RNA mensageiro, e é 

traduzido diretamente pelos ribossomas da célula hospedeira (Wimmer, 1982), 

gerando uma poliproteína. Esta, por sua vez, é clivada por proteases virais (2A e 3C) 

dando origem a numerosas proteínas essenciais para a replicação e produção de 

novas partículas virais. A poliproteína não é observada em células infectadas pois 

ela é processada ainda durante a tradução (assim que a protease é traduzida) e 

nunca atinge seu comprimento total (Racaniello, 2001). 

Com a síntese das proteínas virais, incluindo a polimerase RNA-dependente 

(3D), a replicação do RNA se inicia e começam a surgir novas cadeias de RNA. A 

fita simples de RNA positivo é transcrita em uma cadeia complementar de RNA 
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negativo que servirá de molde para a síntese de novas fitas de RNA positivo 

(Madigan et al., 1997). Estes eventos ocorrem dentro de um compartimento 

membranoso, dito complexo de replicação, cuja formação é induzida pelas proteínas 

virais 2C e 2BC (proteínas originadas do segmento P2 da poliproteína – ver figura 
2) (Bienz et al., 1990; Cho et al., 1994; Teterina et al., 1997). Esses complexos de 

replicação se formam devido ao rearranjo das membranas intracelulares da célula 

hospedeira, o retículo endoplasmático e o complexo de Golgi são destruídos, dando 

lugar a vesículas de dupla membrana preenchidas de citoplasma, que são os 

complexos de replicação (Schlegel et al., 1996). 

As novas cadeias de RNA viral formadas, de polaridade positiva, podem 

participar de 3 processos: (i) servindo de molde para sintetizar mais moléculas de 

RNA negativas; (ii) como RNA mensageiro dando continuação ao processo de 

tradução das proteínas virais; ou (iii) como genoma que vai ser encapsidado 

originando o provírion (Castelló et al., 2011; Nomoto et al., 1977). Neste último caso, 

a proteína   VPg   já   se   encontra   ligada   à   extremidade   5’   da   fita   de   RNA   positivo  

nascente (Nomoto et al., 1977). No início da infecção, ocorre preferencialmente a 

tradução de proteínas virais enquanto que, no final, a prioridade é encapsidar o 

genoma para montar novas partículas virais (Racaniello, 2001). 

Após o genoma viral ter sido encapsidado, o provírion fica sujeito a um período 

de maturação, que envolve uma série de processos de clivagem. A montagem do 

vírus é finalizada quando ocorre a clivagem de VP0 para VP4 e VP2 (proteínas 

estruturais originadas do precursor P1), conferindo estabilidade ao capsídeo e 

tornando os vírus infecciosos (Holland & Kiehn, 1968). Este processo só ocorre 

depois do RNA ter sido envolvido pelo capsídeo (Prescott et al., 1996). O vírion 

maduro é uma partícula muito estável e resistente. 

A última etapa do ciclo viral é a liberação dos vírus infecciosos na corrente 

sanguínea através da lise da célula infectada devido à mudanças da permeabilidade 

da membrana celular que ocorrem na última fase da infecção (Carrasco et al., 2002). 

Esse evento ocorre devido à formação de poros na membrana mediados pela 

viroporina 2B e seu precursor 2BC (Agirre et al., 2002; Gonzalez & Carrasco, 2003). 

O tempo total de um ciclo replicativo do poliovírus, da adsorção até a lise celular, 

varia entre 5 e 10 horas dependendo de diversos fatores como a temperatura, pH, a 

célula hospedeira, entre outros. Ao final de um ciclo completo em uma célula 

hospedeira, o genoma viral RNA (+) é amplificado em aproximadamente 50 mil 
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genomas por célula, através de um intermediário de fita simples negativo 

(Racaniello, 2001). 

É interessante notar que a tradução dos genomas dos picornavírus ocorre com 

eficiência variada em diferentes tipos celulares, o que sugere que os fatores 

celulares necessários para uma tradução eficiente são mais abundantes em 

algumas células e escassos em outras (Bedard & Semler, 2004). 

As etapas do ciclo dos poliovírus estão descritas na Figura 3. 
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Figura 3. Ciclo de replicação dos poliovírus. A infecção é inicada pela adsorção 

através da interação do vírus com o receptor celular CD155. Essa interação induz 

mudanças conformacionais resultando na perda do capsídeo e na liberação do 

genoma viral no citoplasma da célula. A proteína VPg é removida do RNA viral por 

enzimas celulares, e este é então traduzido, pelos ribossomos celulares, em uma 

poliproteína que dá origem às proteínas virais através do processamento 

proteolítico. A síntese de RNA ocorre nos complexos de replicação onde o RNA 

positivo age como molde para a síntese da cadeia negativa complementar que, por 

sua vez, vai originar muitas fitas de RNAs positivos. Este RNA positivo recém-
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sintetizado pode agir como molde para a tradução ou se associar aos precursores 

do capsídeo para formar o provírion. A clivagem de VP0 em VP4 e VP2 finaliza a 

maturação do vírion que é liberado pela lise celular (De Jesus, 2007; Racaniello, 

2001). Esquema adaptado de Principles of Virology (Flint et al., 2009). 

 
1.4 Proteases 

 

O termo “protease” é sinônimo de peptídeo hidrolase e inclui todas as 

enzimas que clivam peptídeos. As proteases são classificadas como endopeptidases 

pois clivam ligações no meio de cadeias polipeptídicas. A clivagem proteolítica de 

ligações peptídicas é uma das mais freqüentes e importantes modificações pós-

traducionais de proteínas (Silva Jr & De Simone, 2001). O termo proteinase é 

também usado como sinônimo para endopeptidase (Barrett et al., 2004). 
Muitos estudos foram feito em relação às proteases levando à identificação 

dos componentes e da conformação de seus sítios ativos, permitindo a dedução de 

seus mecanismos de ação. Como resultado, as proteases, virais e celulares, foram 

classificadas em famílias de acordo com seus mecanismos catalítico, ou seja, os 

membros de uma mesma família apresentam estruturas e mecanismos de ação 

similares (Neurath, 1990; Rawlings& Barrett, 1994; Tremacoldi, 2009).  

Existem atualmente seis famílias de proteases divididas dentro de quatro 

classes reconhecidas pela IUBMB (União Internacional de Bioquímica e Biologia 

Molecular) que são: (i) as serino proteases, (ii) as cisteíno proteases, (iii) as 

aspártico proteases e (iv) as metalo proteases (Tabela 2). Cada família possui um 

grupo característico de resíduos de aminoácidos funcionais, agrupados em uma 

configuração particular para formar o sítio ativo. A maior família de todas é a 

quimotripsina pertencente à classe das serino proteases (Neurath, 1986; Tremacoldi, 

2009). 
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Tabela 2. Famílias de enzimas proteolíticas. A classificação atual das proteases 

em quatro classes, ou superfamílias, e seis famílias é baseada nas diferenças da 

estrutura e do mecanismo de ação destas enzimas.  

Tabela adaptada de Neurath (1986) por Tremacoldi (2009). 
 

Uma grande variedade de vírus codificam proteases que realizam funções 

cruciais durante o ciclo biológico do vírus. Geralmente, essas enzimas virais são 

responsáveis por catalisar o processamento das poliproteínas virais e dos 

precursores polipeptídicos, para formar as proteínas maduras; elas também podem 

atuar no processo de maturação dos procapsídeos (Tong, 2002; Skern et al., 2002). 

As proteases virais devem combinar atividades catalíticas específicas para o 

processamento de proteínas do vírus e/ou do hospedeiro para permitir a replicação 

viral com eficiência, ao ser codificada por um genoma extremamente reduzido (Silva 

Jr & De Simone, 2001).  
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Os poliovírus codificam 2 proteases virais, 2A e 3C, que são ativadas já na 

poliproteína nascente e se liberam por auto-clivagem; ambas são classificadas como 

cisteíno proteases. O polipeptídeo 3CD, precursor de 3C, é um intermediário viral 

estável que também possui atividade proteolítica.  
O processamento da poliproteína representa uma etapa fundamental da 

infecção por poliovírus que acontece de forma coordenada e organizada, as 

clivagens ocorrem durante a tradução da poliproteína, na cadeia nascente de 

polipeptídeos virais. A protease 2A catalisa a primeira clivagem da poliproteína entre 

os segmentos P1 e P2 resultando na liberação do segmento P1 (Toyoda et al., 
1986). Este segmento é processado pela proteinase 3CD gerando três produtos 

estáveis, VP0, VP3 e VP1 que são proteínas estruturais que se agregam para formar 

o procapsideo viral dos poliovírus (Ypma-Wong et al., 1988). A clivagem de VP0 

para formar as proteínas VP2 e VP4 do capsídeo ocorre durante a maturação do 

vírus mas ainda não se sabe que mecanismo é responsável por este processo 

(Harber et al., 1991). Todas as outras clivagens da poliproteína são mediadas pela 

protease 3C (Figura 4). 

 
 
Figura 4. Processamento da poliproteína pelas proteases 2A e 3C/3CD.  
A maioria das clivagens da poliproteína são mediadas pela protease 3C; a protease 

2A catalisa a primeira clivagem liberando o segmento P1, precursor  das proteínas 

estruturais dos poliovírus. A protease 3CD cliva P1 em VP0, VP3 e VP1. Ainda não 

se sabe que mecanismo é responsável pelo processamento de VP0 em VP4 e VP2. 
Figura retirada e adaptada do site: www.studyblue.com (acessado em 13/10/2012). 

http://www.google.com.br/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&docid=ab-8Zw-Br6h08M&tbnid=_tBk1ZC5nE2X8M:&ved=0CAcQjB0wAA&url=http%3A%2F%2Fwww.studyblue.com%2Fnotes%2Fnote%2Fn%2Fcmb-week-2-wallace-%2Fdeck%2F3509455&ei=LuAJUfOoI4mm8gS5h4GQBg&psig=AFQjCNHJR-Bw2CVe4oCFfqMbIEbk8N07FQ&ust=1359688110615135
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Os poliovírus devem exercer diversas tarefas de forma simultânea dentro de 

uma célula hospedeira para garantir uma infecção eficiente e uma replicação viral 

bem sucedida. O pequeno tamanho do genoma dos poliovírus, assim como de todos 

os picornavírus, exige que esses vírus utilizem protéinas da célula hospedeira para 

os processos de tradução e replicação do RNA viral. Além de utilizar polipeptídeos 

celulares, os poliovírus também possuem proteínas e intermediários virais com mais 

de uma função na replicação viral (Marcotte et al., 2007). Esses patógenos 

evoluíram para alterar eficientemente as proteínas celulares e interromper as 

funções da célula alterando todo o ambiente citoplasmático em favor da replicação 

viral. O sucesso da infecção dos picornavírus depende da habilidade deles em 

modificar as proteínas celulares; essas alterações parecem ser mediadas 

principalmente pelas proteases virais. O poliovírus ainda possui mecanismos 

redundantes em que mais de uma proteína viral têm a função de alterar essas 

atividades celulares (Chase & Semler, 2012).  

As proteases virais clivam não só os polipeptídeos virais (processamento da 

poliproteína), mas também proteínas da célula hospedeira inibindo diversos 

mecanismos celulares (Lin et al., 2009) como a transcrição e tradução, ou ainda, o 

tráfego entre o núcleo e o citoplasma. A inibição desse tráfego resulta em uma 

redistribuição de certas proteínas celulares que se acumulam no citoplasma onde 

são envolvidas em processos virais como a replicação ou a tradução viral. A 

acumulação de proteínas nucleares no citoplasma é muito vantajosa para os 

poliovírus pois eles são vírus estritamente citoplasmáticos. Todo o ciclo infeccioso 

deve ocorrer no citoplasma (Chase & Semler, 2012; Fitzgerald et al., 2013).  

A desregulação do tráfego nucleo-citoplasmático parece ser um elemento-

chave para a inibição da transcrição e tradução da célula hospedeira e para garantir 

o sucesso da infecção viral de modo geral. A realocação das proteínas nucleares 

para o citoplasma também pode representar uma forma de evasão do vírus aos 

sistemas de defesa celular bloqueando a transdução de sinais para o núcleo. É 

importante lembrar que qualquer alteração do transporte nuclear provoca efeitos 

profundos na sinalização celular requerida para o funcionamento normal da célula, 

isso contribui para a patogênese observada (Younessi et al., 2012). 

A expressão individual das proteases 2A e 3C leva à indução da maioria dos 

efeitos citopáticos da célula que são: alterações morfológicas da célula sendo a 

principal delas a acumulação de vesículas membranosas -derivadas do RE- no 
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citoplasma para formar os complexos de replicação virais, a desorganização do 

citoesqueleto celular e a condensação da cromatina no núcleo (Agol et al., 1998). 

Além de todos esses efeitos, as proteases 2A e 3C podem provocar a 

ativação de caspases ocasionando a morte celular por apoptose (Agol et al., 1998; 

Calandria et al., 2004). Isso reflete mais uma vez a forte citotoxidade de ambas as 

proteases. O estudo dessas enzimas virais é crucial para compreender o mecanismo 

usado pelo vírus para replicar seus genomas e traduzir os RNAm em nível molecular  

(Castelló et al., 2011). 

 

1.4.1 Protease 2A 

 
A proteína 2A dos picornavírus não possui atividade proteolítica em todos os 

membros desta família, é uma protease apenas nos enterovírus. As principais ações 

da protease 2A durante a infecção viral são, além de clivar o segmento P1 da 

poliproteína, a degradação de nucleoporinas e de um fator de iniciação de tradução 

eucariótica (eIF4G) (Younessi et al., 2012). É interessante notar que as proteínas 

estruturais, originadas do intermediário P1, não são necessárias na síntese do RNA 

viral, ou seja, a protease 2A não é pré-requisito para a replicação dos poliovírus mas 

sim, para a formação  do capsídeo viral (Igarashi et al., 2010). 

No início da infecção, a protease 2A inibe a tradução da célula hospedeira ao 

clivar diretamente um fator de iniciação de tradução eucariótica (eIF4G) ou, de forma 

indireta, ativando proteases celulares (Zamora et al., 2002). Com isso, a tradução do 

RNAm celular fica comprometida mas a tradução do RNAm viral não é afetada, ao 

contrário, ela é favorecida (Etchison et al., 1982; Kuechler et al., 2002). A clivagem 

desse fator em células infectadas por poliovírus representa um dos principais 

mecanismos de inibição da tradução celular (Younessi et al., 2012). 

Células eucarióticas mantêm seu genoma no núcleo que é envolto por uma 

bicamada lipídica chamada de envelope nuclear; a única forma de penetrar ou sair 

do núcleo é através dos poros nucleares presentes em todo o envoltório nuclear e 

formados por diferentes proteínas chamadas nucleoporinas, ou Nups. A protease 2A 

degrada essas nucleoporinas causando uma alteração na permeabilidade da 

membrana nuclear, acompanhada da saída de diversas proteínas nucleares 

endógenas envolvidas na transcrição e tradução celular. A maioria dessas proteínas 
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deslocadas têm por função se ligar ao RNAm para que este seja traduzido pelos 

ribossomos celulares (Younessi et al., 2012; Gustin, 2003). Além disso, estudos 

demonstraram que a protease 2A dos poliovírus induz a fragmentação de DNA e a 

condensação da cromatina (Goldstaub et al., 2000). 

A protease 2A é uma cisteíno protease apesar de possuir a conformação 

tridimensional de uma quimiotripsina (superfamília das serino proteases). Outra 

característica peculiar desta enzima é a presença de um íon de zínco (Zn2+) ligado 

covalentemente à sua extremidade C-terminal, este metal é essencial para a 

estabilidade e atividade da enzima (Figura 5) (Racaniello, 2001; Tong, 2002). 

 

 
Figura 5. Estrutura tridimensional da protease 2A dos poliovírus. A protease 2A 

é uma cisteíno protease apesar de possuir a conformação de uma quimotripsina da 

superfamília das serino proteases, e tem um íon de Zn2+ (esfera roxa) ligado 

covalentemente (Petersen et al., 1999). 
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1.4.2 Proteases 3C/3CD 
 
Todos os picornavírus codificam as proteases 3C/3CD e ambas são 

responsáveis pela grande maioria das clivagens da poliproteína viral. 3CD é 

precursora da protease 3C e da RNA polimerase viral 3D que são formadas por 

auto-clivagem. Esta molécula 3CD age como protease sendo responsável pelo 

processamento do intermediário P1 (precursor das proteínas estruturais), ela possui 

atividade proteolítica mas não polimerase (Harris et al., 1992; Marcotte et al., 2007). 

É importante notar que vários intermediários de proteínas virais, como a 3CD, são 

produtos estáveis e com funções específicas (Buenz & Howe, 2006). 

A protease 3C é responsável por clivar fatores de transcrição específicos 

essenciais para a ação das três classes de RNA polimerase dependente de DNA 

(RNApol I, II e III), inativando-as; com isso, há uma rápida inibição da síntese de 

RNA celular (Chase & Semler, 2012). A clivagem desses fatores de transcrição 

ocorre no núcleo da célula hospedeira; e a protease 3C penetra no núcleo através 

de seu precursor 3CD que possui uma sequência de localização nuclear (Amineva et 
al., 2004; Sharma et al., 2004; Lin et al., 2009). 

Assim como a protease 2A, a 3C também é uma cisteíno protease cuja 

estrutura conformacional se assemelha a de uma quimiotripsina serino-protease 

(Cameron et al., 2010).  

 
Figure 6. Estrutura da protease 3C dos poliovírus. Assim como a 2A, esta enzima 

é uma cisteíno protease com conformação de quimotripsina (Mosimann et al., 1997). 
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2. Poliomielite 
 

A poliomielite, também conhecida como pólio ou paralisia infantil, é uma doença 

infecciosa muito contagiosa causada por qualquer um dos três sorotipos de 

poliovírus. Por ser altamente contagiosa, os poliovírus selvagens infectam 

praticamente toda a população em áreas endêmicas (Sutter et al., 2004). A 

poliomielite pode atacar em qualquer idade, mas afeta principalmente crianças 

menores de cinco anos (OMS, 2012). 

A poliomielite é caracterizada por um quadro de paralisia flácida de início súbito, 

que pode se manifestar de várias formas. A maioria das infecções são inaparentes 

ou assintomáticas (de 90 à 95% dos casos), embora alguns casos possam 

desenvolver uma doença menor com sintomas inespecíficos (febre, cefaléia, mal-

estar) ou então meningite asséptica (1% dos casos). Apenas uma pequena parcela 

de indivíduos suscetíveis expostos a um poliovírus selvagem desenvolve a 

poliomielite paralítica (0,01 à 2%) apresentando o quadro clássico de paralisia 

flácida aguda. Somente as formas paralíticas possuem características típicas: 

instalação súbita da deficiência motora, acompanhada de febre e acometendo 

sobretudo a musculatura dos membros, com mais freqüência os inferiores; flacidez 

muscular, com diminuição ou abolição de reflexos profundos na área paralisada. A 

paralisia dos músculos respiratórios e da deglutição implica em risco de vida para o 

paciente (MS, 2008).  

A paralisia poliomielítica, que geralmente é assimétrica, avança em poucos dias 

e, dependendo dos lugares de replicação dos vírus no sistema nervoso central, pode 

afetar os músculos esqueléticos (poliomielite espinhal), músculos respiratórios 

(poliomielite bulbar), ou ambos (poliomielite bulbo-espinhal) (Racaniello & Ren, 

1996; Sutter et al., 2004). 

 
2.1 Transmissão e Patogenia 

 

A transmissão dos poliovírus ocorre principalmente por contato direto pessoa a 

pessoa, pela via fecal-oral (a principal), por objetos, alimentos e água contaminados, 

ou pela via oral-oral, através de gotículas de secreções da orofaringe (ao falar, tossir 

ou espirrar). As más condições habitacionais, a higiene pessoal precária e o elevado 
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número de crianças em uma mesma moradia constituem fatores que favorecem a 

transmissão do vírus (MS, 2009). 

Após penetrar no organismo pelo trato respiratório superior, o poliovírus inicia 

sua replicação nas mucosas da orofaringe e do intestino, onde atinge a corrente 

sanguínea através dos linfonodos, resultando na viremia primária. A maioria das 

infecções por poliovírus não passa desse estágio, sendo assintomáticas (Racaniello, 

2006). Uma vez no sangue, o vírus é capaz de se difundir por todo o organismo e 

pode, raramente, penetrar no sistema nervoso central (SNC), entre outras estruturas, 

onde a replicação dos poliovírus provoca a viremia secundária associada à sintomas 

clínicos (Figura 7) (Rotbart & Kirkegaard, 1992; Stalkup & Chilukuri, 2002). 

A invasão do SNC pelo poliovírus é chamada de etapa neurológica e ocorre em 

um em cada mil casos. Nesta etapa acontece a proliferação intraneural dos vírus, a 

replicação viral acontece nos neurônios motores podendo provocar meningite 

asséptica ou, em menor proporção, poliomielite paralítica; o quadro clínico vai 

depender do número de neurônios motores atingidos. A doença aguda, com 

intensas manifestações de comprometimento do sistema nervoso, pode se 

apresentar após uma fase inicial, com febre, dor de cabeça, dor de garganta, 

vômitos e às vezes rigidez de nuca, ou pode se instalar de repente (Racaniello, 

2006; De Jesus, 2007). Como a paralisia só ocorre em uma minoria dos infectados, 

a poliomielite é definida como uma doença que acidentalmente, e raramente, atinge 

os neurônios motores (Racaniello, 2006). 

O período de incubação (entre a infecção e o surgimento das manifestações 

clínicas) é geralmente de 7 a 12 dias, podendo variar de 2 a 30 dias (MS, 2009). Em 

geral, a doença se manifesta ao redor do décimo dia após a exposição ao vírus. Os 

vírus são excretados nas fezes por volta de 30 dias após o início da doença, e estão 

presentes na faringe por uma ou duas semanas após a infecção; isto ocorre tanto 

nos indivíduos com sintomas como nos indivíduos com infecção subclínica (Da Silva 

et al., 2005). 

Não se conhece com exatidão o período de transmissibilidade do poliovírus, ele 

pode iniciar-se antes do surgimento das manifestações clínicas, sendo o vírus 

encontrado nas secreções da orofaringe após 36 a 72 horas a partir da instalação da 

infecção. Em indivíduos infectados, a eliminação do vírus pela orofaringe persiste 

por um período de aproximadamente uma semana e nas fezes por cerca de 3 a 6 

semanas (MS, 2009). 
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Figura 7. Patogenia dos poliovírus. O poliovírus penetra no organismo pela via 

oral e se replica inicialmente nas mucosas da faringe e do intestino. Em seguida, ele 

atinge a corrente sanguínea (viremia) através dos linfonodos podendo se difundir 

para o sistema nervoso central (SNC) ou para tecidos extraneurais. Ao invadir o 

SNC, o poliovírus se replica nos neurônios motores podendo causar sintomas 

graves. Os neurônios motores podem estar situados na medula espinhal, no tronco 

cerebral, ou então, no córtex motor. A saída dos vírus pode ser pela via oral, mas a 

principal forma de transmissão é com a saída pela via fecal.  
Figura adapatada de Racaniello, 2006. 
 

2.2 Vacinas 
 

O poliovírus é o único enterovírus contra o qual existe vacina disponível. Embora 

boas condições sanitárias e de higiene ajudem a limitar sua disseminação, a única 

prevenção específica para a poliomielite é a imunização através da vacina oral 

atenuada trivalente para pólio (OPV) e/ou a vacina inativada (IPV) (Melnick, 1996). 

Ambas as vacinas são seguras e eficazes, cada uma com suas vantagens e 

desvantagens, (Melnick, 1978) e ambas conferem proteção frente aos 3 sorotipos 

dos poliovírus (CDC, 2006). 
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2.2.1 IPV -Vacina inativada ou Salk 
 

Esta vacina foi desenvolvida pelo Dr Jonas Salk em 1955. A IPV confere 

imunidade humoral satisfatória, mas não induz a imunidade local (intestinal) fazendo 

com que o vírus selvagem ainda consiga se multiplicar no trato intestinal de pessoas 

vacinadas. A ausência de vírus vivo nesta vacina a torna mais segura, podendo ser 

administrada em pessoas portadoras de imunodeficiências além de possibilitar sua 

incorporação à outros tipos de vacinas injetáveis necessárias na infância tal como a 

DPT (difteria-tétano-pertussis). Uma de suas maiores vantagens é a de não 

introduzir na comunidade qualquer vírus vivo que poderia ser espalhado de forma 

não-controlada, ou ainda sofrer mutações. Outras desvantagens desta vacina são o 

seu alto custo, a necessidade de mais de uma dose, além de falhas técnicas na 

inativação poderem levar a surtos (Moore & Morens, 1984; Moldin, 1995; Melnick, 

1996). 

 

2.2.2 OPV - Vacina atenuada ou Sabin 
 

A vacina oral de vírus atenuado foi desenvolvida pelo Dr Albert Sabin em 1961. A 

OPV tem sido mais largamente usada devido a alguns fatores como: grande 

facilidade em sua administração pela via oral, baixo custo, capacidade em induzir a 

produção de anticorpos não apenas séricos mas também uma resistência intestinal, 

e rapidez com que as pessoas vacinadas desenvolvem uma longa imunidade. Os 

vírus vacinais são excretados abundantemente pelos indivíduos vacinados e se 

espalham para outras pessoas e para o meio ambiente, imunizando desta forma 

pessoas não-vacinadas. A desvantagem da vacina atenuada é a possibilidade de 

mutações que resultam em casos da doença associados à vacina; ela é também 

contra-indicada para pessoas imunodeficientes. Outro problema desta vacina é o 

sistema de transporte a frio, especialmente nas regiões tropicais, já que o vírus só 

pode ser transportado em condições de baixas temperaturas para permanecer viável 

(Moore & Morens, 1984; Melnick, 1996). 

 

A elaboração de vacinas eficazes para prevenir a poliomielite paralítica foi um 

dos grandes avanços médicos do século 20. Com o desenvolvimento da vacina oral 

bivalente, em 2009, o Fundo Global de Erradicação da Pólio tem atualmente um 
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arsenal de cinco vacinas diferentes para interromper a transmissãoda pólio: OPV, 

IPV, vacinas monovalentes orais da poliomielite (mOPV1 em OPV3); vacina 

bivalente oral contra a poliomielite (bOPV). 

Se muitas pessoas em uma comunidade forem imunizadas, o vírus será privado 

de hospedeiros suscetíveis e não conseguirá se propagar. Altos níveis de cobertura 

vacinal devem ser mantidos para evitar a transmissão e prevenir a ocorrência de 

surtos. O Fundo Mundial para a Erradicação da Pólio está constantemente avaliando 

a melhor utilização das diferentes vacinas para prevenir a poliomielite paralítica e 

para interromper a transmissão do poliovírus nas diferentes áreas do mundo (OMS, 

2012). 

 

2.2.3 Poliovírus vacinais derivados (VDPV) 
 
Poliovírus vacinais derivados (VDPV) são cepas raras de poliovírus que sofreram 

mutações genéticas a partir da cepa contida na vacina oral atenuada. Quando uma 

criança é vacinada com a OPV, o vírus vacinal passa pelo mesmo caminho do vírus 

selvagem, ele se replica no intestino e penetra na corrente sanguínea, sendo 

excretado principalmente pelas fezes. Com isso, a criança desenvolve uma ótima 

resposta imune e uma resistência intestinal, e ainda excreta vírus vacinal por um 

período de 6 a 8 semanas. Os poliovírus vacinais excretados podem ter passado por 

mutações durante a replicação no organismo e passam a ser diferentes do vírus 

vacinal original da OPV. Esses vírus vacinais diferentes geneticamente são os 

VDPV. Os poliovírus vacinais derivados podem, muito raramente, causar paralisia. A 

poliomielite paralítica associada à vacina (VAPP) ocorre dentro de uma estimativa de 

1 caso para cada 2,7 milhões de doses aplicadas. É importante ressaltar que a 

distinção entre as cepas selvagens e as vacinais não se baseia na neurovirulência. 

(OMS, 2012). 
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2.3 Epidemiologia 
 
Os poliovírus podem circular indefinidamente em populações humanas 

suscetíveis sendo capazes de infectar 100% dos indivíduos. O homem é o único 

reservatório natural dos poliovírus que são transmitidos principalmente por pessoas 

com infecções inaparentes. A contaminação fecal, através das mãos, talheres e 

alimentos, é a fonte mais frequente de contaminação (fecal-oral). É por esta razão 

que crianças de baixa idade, ainda sem hábitos de higiene desenvolvidos, estão 

particularmente sob risco. Grandes quantidades de vírus infecciosos são excretados 

nas fezes de todos os contaminados, sejam eles assintomáticos ou sintomáticos. 

Antes da era da vacina, a pólio era uma doença sazonal nas áreas de clima 

temperado, as infecções por poliovírus aconteciam preferencialmente no verão 

provocando picos de casos nesta estação. Já nas regiões de clima tropical, não 

havia um padrão sazonal e a infecção se mantia em níveis iguais durante todo o ano 

(Serfling & Sherman, 1953; CDC, 2009). 

Em suma, os maiores fatores de risco para a transmissão do poliovírus incluem a 

falta de saneamento e de higiene, condições tropicais e subtropicais, e elevada 

densidade populacional (Nathanson & Martin, 1979; Sabin AB,1985). 

Do ponto de vista da história da medicina, a epidemiologia da poliomielite fornece 

um ótimo caso de estudo, intrigante e instrutivo ao mesmo tempo. Cada etapa da 

história dessa doença foi imprevisível no momento de sua ocorrência, e bem 

documentada. Primeiramente, a poliomielite apareceu sob a forma epidêmica no 

final do século 19 em muitos países europeus e da América do Norte. Logo em 

seguida, a doença tornou-se rapidamente endêmica globalmente e, com a criação 

de vacinas (a partir de 1955), encontra-se hoje praticamente erradicada do mundo 

(Nathanson & Kew, 2010).  

 

2.4 Erradicação 
 
A poliomielite paralítica é conhecida no mundo há, pelo menos, 3500 anos (Paul, 

1971) e já foi de alta incidência no Brasil e em outros países, deixando centenas de 

indivíduos com sequelas paralíticas (MS, 2008). Hoje, a poliomielite é doença rara 

em todos os países desenvolvidos, e quase na totalidade dos países em 

desenvolvimento. Este sucesso é atribuído à utilização sistemática da OPV, 



- 23 - 

 

desenvolvida pelo Dr. Albert Sabin, dentro do Programa de Erradicação da 

Poliomielite da OMS (Kew et al., 1993). 

A era da vacina começou na Europa, na América do Norte e na Oceania em 

1955 com a introdução da IPV, firmando-se após 1960, com o advento e a utilização 

da OPV em larga escala. Raramente uma doença grave havia sido controlada tão 

rapidamente; em 12 anos (de 1955 à 1967) houve uma redução de 76.000 para 

1.013 casos de poliomielite nas regiões citadas, o que correspondeu a uma queda 

de 99% do número de casos (Gonçalves, 2008; Nathanson & Kew, 2010). 

Durante a década de 1980, os níveis de cobertura vacinal, com o uso da OPV, 

atingiram uma taxa mundial ao redor de 85%. Em 1980, o Brasil iniciou as 

campanhas em massa com a utilização da OPV (Risi, 1984). Em 1989, registrou-se 

o último caso de poliomielite no país, após um período de realização de grandes 

campanhas vacinais e intensificação das ações de vigilância epidemiológica (MS, 

2008). Com base no sucesso obtido no Brasil, a Organização Panamericana de 

Saúde (PAHO) lançou em 1985 o seu Programa de Erradicação Regional, 

estabelecendo a meta de se erradicar os poliovírus selvagens da região das 

Américas até o ano de 1990. O último vírus selvagem detectado na região das 

Américas ocorreu no Peru em 1991; este vírus foi isolado, identificado e 

caracterizado no laboratório de Enterovírus da Fiocruz (Da Silva et al., 2005). Em 

1994, o poliovírus selvagem foi considerado erradicado do Brasil e das Américas 

recebendo um certificado da erradicação da poliomielite (MS, 2008). 

O sucesso da erradicação nas Américas serviu de base para o Programa Global 

de Erradicação da Poliomielite (GPEI) estabelecido pela OMS, em 1988, durante a 

resolução da Assembléia Mundial da Saúde. Este programa representa hoje a maior, 

mais duradoura e mais custosa iniciativa de saúde coordenada internacionalmente 

na história. Em 1988, os poliovírus selvagens estavam circulando ininterruptamente 

em grande parte do mundo, com uma estimativa de 350.000 casos de poliomielite 

paralítica ocorrendo em mais de 125 países endêmicos (CDC, 2004). Graças à 

cooperação de mais de 200 países e milhões de voluntários, apoiados por um 

investimento internacional de mais de US$ 8 bilhões, o número de casos da doença 

no mundo diminuiu em mais de 99% até o ano 2000 e milhões de crianças que 

teriam sido paralisadas estão hoje andando. Em 2005, restavam apenas quatro 

países endêmicos que nunca interromperam a transmissão de poliovírus selvagem: 

a Índia, a Nigéria, o Paquistão e o Afeganistão. Atualmente, são só 3 já que a Índia 



- 24 - 

 

teve seu último caso em janeiro de 2011 (Figura 8) (OMS, 2012; Nathanson & Kew, 

2010). Atualizações regulares sobre o progresso para erradicação global da 

poliomielite são postados no site da OMS (http://www.polioeradication.org/). 

 

 
Figura 8. Áreas endêmicas de poliovírus selvagem em 1988 e em 2012. 
Em 1988, o número de países endêmicos para pólio era 125. Graças ao Programa 

Global de Erradicação da Poliomielite estabelecido naquele ano, esse número caiu 

para apenas 3 em 2012: a Nigéria, o Paquistão e o Afeganistão. 
Figura retirada de http://www.cdc.gov/polio/progress. 

 
2.5 Desafios da erradicação  
 

Quando a OMS implantou o GPEI em 1988, o objetivo era que essa doença 

fosse erradicada no mundo inteiro até o ano 2000. O projeto se mostrou bem 

sucedido ao passo que os casos de paralisia infantil diminuíram em 99% desde os 

anos 80. Infelizmente, a erradicação mundial nunca aconteceu e os poucos países 

que ainda não erradicaram a doença representam um grande risco e ameaça para o 

resto do mundo livre de pólio. A dificuldade da erradicação total da pólio se explica 

por diversos motivos, sendo os principais: o insucesso em imunizar toda a 

população (os países que continuam endêmicos nunca atingiram 100% de cobertura 

vacinal), a falha da vacina e a epidemiologia do vírus. Os países que ainda não 

erradicaram o vírus selvagem possuem os maiores fatores de risco para a 

http://www.polioeradication.org/


- 25 - 

 

transmissão do poliovírus que são: o saneamento precário, climas tropicais e 

subtropicais, e elevada densidade populacional (Nathanson & Kew, 2010). 

Atualmente, apenas o Afeganistão, a Nigéria e o Paquistão nunca tiveram a pólio 

erradicada. Além destes, existem países em que a transmissão da pólio foi 

restabelecida e se mantém ativa há mais de 12 meses na sequência de uma 

importação. E ainda há os países que estão passando por surtos com poliovírus 

importados dos países endêmicos (OMS, 2012). Os casos do últimos 3 anos estão 

ilustrados a seguir, na Figura 9. 

 

Em cada um dos países que ainda não erradicaram a pólio existem diferentes 

desafios, ou combinações de fatores, que culminaram nos baixos níveis da 

imunidade populacional. Consequentemente, estratégias específicas devem ser 

adotadas para cada situação. Cada um desses 3 países possui regiões de difícil 

acesso, seja por questões geográficas, ou por questões de segurança devido a 

conflitos étnicos e/ou religiosos que dificultam a imunização de toda a população 

local (Aylward & Tangermann, 2011). 

A taxa de cobertura vacinal no Afeganistão é de 66%, e no Paquistão de 75%. 

A não erradicação da pólio nesses países é devida, em parte, às áreas de conflitos 

existentes em ambos os países já que essas áreas se tornam inacessíveis para as 

atividades de combate à pólio. Para o sucesso do Programa de Erradicação da 

Pólio, esses países devem encontrar uma forma de aumentar a segurança das 

equipes de vacinação nas áreas de conflitos pois muitos já foram mortos na tentativa 

de imunizar crianças dessas áreas. Em outras regiões de conflito, como a República 

Democrática do Congo ou a Somália, adotava-se   regularmente   “dias   de  

tranquilidade”   em   que   não havia nenhum tipo de combate permitindo a ação das 

equipes de vacinação, a pólio foi erradicada dessas nações. O mesmo não ocorre 

no Afeganistão nem no Paquistão, onde as revoltas e lutas religiosas continuam sem 

trégua (CDC, 2012; Aylward & Tangermann, 2011).  
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Figura 9. Diminuindo o 
território da Pólio. 

 
Desde 2010, quase todos os 
países com surtos ou com 
importação de poliovírus 
selvagem dos países 
endêmicos foram controlados. 
Em 2012, os casos de polio 
foram os menores já 
registrados, com apenas uma 
ocorrência por importação no 
Chad (listrado). 
(Roberts, 2012; OMS, 2012). 
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Na Nigéria, a taxa de vacinação de crianças é por volta de 65% e, apesar de 

também existirem áreas de risco e conflito, o maior problema nesse país (que 

também é o mais populoso do continente africano) é a fraca infraestrutura do 

sistema de saúde e as limitações em planejar e implementar as ações de 

imunização. Além disso, grande parte da população nigeriana perdeu a confiança na 

OPV após falsos rumores sobre a segurança dessa vacina ocorridos em 2003, 

durante um surto de pólio na região. Esses rumores alegavam que a vacina deixava 

estéril, e o uso da OPV foi suspenso em grande parte do país, um dos estados 

nigerianos (Kano) chegou a ficar 12 meses completos sem imunizar crianças contra 

a pólio causando diversos surtos e casos de poliovírus importado nos países 

vizinhos (CDC, 2011; Aylward & Tangermann, 2011). 

Outra grande preocupação são as populações nômades que se encontram 

dentro ou próximas aos países pólio-endêmicos. Atualmente tornou-se claro que os 

povos nômades constituem um dos últimos reservatórios dos poliovírus selvagens e 

eles aumentam constantemente as chances de surtos por importação do vírus. O 

programa de erradicação já definiu diversas formas de tentar alcançar essas 

populações como imunizações em estações de trens ou ainda mandar a equipe de 

vacinação em barcos. 

Em junho de 2012, os casos de pólio foram os menores já registrados, dando 

grandes esperanças ao programa de erradicação que passou por quase uma 

década de estagnação. Infelizmente, esses ganhos são frágeis e o insucesso 

continua sendo uma possibilidade real (Roberts, 2012).  

 

Por enquanto, o principal objetivo da GPEI continua sendo acabar com a 

circulação do poliovírus selvagem tentando vacinar a maior quantidade possível de 

crianças. Além disso, deve haver uma transição da OPV para a IPV nos países livres 

dessa doença para eliminar os casos de paralisia poliomielítica associada à vacina 

(VAPP) e para reduzir os riscos de aquisição de vírus selvagem, seja por importação 

ou por viagens internacionais (Nathanson & Kew, 2010). Até que a pólio seja 

erradicada, as importações podem ocorrer em qualquer país do mundo e, por isso, é 

necessária a manutenção não só de altas taxas de cobertura vacinal mas também 

de vigilância virológica de casos de paralisia flácida aguda, mesmo em países livres 

de poliovírus selvagens, como o Brasil. 
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O papel da rede de laboratórios é de enorme importância no sentido da 

certificação da erradicação da poliomielite. Esta rede global de laboratórios inclui o 

laboratório de Enterovírus da Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz) que é classificado 

como referência das Américas, segundo os critérios da OMS (CDC, 1997). 
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3. Antivirais 
 

As doenças e moléstias causadas por vírus têm sido motivo de preocupação 

para a humanidade há séculos. A vacinação possibilita a prevenção de algumas 

infecções virais como a hepatite B, a febre amarela e a poliomielite, entre outras, 

além de já ter levado à erradicação da varíola. A terapia antiviral é fundamental para 

o monitoramento das infecções que não podem ser controladas por vacinação, mas 

também é importante para as infecções cuja vacinação não tenha sido 

implementada ou não tenha alcançado a proteção pretendida (De Clercq, 2013). 

Atualmente existe um número limitado de antivirais frente ao grande número de 

viroses que afetam as populações, sendo que a maioria dos antivirais existentes é 

destinada ao tratamento da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) (OMS, 

2008). 

A falta de drogas antivirais efetivas deve-se principalmente ao fato de que os 

vírus são absolutamente dependentes das vias metabólicas da célula hospedeira 

para sua replicação. Assim, a maioria dos agentes que bloqueiam a replicação viral 

é letal ou prejudicial para as células (De Clercq, 2002). No entanto, com o aumento 

do conhecimento sobre a replicação viral, o desenvolvimento de drogas que atuam 

sobre proteínas virais sem afetar o metabolismo celular tem avançado bastante 

(White & Fenner, 1994). A pesquisa e o desenvolvimento de novos fármacos 

antivirais são essenciais devido à existência de uma enorme quantidade de vírus 

ainda sem tratamento eficaz, aos efeitos colaterais causados por antivirais 

existentes e ao surgimento de resistência (Milroy & Featherstone, 2002).  

Para que uma droga com potencial antiviral seja liberada para uso em seres 

humanos, há necessidade de vários anos de estudo. As pesquisas são dividas em 

duas fases: pré-clínica e clínica. Inicialmente, a nova droga passa pela fase pré-

clínica, sendo submetida a testes em laboratório, onde são utilizadas culturas de 

células mantidas in vitro, visando à avaliação da atividade citotóxica e antiviral. O 

presente trabalho avalia justamente essa etapa da fase pré-clínica. Em seguida são 

determinados os mecanismos celulares de ação da droga. Obtendo bons resultados 

nos quesitos anteriores, os estudos prosseguem com animais, etapa esta que 

demora de três a quatro anos. Em seguida, ocorre a fase clínica com testes em 

seres humanos (Wigg, 2008). 
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Um composto antiviral ideal deve ser: (i) facilmente administrado, sendo a 

melhor forma a oral ou qualquer uma que dispense a atividade de um profissional de 

saúde; (ii) de ação rápida; (iii) eficaz e seguro, independentemente da competência 

imunológica, podendo ser utilizada em pessoas imunodeprimidas; (iv) econômico; (v) 

estável; (vi) facilmente estocado já que moléculas antivirais não são compostos 

biológicos então não há grandes exigências para seu armazenamento e (vii) 

rapidamente distribuído pois não precisam de condições especiais de transporte 

(Collett et al., 2008; De Palma et al., 2008). 

 

3.1 Antivirais para poliovírus 
 
A erradicação da pólio está em vias de obter sucesso; com esse objetivo, a 

Iniciativa Global de Erradicação à Pólio tem contado quase que exclusivamente com 

o uso da OPV nas últimas décadas. Infelizmente, conforme a erradicação se 

aproxima, o uso da OPV torna-se cada vez mais insustentável devido à ocorrência 

de poliomielite paralítica associada à vacina e doenças causadas por poliovírus 

derivado da vacina  por causa de uma reversão da neurovirulência do vírus 

atenuado. Uma vez que a transmissão do poliovírus selvagem for interrompida 

globalmente, também deverá ser interrompido o uso da OPV. Com isso, teremos 

apenas a IPV como única arma para defender um mundo livre de pólio. Surtos são 

esperados após a cessação da OPV e existem grandes dúvidas quanto à habilidade 

da IPV em controlar esses surtos devido a todas suas desvantagens (ver seção 2.1 

vacinas). Sendo assim, uma comissão organizada à pedido da OMS e do CDC 

(Centro de Controle e Prevenção de Doenças) concluiu que o desenvolvimento de 

antivirais contra o poliovírus é uma etapa fundamental para finalizar a erradicação 

mundial da pólio. Em um mundo livre de pólio, compostos anti-poliovírus seriam 

usados para tratar indivíduos imunocomprometidos que podem se tornar excretores 

de cepas à longo prazo mas também para proteger aqueles expostos ao poliovírus 

(como os profissionais de saúde em laboratórios ou comunidades expostas à 

circulação de poliovírus derivado da vacina), agindo rápido para conter um surto e 

sendo utilizado como um complemento da IPV (Couzin, 2006; Collett et al., 2008; 

Norder et al., 2011). 

Um composto antiviral ideal para poliovírus deve, além de possuir as sete 

características citadas na seção anterior, manifestar uma ampla atividade em 
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relação às diferentes cepas virais assim como ser excessivamente seguro, sem 

demonstrar nenhum sinal de genotoxicidade, mutagenicidade, cardiotoxicidade, 

entre outros. O desenvolvimento de novos agentes antivirais se baseia nas etapas 

específicas do ciclo replicativo viral ou em modificações dos antivirais já existentes. 

Ainda são muito poucos os estudos voltados para a ação antiviral especificamente 

contra os poliovírus, então as linhas de pesquisa existentes se baseiam bastante 

sobre o atual conhecimento dos antivirais contra os picornavírus (Collett et al., 2008; 

De Palma et al., 2008). 

A investigação de drogas antivirais contra picornavírus tem sido focada quase 

que exclusivamente nos enterovírus devido ao potencial deles em causar grandes 

surtos ou infecções crônicas. O desenvolvimento desses compostos pode ser 

facilitado quando mais estruturas das proteínas virais terão sido determinadas 

(Norder et al., 2011). Como já mencionado, os picornavírus formam uma grande 

família de patógenos que afetam tanto humanos quanto animais. Apesar do enorme 

impacto clínico, ainda não existem antivirais aprovados para tratamentos de 

infecções por picornavírus (De Palma et al., 2008a, b, c).  

Em 2006 foi estabelecida a Iniciativa de Antivirais para Poliovírus cujo objetivo 

principal é de determinar se compostos candidatos à antivirais são seguros e 

capazes de prevenir, reduzir ou acabar com a excreção de poliovírus em adultos que 

tomaram a OPV (De Palma et al., 2008). A recomendação é de desenvolver no 

mínimo dois antivirais com mecanismos distintos de ação (Couzin, 2006; Collett et 
al., 2008) pois há uma grande probabilidade da emergência de variantes resistentes 

a novas drogas antivirais devido às altas taxas de mutação dos enterovírus. Uma 

forma de prevenir ou atrasar este fato é usar combinações de compostos com 

diferentes alvos do ciclo viral (Norder et al., 2011). As principais drogas em estudo 

incluem os inibidores de capsídeo e os de proteases (OMS, 2012).  

Os inibidores de capsídeos representam a classe de antivirais mais 

extensamente estudada nos picornavírus e atuariam bloqueando a adsorção viral e, 

portanto, impedindo a entrada do genoma viral no citoplasma da célula hospedeira. 

Em relação aos inibidores de proteases, os mais estudados são os voltados na 

inibição da 3C pois esta protease é comum a todos os membros da família 

Picornaviridae sendo sempre responsável pela maioria das clivagens da poliproteína 

viral. Além de ser essencial na replicação e na maturação viral, a proteína 3C é 

bastante conservada em toda esta família apresentando uma estrutura bem 
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diferente das proteases celulares conhecidas; tudo isso torna 3C um grande alvo 

dos estudos antivirais (Collett et al., 2008; Baxter et al., 2010). A protease 2A é 

altamente conservada nos enterovírus e rinovírus e diversas substâncias já foram 

identificadas como potenciais inibidores dessas proteases (Chen et al., 2008). 
O desenvolvimento de um antiviral contra pólio tem grandes probabilidades 

de sucesso, há numerosos e excelentes pontos de partida que poderiam permitir a 

elaboração rápida e economicamente viável desses compostos. Tendo em vista a 

iminência da erradicação da pólio, o tempo de ação é agora. Uma grande questão é 

como mobilizar recursos necessários e estimular o interesse farmacêutico para o 

desenvolvimento desses antivirais que serão usados principalmente em países do 

terceiro mundo ou em casos esporádicos. Infelizmente, até hoje, nenhum antiviral 

para poliovírus foi aprovado (Collett et al., 2008, De Clercq, 2013). 
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JUSTIFICATIVA 
 

O trabalho da Iniciativa Global de Erradicaçãoda Pólio não vai acabar uma 

vez que a poliomielite for erradicada. A manutenção de atividades será necessária 

para minimizar os riscos de reintrodução do poliovírus e da emergência de 

circulação do poliovírus derivado da vacina (cVDPV). A fim de se preparar para a 

gestão destes riscos, o Fundo Global de Erradicação da Pólio tem um programa com 

várias frentes de trabalho dentre as quais encontram-se a pesquisa, a formulação de 

estratégias e o desenvolvimento de políticas, entre outros. 

A pesquisa é um componente vital da GPEI, fornecendo os elementos 

necessários para guiar os passos finais para um mundo livre de pólio. O programa 

de pesquisa tem como objetivo identificar, desenvolver e avaliar novas ferramentas e 

abordagens adaptadas para maximizar o impacto dos esforços de erradicação. As 

áreas de pesquisa atuais incluem diferentes tópicos como: otimização da eficácia e 

da distribuição da OPV, o desenvolvimento de IPV mais acessível, o gerenciamento 

dos riscos associados ao poliovírus derivado e os antivirais, dentre outros. 

O estudo de antivirais explora o papel de um tratamento antiviral para 

proteger as pessoas em um mundo livre de poliomielite após a erradicação. Há três 

situações previstas para o uso de drogas antivirais pólio: (i) para pessoas 

imunodeficientes que estão cronicamente excretando o poliovírus, (ii) para as 

pessoas expostas ao vírus, por exemplo, através da exposição involuntária de 

laboratório e (iii) para as comunidades expostas  à circulação do cVDPV na era pós-

erradicação (provavelmente em conjunto com a IPV). 

Em 2006, a iniciativa de antivirais contra o Poliovírus foi estabelecida. Seu 

objetivo imediato era determinar se as drogas antivirais candidatas eram seguras e 

capazes de prevenir, diminuir ou parar a disseminação de poliovírus em adultos que 

receberam a vacina oral contra a poliomielite. As drogas candidatas para antivirais 

em estudo incluem inibidores do capsídeo viral e inibidores da protease (OMS - The 

Global Polio Eradication Initiative, 2012). 

O desenvolvimento de antivirais contra os poliovírus é considerado uma 

condição necessária para o êxito da erradicação mundial da pólio (Couzin, 2006). 

Portanto é de extrema importância a pesquisa e o desenvolvimento de antivirais 

contra a pólio, além de ser fortemente apoiada pela OMS. 
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As substâncias testadas neste trabalho são pseudopeptídeos derivados do 

ácido tartárico e correspondem a moléculas quimicamente definidas que foram 

sintetizadas pelo grupo do professor Joaquim Mendes da Silva, no laboratório de 

Química Medicinal do Pólo de Xistoquímica (PXQMed) da Universidade Federal do 

Rio de Janeiro (UFRJ). Os pseudopeptídeos foram desenvolvidos racionalmente, de 

acordo com o alvo viral, para inibir especificamente a serino protease NS3 do vírus 

da hepatite C (HCV). Além do desenvolvimento das moléculas, este grupo também 

realizou a avaliação farmacológica destes em parceria com outros laboratórios da 

UFRJ, frente à inibição da protease do HCV, do vírus da Dengue tipo 2 (DENV-2) e 

do vírus da Imunodeficiência Humana (HIV).  

O teste dos pseudopeptídeos neste trabalho representa um projeto em 

parceria com este grupo da UFRJ, no intuito de avaliar a atividade das moléculas em 

mais um grupo de vírus, os poliovírus. A escolha em testar esses compostos decorre 

da forte semelhança estrutural encontradas nas proteases do HCV e dos poliovírus, 

além de uma dessas moléculas ter apresentado uma boa atividade antiviral sobre o 

HCV.  
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OBJETIVO 
 

 
1. Objetivo geral 
 

O objetivo geral deste trabalho é analisar a possível atividade antiviral de sete 

pseudopeptídeos derivados do ácido tartárico sobre a replicação dos poliovírus.  

 

 

2. Objetivos específicos 
 

(i) Avaliar a atividade citotóxica das moléculas sobre culturas celulares e definir 

as faixas de concentração não-tóxicas às células. Os tipos celulares 

utilizados foram RD e L20B segundo recomendação da OMS. 

(ii)  Analisar o efeito antiviral das moléculas em células previamente infectadas 

com poliovírus. 

(iii)  Analisar o efeito antiviral das moléculas em células quando adicionadas 

antes da infecção por poliovírus. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 

1. Cultura de células 

 

A metodologia utilizada especificamente quanto à pólio é baseada no manual de 

laboratório de Pólio da OMS (OMS, 2004). A OMS recomenda que todas as 

amostras suspeitas de conter o poliovírus devam ser inoculadas em duas linhagens 

de células: células L20B, uma linhagem de células de camundongos geneticamente 

modificadas que expressam o receptor humano do poliovírus, e células RD que são 

células diplóides derivadas de rabdomiossarcoma embrionário humano – células 

sensíveis ao isolamento de poliovírus. A seleção de apenas duas linhagens de 

células para o diagnóstico laboratorial da poliomielite permite a padronização das 

técnicas e a comparação dos resultados entre os diferentes laboratórios de vírus do 

mundo, proporcionando uma alta sensibilidade para detecção de poliovírus. As 

células foram fornecidas pelo CDC (Centro de Controle e Prevenção de Doenças, 
Atlanta, USA) ao Laboratório de Enterovírus da Fiocruz/RJ.  

 
As células foram crescidas em garrafas plásticas descratáveis de 75 cm2 e 

mantidas em estufa a 37 °C por 48 horas. Para a manutenção das culturas celulares, 

monocamadas confluentes foram repicadas utilizando-se o seguinte procedimento: 

inicialmente, as células foram lavadas com tampão PBS 1x (solução salino-fosfato). 

Em seguida, desprezou-se o tampão e adicionou-se tripsina a 0,25% diluída em PBS 

com EDTA a 0,1 M. A solução de tripsina permaneceu em contato com a 

monocamada celular até que esta se desprendesse da parede da garrafa. Logo 

após, as células foram homogeneizadas com meio mínimo essencial de Eagle com 

salina Earle´s (Eagle-MEM) contendo 5% de soro fetal bovino, antibióticos e 

antimicóticos. Posteriormente, 2 mL dessa suspensão celular foi colocado em uma 

nova garrafa estéril e acrescentou-se 18 mL de meio de cultura de crescimento, 

específico para cada linhagem celular. A formação da monocamada celular completa 

ocorre cerca de 48 horas depois, sendo observada no microscópio invertido. 
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2. Vírus 
 

 Os vírus foram produzidos em células RD infectadas com o vírus estoque 

padrão. O inóculo viral foi diluído em meio de cultura e a adsorção foi realizada 

durante 45 minutos, a 37°C. Após este período, o meio foi descartado, as células 

foram lavadas com PBS para remoção das partículas não-adsorvidas, e meio novo 

foi adicionado à cultura. Cerca de 24 a 48 horas após a infecção, com efeito 

citopático já avançado (definido pelo aspecto da monocamada em microscopia 

ótica), o sobrenadante foi coletado em 2 tubos de 15mL, sempre mantidos em gelo. 

Os tubos foram centrifugados a 8ºC por 10 minutos em uma velocidade de 4500 rpm 

para a remoção dos restos celulares. O sobrenadante contendo o vírus foi então 

aliquotado e estocado à -70°C. Foram utilizados os poliovírus tipo 1 e 2 previamente 

titulados. 

 

3. Moléculas   
  

 As moléculas foram sintetizadas e cedidas pelo grupo do professor Joaquim 

Mendes da Silva do Laboratório de Química Medicinal do Pólo de Xistoquímica 

(PXQMed), Departamento de Química Orgânica no Instituto de Química da UFRJ. 

As moléculas utilizadas neste trabalho são pseudopeptídeos derivados do ácido 

tartárico que possui um cerne diidroxietileno e um eixo de simetria do tipo C2, o que 

proporciona a possibilidade da síntese de inibidores simétricos que podem 

apresentar uma complementaridade estrutural adequada. Todo o processo da 

síntese dessas moléculas (sendo a maioria inéditas na literatura) está retratado na 

dissertação do aluno Ricardo Yaunner, elaborada sob a orientação do  professor 

Joaquim Mendes da Silva (Yaunner, 2010).  

Devido a seu baixo peso molecular, esses compostos conseguem penetrar 

efetivamente nas membranas biológicas celulares (Barros et al., 2006). Por não 

serem solúveis em água, as moléculas foram diluídas em DMSO (dimetilsulfóxido), 

um solvente orgânico cuja toxicidade foi previamente avaliada sobre células RD e 

L20B. As diluições ocorreram em DMSO 1% (diluído em meio sem soro) e foram 

baseadas no peso molecular e no peso em grama de cada substância, fornecidos 

juntos com as moléculas. Os nomes, estruturas e fórmulas moleculares (FM) das 

moléculas utilizadas no presente trabalho encontram-se nas próximas páginas.
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Devido à complexa nomenclatura das moléculas, elas são retratadas ao longo do 

trabalho pelas suas abreviações que são: 

(i) RY152    (v) P2 

(ii) RY136    (vi) P6 

(iii) RY108    (vii) RY200 

(iv) RY218B  

 

 

(i) RY152  
(2S)-2-[((2R,3R)-2,3-bis(acetiloxi)-4-{[(1S)-3-etoxi-1-(etoxicarbonil)-3 

oxopropil]amino}-4-oxobutanoil)amino] butanodionato de dietila 

 
F.M: C24H36N2O14 

 

 

(ii) RY 136  
(2R)-2-[((2S,3S)-2,3-bis(acetiloxi)-4-{[(1R)-3-etoxi-1-(etoxicarbonil)-3- 

oxopropil]amino}-4-oxobutanoil)amino] butanodionato de dietila 

 
F.M:C24H36N2O14 
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(iii) RY 108  
(2S)-2-[((2S,3S)-2,3-bis(acetiloxi)-4-{[(1S)-3-etoxi-1-(etoxicarbonil)-3- 

oxopropil]amino}-4-oxobutanoil)amino] butanodionato de dietila 

 
F.M:C24H36N2O14  

 

 

(iv) RY 218B 
({(2S,3S)-2,3-bis(acetiloxi)-4-[(2-etoxi-2-oxoetil)amino]-4-oxobutanoil} 

amino)acetato de etila 

O
N
H

H
N

O

O

O

OO

O O

O

O  
F.M: C16H24N2O10 

 

 

(v) P2 
({(2R,3R)-2,3-bis(acetiloxi)-4-[(2-etoxi-2-oxoetil)amino]-4-oxobutanoil} 

amino)acetato de etila 

 
F.M: C16H24N2O10 



- 40 - 

 

(vi) P6 
(2S)-2-[((2R,3R)-2,3-bis(acetiloxi)-4-{[(1S)-4-etoxi-1-(etoxicarbonil)-4- 

oxobutil]amino}-4-oxobutanoil)amino]pentanodionato de dietila 

 
F.M: C26H40N2O14 

 

 

(vii) RY200 
(2S)-2-[((2S,3S)-2,3-bis(acetiloxi)-4-{[(1S)-4-etoxi-1-(etoxicarbonil)-4- 

oxobutil]amino}-4-oxobutanoil)amino]pentanodionato de dietila 

 
F.M: C26H40N2O14 
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4. Determinação da viabilidade celular 
 
A citotoxicidade dos compostos foi determinada através da técnica denominada 

“dye-uptake”   (Borenfreund & Puerner, 1985), que consiste na incorporação do 

corante vermelho neutro pelas células vivas e sua posterior extração e quantificação 

por leitura em espectrofotômetro em comprimento de onda de 490 nm. O preparo da 

microplaca consiste na realização de uma suspensão celular (RD ou L20B) e 

distribuição de 100L em cada poço. A placa é incubada em estufa a 37oC por cerca 

de 24h para atingir a confluência desejada. O ensaio é realizado através do 

tratamento das células com diluições seriais em triplicata do composto e mantidas 

em estufa nas condições adequadas por 24h - foram utilizadas oito diluições: 

300µM, 150 µM, 75 µM, 38 µM, 19 µM, 10 µM, 5 µM e 2,5 µM. Após esse período, 

100 µL da solução de vermelho neutro a 50 µg/L são adicionados às células. As 

placas ficam incubadas por 3 horas em estufa para a incorporação do corante. Em 

seguida, as placas são lavadas duas vezes com PBS (tampão salina fosfato) e as 

células fixadas por 5 minutos com 100 µL de formaldeído 20%. A solução fixadora é, 

então, retirada e o corante extraído por 20 minutos, com 100 µL de uma solução 

metanol 50% e ácido acético 1%. Por fim, as placas são lidas em espectrofotômetro. 

As leituras foram transformadas em porcentagem de células viáveis, tratadas com 

cada composto em cada concentração, em relação a células controle (não-tratadas). 

 

5. Infecção das células 
 

Para os experimentos, a infecção é feita em monocamadas de células RD e 

L20B confluentes cultivadas em placas de 96 furos. O meio de cultura é retirado e a 

monocamada é lavada com PBS. Em seguida, adiciona-se a suspensão viral cujo 

período de adsorção é de 1 hora nas condições adequadas. A suspensão viral foi 

previamente titulada para garantir que a diluição do vírus utilizada gere efeito 

citopático nas culturas celulares. Após este tempo de 1 hora, descarta-se o meio de 

cultura e lava-se a monocamada com PBS para retirar o vírus não adsorvido. A 

seguir, adiciona-se 100µl de meio de cultura completo com ou sem as moléculas em 

estudo nas concentrações indicadas em cada experimento, e as culturas são 

mantidas nas condições adequadas.  
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Também foram feitos experimentos semelhantes em que primeiro ocorre a 

incubação das células com diferentes concentrações não tóxicas das drogas por 48 

horas, e em seguida ocorre a infecção como descrito acima, sendo que, no final, 

adiciona-se 100µl de meio de cultura somente, sem as moléculas. 

O efeito antiviral foi avaliado através da observação dessas células no 

microscópio invertido em diversos momentos após a infecção (de hora em hora), 

sempre comparando as células infectadas por poliovírus e incubadas com as 

diferentes concentrações de cada composto com o controle viral (células com vírus) 

e o controle celular (células só com meio). Essa observação se baseia no 

aparecimento do efeito citopático que é muito característico em poliovírus e 

facilmente identificável. 
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RESULTADOS 
 

1. Efeito das moléculas sobre a viabilidade celular 
 
O primeiro experimento a ser realizado é a determinação da viabilidade celular; 

este é de suma importância para poder conduzir qualquer outro experimento com 

substâncias de potencial antiviral, para que se possa testar concentrações das 

moléculas onde o efeito antiviral não seja confundido com a toxicidade da molécula, 

pois se a célula está sofrendo com o efeito tóxico, isto vai levar à uma baixa da 

produção viral. Para a avaliação da citotoxidade foram realizados experimentos 

determinando a viabilidade celular na presença de diversas concentrações das sete 

moléculas. Células RD e L20B confluentes foram incubadas por 24 horas com 

diferentes concentrações de cada molécula, em diluições seriadas. Cada 

concentração foi testada em triplicata. As células foram incubadas com corante 

vermelho neutro e, em seguida, foi feita a leitura em espectrofotômetro 

determinando assim a viabilidade celular, como  descrito em Material e Métodos. 

Os resultados apresentados pelas leituras demonstram que todas as moléculas 

apresentam faixas de concentração nas quais se observa baixa toxicidade em 

células RD e L20B. Nenhuma das moléculas se mostrou tóxica para as células, 

todas elas apresentaram mais de 70% de viabilidade na concentração de 300µM, 

algumas delas chegando a mais de 90% de viabilidade nesta mesma concentração. 
Esses resultados estão representados nos gráficos a seguir, os gráficos de 1 à 7 

se referem à viabilidade em células RD e os gráficos de 8 à 14 são relativos aos 

experimentos conduzidos com células L20B. Os valores indicam o percentual de 

células viáveis (% viabilidade) em diferentes concentrações (de 2,5µM à 300µM) em 

relação à células controle (não-tratadas), e correspondem à média de três 

experimentos. 
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Gráfico 1. Viabilidade de células RD com RY152. Células RD confluentes foram 

tratadas por 24 horas com diferentes concentrações da molécula RY152 e, em 

seguida, a viabilidade celular foi determinada. Em 300µM, a viabilidade foi de 72%. 

 

 

 
Gráfico 2. Viabilidade de células RD com RY136. Células RD confluentes foram 

tratadas por 24 horas com diferentes concentrações da molécula RY136 e, em 

seguida, a viabilidade celular foi determinada. Em 300µM, a viabilidade foi de 73%. 
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Gráfico 3. Viabilidade de células RD com RY108. Células RD confluentes foram 

tratadas por 24 horas com diferentes concentrações da molécula RY108 e, em 

seguida, a viabilidade celular foi determinada. Em 300µM, a viabilidade foi de 76%. 
 
 

 
Gráfico 4. Viabilidade de células RD com RY218B. Células RD confluentes foram 

tratadas por 24 horas com diferentes concentrações da molécula RY218B e, em 

seguida, a viabilidade celular foi determinada. Em 300µM, a viabilidade foi muito 

boa, 92%. 
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Gráfico 5. Viabilidade de células RD com P2. Células RD confluentes foram 

tratadas por 24 horas com diferentes concentrações da molécula P2 e, em seguida, 

a viabilidade celular foi determinada. Em 300µM, a viabilidade foi bem alta, 93%. 

 
 

 
Gráfico 6. Viabilidade de células RD com P6. Células RD confluentes foram 

tratadas por 24 horas com diferentes concentrações da molécula P6 e, em seguida, 

a viabilidade celular foi determinada. Em 300µM, a viabilidade foi de 80%. 
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Gráfico 7. Viabilidade de células RD com RY200. Células RD confluentes foram 

tratadas por 24 horas com diferentes concentrações da molécula RY200 e, em 

seguida, a viabilidade celular foi determinada. Em 300µM, a viabilidade foi de 86%. 
 
 

 
Gráfico 8. Viabilidade de células L20B com RY152. Células L20B confluentes 

foram tratadas por 24 horas com diferentes concentrações da molécula RY152 e, em 

seguida, a viabilidade celular foi determinada. Em 300µM, a viabilidade foi de 77%. 
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Gráfico 9. Viabilidade de células L20B com RY136. Células L20B confluentes 

foram tratadas por 24 horas com diferentes concentrações da molécula RY136 e, em 

seguida, a viabilidade celular foi determinada. Em 300µM, a viabilidade foi de 76%. 

 

 

 
Gráfico 10. Viabilidade de células L20B com RY108. Células L20B confluentes 

foram tratadas por 24 horas com diferentes concentrações da molécula RY108 e, em 

seguida, a viabilidade celular foi determinada. Em 300µM, a viabilidade foi de 74%. 
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Gráfico 11. Viabilidade de células L20B com RY218B. Células L20B confluentes 

foram tratadas por 24 horas com diferentes concentrações da molécula RY218B e, 

em seguida, a viabilidade celular foi determinada. Em 300µM, a viabilidade foi de 

85%. 

 
 

 
Gráfico 12. Viabilidade de células L20B com P2. Células L20B confluentes foram 

tratadas por 24 horas com diferentes concentrações da molécula P2 e, em seguida, 

a viabilidade celular foi determinada. Em 300µM, a viabilidade foi de 89%. 
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Gráfico 13. Viabilidade de células L20B com P6. Células L20B confluentes foram 

tratadas por 24 horas com diferentes concentrações da molécula P6 e, em seguida, 

a viabilidade celular foi determinada. Em 300µM, a viabilidade foi de 83%. 

 
 

 
Gráfico 14. Viabilidade de células L20B com RY200. Células L20B confluentes 

foram tratadas por 24 horas com diferentes concentrações da molécula RY200 e, em 

seguida, a viabilidade celular foi determinada. Em 300µM, a viabilidade foi de 81%. 
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2. CC90 

 

Com os dados da citotoxidade em mãos, foi possível elaborar uma tabela 

indicando a concentração das diferentes moléculas que permite 90% de viabilidade 

celular (CC90), ou seja, a concentração dos compostos que reduz em 10% a 

viabilidade das células RD e L20B. Os dados obtidos foram estimados a partir dos 

valores médios de três experimentos 

 

 

Molécula CC90 (µM) em RD CC90 (µM) em L20B   

RY152 55±3,37 97±1,57 

RY136 

RY108 

RY218B 

P2 

P6 

RY200 

105±5,12 

132±2,46 

302±2,04 

310±4,23 

134±3,77 

212±2,76 

94±2,06 

118±3,42 

225±1,94 

254±2,18 

133±2,35 

152±2,11 

Tabela 3. CC90.  A concentração das moléculas em que a viabilidade das células RD 

e L20B está em 90%. 
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 3.  Efeito antiviral das moléculas sobre o poliovírus 
 
Após avaliar as faixas de concentração com baixa toxicidade em células RD e 

L20B, a atividade antiviral das moléculas em cultura de células foi testada. Para tal 

fim, as células foram infectadas com poliovírus e, posteriormente tratadas com 

concentrações crescentes das moléculas, sempre em concentrações não tóxicas 

para as células, ou seja, que apresentaram uma viabilidade acima de 80%. Cada 

concentração foi testada em triplicata e o experimento foi repetido 3 vezes para cada 

linhagem celular. 

Nenhuma das sete moléculas demonstrou atividade antiviral sobre o poliovírus, 

nem protegendo as células quando adicionadas antes da infecção, nem evitando a 

infecção quando acrescentadas depois. Essas conclusões foram tiradas pela 

observação do efeito citopático (EC) nos experimentos comparando sempre com o 

controle viral em diferentes momentos após a infecção. A presença das moléculas, 

sejam elas adicionadas antes ou depois do poliovírus, não mostrou nenhuma 

diferença em relação ao EC quando comparado com o controle viral.  

O EC do poliovírus em monocamadas de células é bem característico e 

facilmente identificável pois as células infectadas apresentam mudanças 

morfológicas específicas como arredondamento, enrugamento e acentuada picnose 

nuclear (condensação da cromatina), provocando o descolamento da superfície do 

suporte. Além disso, também há a proliferação das vesículas membranosas e 

mudanças na permeabilidade da membrana nas células infectadas com poliovírus. 

O EC causado por poliovírus em células L20B e em células RD encontra-se 

exemplificado nas figuras 10 e 11. Não se trata de um resultado deste trabalho mas 

de um exemplo para mostrar o quão distinto e facilmente detectado é o EC do 

poliovírus. Com isso, demonstra-se que os resultados obtidos baseados na 

observação são confiáveis.  

Em ambas as figuras encontram-se, no topo a direita, as células não infectadas 

formando uma monocamada confluente indicando a aparência característica de 

células não inoculadas. Os outros quadros mostram as células em momentos após a 

infecção com o poliovírus. É possível perceber que as células infectadas apresentam 

modificações morfológicas nítidas, como o arredondamento, caracterizando o efeito 

citopático dos poliovírus. 
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Figura 10. Efeito citopático do poliovírus em células L20B.  
No topo a direita encontram-se células L20B não inoculadas, sem vírus, apenas com 

meio de cultura (controle celular). Nos demais quadros estão retratadas as células 

L20B inoculadas com poliovírus em diferentes momentos após a infecção. Com isso 

é possível perceber facilmente a diferença da aparência característica de células 

L20B não-infectadas para as infectadas. 
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Figura 11. Efeito citopático do poliovírus em células RD.  
No topo a direita encontram-se células RD não inoculadas, apenas com meio de 

cultura (controle celular). Nos demais quadros estão retratadas as células RD 

inoculadas com poliovírus em diferentes momentos após a infecção. Com isso é 

possível perceber facilmente a diferença da aparência característica de células RD 

não-infectadas para as infectadas. 
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DISCUSSÃO 
 

Os vírus são agentes patogênicos capazes de provocar doenças graves em 

seres humanos, animais e plantas. Devido à sua importância clínica e científica, os 

vírus foram e continuam sendo muito estudados. Os estudos sobre vírus, seus ciclos 

replicativos e suas interações com a célula hospedeira estabeleceram várias áreas 

de pesquisa ao longo do tempo. A descoberta e desenvolvimento de novos agentes 

antivirais é um importante componente da pesquisa em virologia e já resultou no uso 

clínico de diversos compostos eficazes direcionados contra elementos virais.  

As proteases virais são enzimas cujas funções são essenciais durante o ciclo 

biológico do vírus, elas representam um ótimo alvo na pesquisa de antivirais e têm 

sido intensamente estudadas nos últimos 30 anos. As análises estruturais e 

sequênciais das proteases virais demonstraram o quão compactas são essas 

enzimas, elas são geralmente bem menores que as proteases celulares já 

estudadas. Além da diferença de tamanho, a maioria das proteases virais possuem 

pontes dissulfueto que não se encontram em proteases celulares. As proteases 

virais têm pouca homologia de sequência com as proteínas celulares, mesmo 

quando compartilham a mesma estrutura tridimensional. Devido às suas seqüências 

únicas e tamanhos compactos, as proteases virais geralmente têm especificidade de 

substrato bem distinta e muito significativa para o desenvolvimento de seus 

inibidores. Todas essas características tornam as proteases virais excelentes alvos 

na pesquisa de antivirais; os compostos específicos para inibir essas enzimas virais 

têm pouca probabilidade de provocar uma reação cruzada indesejável com 

proteínas celulares já que não há homologia nas sequências delas, ou seja, os 

inibidores de proteases virais costumam ser pouco citotóxicos (Tong, 2002). 

Os compostos testados neste trabalho foram sintetizados visando inibir um 

alvo bem específico, a serino protease do HCV. A estrutura geral dos protótipos a 

inibidores de protease (Figura 12) visa a inativação da tríade catalítica desta enzima 

e se baseia em modelos presentes na literatura (Hedstrom, 2002).  
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Figura 12. Estrutura geral do composto protótipo. Estrutura que originou os 

pseudopeptídeos derivados do ácido tartárico visando o desenvolvimento de 

inibidores de proteases (Yaunner, 2010). 

 

No presente trabalho, os pseudopeptídeos citados acima foram testados na 

replicação dos poliovírus visando a inibição das proteases 2A e 3C. Essas duas 

enzimas virais são classificadas como cisteíno proteases devido ao resíduo de 

cisteína presente em seu sítio ativo. Comparações feitas entre sequências de 

proteases celulares levaram à dedução de que, apesar de serem cisteíno proteases, 

2A e 3C possuem a estrutura conformacional das quimotripsinas que ficam na 

família das serino proteases (Allaire et al., 1994; Matthews et al., 1994; Bergmann et 
al., 1997; Mosimann et al.,1997; Petersen et al., 1999; Seipelt et al., 1999), grupo ao 

qual pertence a NS3 protease do HCV (Tong, 2002). As serino proteases utilizam 

serina no seu sítio catalítico enquanto as cisteíno proteases usam cisteína. Apesar 

desta diferença molecular, as proteases 2A e 3C dos poliovírus e a NS3 do HCV 

têm, todas três, conformação tridimensional de quimotripsina o que torna seus 

mecanismos de ação muito semelhantes já que a atividade das enzimas é 

intimamente ligada à estrutura delas (Rawlings & Barrett, 1993; 1994). Além disso, a 

protease 2A dos poliovírus possui um íon de zínco (Zn2+), essencial para sua 

estabilidade e atividade, ligado covalentemente à sua extremidade C-terminal 

(Racaniello, 2001). A NS3 serino-protease do HCV também possui um íon de Zn2+ 

ligado à sua estrutura que é essencial para o seu funcionamento; esta ligação é 

equivalente à esta da 2A (Tong, 2002), o que demonstra mais uma semelhança 

entre essas enzimas. 
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Após terem sido sintetizados e caracterizados, os compostos foram avaliados 

quanto à sua atividade inibitória frente às proteases do HIV, do HCV e do DENV-2 

no Laboratório de Genômica Estrutural do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho 

e Laboratório de Virologia Molecular Animal, ambos localizados na UFRJ. Os 

resultados de inibição da protease do HCV mostram que apenas um dos compostos 

(o RY136) provocou a diminuição da atividade relativa desta enzima. Já para as 

proteases do HIV e do DENV-2, os compostos testados não foram capazes de 

modificar a atividade enzimática significativamente (Yaunner et al., 2011).  

A protease do HIV é uma protease aspártica cujo sítio catalítico é diferente 

das serino proteases. Essa foi possivelmente a razão pela qual os compostos 

utilizados não foram capazes de inibí-la já que foram desenvolvidos para inativar a 

tríade catalítica de serino-proteases. A protease do DENV-2, por sua vez, é uma 

serino-protease mas difere da HCV protease por não possui um átomo de metal em 

sua estrutura (Luo et al., 2008). Uma possível explicação para a falta de atividade 

inibitória é a relação de especificidade de substrato para esta enzima que utiliza um 

aminoácido com um resíduo ácido que não interagiu com os sítios próximos ao sítio 

catalítico. Estudos sobre a protease da Dengue mostram que estes reconhecem 

preferencialmente pares de resíduos de aminoácidos básicos (Chanprapaph et al., 
2005; Melino & Paci, 2007; Yaunner, 2010). Em relação aos resultados de inibição 

da protease do HCV obtidos, apenas um composto foi capaz de diminuir a atividade 

desta enzima. As moléculas testadas apresentavam centros quirais diferentes e 

apenas um foi reconhecido por esta enzima sugerindo uma alta especifidade na 

interação entre o pseudopeptídeo e a protease (Yaunner et al., 2011). 

  

Os pseudopeptídeos derivados do ácido tartárico não demonstraram 

nenhuma atividade antiviral contra os poliovírus como demonstrado nos resultados 

deste trabalho. Esta falta de atividade é provavelmente devido ao fato das proteases 

dos poliovírus serem cisteíno-proteases cuja tríade catalítica difere dessa das 

serino-protease pois cada família de proteases possui um grupo específico de 

resíduos de aminoácidos agrupados em uma configuração particular para formar o 

sítio ativo (Neurath, 1986). Isto também se aplica à protease do HIV que se encontra 

em uma terceira família, as aspártico-proteases.  
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Os resultados encontrados neste trabalho e em todos os citados acima 

sugerem que os pseudopeptídeos testados são compostos muito específicos e não 

representam bons candidatos a inibidores de proteases. Apesar disto, o único 

resultado positivo encontrado, a inibição da HCV protease pelo composto RY136, 

motiva a continuação dos estudos relacionados a este grupo de moléculas com este 

padrão de centro quiral. Este resultado também reforça a alta especificidade na 

interação entre o composto e a enzima, necessária para uma atividade inibitória 

significativa (Yaunner, 2010). 

 
 Em relação aos poliovírus especificamente, e aos picornavírus de forma geral, 

existem muitas linhas de pesquisas sobre o desenvolvimento de inibidores de 

proteases virais. Os principais trabalhos nesta área são sobre inibidores da protease 

3C, principalmente dos rinovírus (HRV), responsáveis pelo resfriado comum. Até 

hoje, os principais compostos desenvolvidos nesta linha foram o rupintrivir (ou 

AG7088) e  seu  análogo  chamado  de  “Composto  1”  (ou  AG7404).  Nos estudos sobre 

HRV, o rupintrivir se mostrou um inibidor irreversível da função da protease 3C do 

HRV apresentando uma forte atividade anti-HRV de amplo espectro (Patick et al., 
1999; Binford et al., 2005), apesar disto, seu desenvolvimento  foi finalizado na fase 

clínica por apresentar atividade insatisfatória em estudos de infecção natural de 

rinovírus, além de não ter uma boa biodisponibilidade oral (Patick, 2006; Sênior, 

2002). O Composto 1 foi definido como um análogo do rupintrivir que possui o 

mesmo mecanismo de ação mas com uma melhor biodisponibilidade oral, ele se 

mostrou seguro e bem tolerado em humanos. Contudo, não há previsão para o 

avanço do desenvolvimento deste composto que também não passou da fase clínica  

(Patick, 2006; De Palma et al., 2008; Collett et al., 2008). 

 Devido à natureza conservada da protease 3C nos picornavírus, os dois 

compostos também foram testados em poliovírus; ambos mostraram uma forte 

atividade antiviral frente aos três sorotipos vacinais do poliovírus sem apresentar 

nenhum sinal de citotoxicidade nas maiores concentrações testadas. A atividade in 
vitro desses inibidores de proteases foi semelhante para os poliovírus e rinovírus 

(sendo estes últimos os vírus contra os quais os compostos foram originalmente 

desenvolvidos) (Patick et al., 1999; Patick et al., 2005). Esses resultados apontam 

esses inibidores como fortes candidatos para estudos mais aprofundados em 

relação ao tratamento e à profilaxia da infecção por poliovírus, principalmente o 
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Composto 1 pela sua excelente biodisponibilidade oral e seu perfil farmacocinético 

mais favorável e seguro (De Palma et al., 2008). Atualmente nenhum antiviral está 

aprovado contra os poliovírus e ainda não existe nenhum medicamento em uso 

clínico contra qualquer picornavírus (Merilahti et al., 2012).  
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CONCLUSÃO 
 

 

(i) Os compostos avaliados não se mostraram tóxicos às células; em ambas as 

linhagens celulares testadas, as moléculas apresentaram ótimas faixas de 

concentração não-tóxicas às células. 

 

(ii) Os compostos não foram capazes de inibir a replicação dos poliovírus quando 

adicionados em células previamente infectadas com poliovírus. 

 

(iii)  Não foi detectado nenhum efeito antiviral dos compostos quando estes foram 

adicionados na cultura de células antes da infecção com poliovírus. 
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