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SUMARIO

Os virus sao parasitas intracelulares obrigatorios, conhecidos por infectarem e causarem
doenca em humanos. Com base na sua capacidade de se replicarem dentro de um
organismo, os virus t€ém vindo a ser estudados, com o intuito de causarem efeitos
benéficos no tratamento de determinadas patologias, ou seja, como verdadeiras
maquinas que se encontram ao dispor da industria farmacéutica. Assim, ao longo deste
texto, foi realizado um primeiro enquadramento tedrico em que se pretendeu definir
virus, classificad-los segundo as estratégias que utilizam para produzir o mRNA
(Classificagao de Baltimore), caracteriza-los quanto 4 sua composi¢do e morfologia,
assim como, abordar as principais etapas do seu ciclo de replicagdo viral e definir as
principais formas de transmissao e os principais tipos de infec¢do viral. Seguidamente,
revelou-se de interesse, realizar uma breve revisao tedrica do que tém vindo a ser
estudado com maior énfase nesta tematica. Aqui, incluem-se por exemplo, a
possibilidade da sequenciagdo de virus por parte da industria, bem como de que formas
estes tém vindo a ser utilizados pela mesma: tipos de vectores virais mais utilizados,
avangos potenciados no desenvolvimento de novas vacinas € o crescente interesse da
utilizacdo de bacteriofagos no combate a determinadas patologias. Para terminar,
abordou-se um pouco do que tém a vindo a ser realizado por parte da disciplina da
biotecnologia paralelamente a industria farmacéutica no que respeita a disponibilizacao
crescente de novas abordagens terapéuticas, com especial destaque para os aptamers,

tecnologia antisense e tecnologia DRACO.

ABSTRACT

Viruses are obligate intracellular parasites, commonly known by their capacity to infect
and cause disease in humans. Based on this ability, viruses have been studied with the
aim of causing beneficial effects in the treatment of certain diseases, in other words they
have been studied as real machines that are available for pharmaceutical industry. Thus,
throughout this paper, we’ve started by a clear definition of viruses, classified them
according to certain characteristics and by Baltimore, have characterized them

according to their composition and morphology. Furthermore, we've analyzed the key



steps of its viral cycle of replication and had defined the kinds of transmission as well as
the main types of viral infection. Subsequently, it was made a research about what has
been studied with more emphasis to date about this theme. Here we've included the
possibility of sequencing virus by the industry as well as the most common viral vectors
used, the new developments in vaccines and the increasing interest of using
bacteriophages in order to combat some diseases. Finally, we've tried to make a
parallelism between biotechnology developments and the new archives made by
industry with focus on the new therapeutic approaches, with particular emphasis on

aptamers, oligonucleotides antisense and DRACO technology.
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INTRODUCAO
I - VIRUS

Ao contrario de outros microrganismos como fungos e parasitas, os virus sao parasitas
intracelulares obrigatdrios, ou seja, sdo microrganismos que dependem do hospedeiro
para replicarem, uma vez que nao tem a capacidade de sintetizar proteinas, bem como
nao dependem da obtencdo de energia para sobreviverem. Ao contrario dos virus mais
complexos como por exemplo os minivirus, os virus mais simples, sdo compostos por
genoma de DNA ou RNA, protegidos por uma estrutura proteica € por vezes também
por uma membrana. Além disso, os virus optimizaram-se por mutacdo e seleccdo, de
forma a conseguirem sobreviver as condi¢des fisioldgicas e ultrapassarem as barreiras
fisicas, como por exemplo o epitélio intestinal, para conseguirem interagir com a célula
hospedeira e escapar & eliminagdo por parte da resposta imunitaria. As defini¢des e
propriedades dos virus e respectivas consequéncias das propriedades virais encontram-

se sumariadas na tabela 1.

Tabela 1 — Propriedades virais e respectivas consequéncias

Os virus sao agentes com capacidade
infecciosa em varios dominios (Eukarya, Nao sobrevivem independentemente.

Archaea e Bacteria).

Devem ser infecciosos para perdurarem na
natureza.

Sao parasitas intracelulares obrigatdrios.

Necessitam da célula hospedeira para produzir
os seus componentes (MRNA viral, proteinas
e copias idénticas do genoma).

Nao conseguem produzir energia ou proteinas
independentemente da célula hospedeira.

Os componentes virais ndo se replicam por Mas tem a capacidade de se auto-
divisdo. organizarem.

O genoma pode ser RNA ou DNA, nunca os Poderao ou nao ter invélucro, mas todos t€ém
.1 S
dois . capside..

! Como excepcao existem os virus RNA-RT ¢ DNA-RT, em que os primeiros sdo virus que possuem
genoma constituido por RNA de cadeia simples positiva que ao replicarem material genético, geram

1
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1.1. Classificacao

Existe uma enorme variedade de virus, que variam desde os mais simples e pequenos,
como 0s parvovirus € picornavirus, até aos mais complexos como 0s poxvirus € o0s
herpesvirus. A sua classificacdo taxondmica pode ser caracterizada segundo a sua
estrutura, caracteristicas bioquimicas, doenga associada, modo de transmissdao ou
orgdo/tecido para o qual tem afinidade. As formas de classificagdo encontram-se

sumariadas na tabela 2.

Tabela 2 — Formas de classificacdo taxonomica dos virus

Tamanho, morfologia. acido nucleico (Exp:.

Estrutura Picornavirus)
Caracteristicas bioquimicas Estrutura e modo de replicagao.
Doenca Exp:.hepatite virus; encefalopatia virus.
Modo de transmissio Exp:. arbovirus (por insectos)
Célula hospedeira Animal (humana, rato, ave), plantas, fungos

Adenovirus (aparelho respiratorio),

Tecido ou 6rgao , . -
° enterovirus (aparelho gastro intestinal).

Porém, a classificacdo taxonomica dos virus ndo tem sido consensual. Segundo as
“orientagdes do ICTV, comité internacional responsavel pela definicdo das regras
universais para a classificacao e nomenclatura dos virus, os principais critérios a utilizar

(...) na classificagdo de virus”(W. F. C. Ferreira et al. 2010) sdo:

1. tipo e estrutura do genoma: que podera ser de DNA ou RNA, de cadeia dupla ou

simples, infeccioso ou ndo. Além disso, o genoma pode também ser

moléculas de DNA de cadeia dupla intermediarias. Relativamente aos virus DNA-RT, estes sdo
compostos por DNA de cadeia dupla, mas que geram moléculas de RNA de cadeia simples positiva.
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monomeérico, dimérico ou polimérico; circular ou linear e ainda com polaridades
variaveis.

il.  estrutura do virido e sua composi¢ao bioquimica: podendo estes ser icosaédricos,
helicoidais ou mistos, com ou sem invoélucro lipidico.

iii.  tipo de hospedeiro: animais (vertebrados ou invertebrados), plantas, fungos,
bactérias, etc.

iv.  estratégia replicativa: que se define pela estratégia de Baltimore, que se baseia
na forma de sintese do mRNA viral ao longo do ciclo replicativo, e que sera

analisada em detalhe de seguida.

1.1.1. Classificacao de Baltimore

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatérios, que dependem da traducdo celular
para se replicarem. Considerando isto, David Baltimore propos uma classificagao das
estruturas de transcricdo dos genomas virais, em sete grupos, que se encontram

sumariados na figura seguinte.

Virus com genomas de DNA
Grupo | Grupo Il

DNA(+)

Grupo VI

\N\S" dsONA
RNA(+) SN
4

dsDNA

pdsDNA dsDNA

mRNA

Sk
NSNS
Virus com genomas de RNA e 3

NN NS 7N
RNA() RNA(-) GsRNA

dsDNA

X \VAVA VAV
RNA(+} RNA(+) RNA(+) RNA(+)

Grupo VI Grupo V Grupo IV Grupo lil

Figura 1 - Sistema de classificagcdo de Baltimore. Fonte: (W. F. C. Ferreira et al. 2010)

O grupo I, ¢ formado por virus DNA de cadeia dupla, linear ou circular. Entre outros
salientam-se, herpesvirus, papilomavirus, adenovirus ou poxvirus. O grupo II,
compreende virus DNA de cadeia simples, em que a formagdo do seu genoma depende
da formacdo de intermediarios replicativos de DNA de cadeia dupla. No grupo III,
incluem-se virus cujos genomas sdo moléculas RNA de cadeia dupla, como por
exemplo cistovirus (que infectam bactérias) e os reovirus. Os grupos IV e V, sao

mutuamente opostos. O primeiro, ¢ formado por virus com genoma RNA de polaridade

3
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positiva, enquanto que o ultimo, compreende virus que apresentem genoma RNA de
polaridade negativa. Os retrovirus, que por sua vez, se incluem no grupo VI, sdo virus
RNA de polaridade positiva. Finalmente o grupo VII, é formado por virus compostos
por moléculas de DNA circulares, parcialmente em cadeia dupla, onde se incluem os

hepadnavirus e os caulimovirus.

1.2. Composi¢ao

Quanto 4 sua composi¢cdo bioquimica, os virus, sdo essencialmente constituidos por
acido nucleico (RNA e DNA) e proteinas. Estas tltimas, formam uma estrutura que
protege o genoma viral e que se designa de capside. Das principais fun¢des da capside
viral, saliento a protecc¢ao contra diversos tipos de agentes, sejam eles, quimicos, fisicos
ou enzimaticos, bem como a ligacdo a receptores celulares, que possibilita a entrada dos
virus na célula hospedeira. As subunidades proteicas que compdem a capside da-se o
nome de protdmeros, enquanto as unidades que se encontram & superficie designam-se

de capsdmeros. Todos estes constituintes, no seu conjunto sao designados de virido.

Do virido, podem ainda fazer parte outras estruturas, nomeadamente: 1) proteinas nao

estruturais; ii) invélucro - que consiste numa bicamada fosfolipidica.

1.3. Morfologia

Em termos morfoldgicos os virus, sdo estruturas bastante diversificadas entre si.
Relativamente ao seu tamanho, sdo na sua maioria estruturas microscopicas de
dimensdes entre os 20 e os 400nm. Existem no entanto algumas excepgdes, como por
exemplo os inovirus, o viris da ébola, os megavirus ou os pandoravirus’, cujo tamanho
no caso dos dois ultimos se assemelha ao de algumas bactérias. Quanto 4 sua forma, e
de um modo sucinto, podem ser, filiformes ou esféricos, longos ou curtos, flexiveis ou

rigidos.

% Revista Science, Julho 2013.
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Figura 2 — Imagem representativa das diferentes morfologias virais.

(1)Com involucro; (2) Complexos; (3) Helicoidais; (4) Poliédricos Fonte: Google images.

QPehemsins O Pcomavis ) eX174 phage

Figura 3 — Distintos tipos de virus.Fonte: Google images.

1.4. Ciclo de replicacao viral: etapas gerais

A replicacao dos virus ¢ um processo bastante complexo, dependendo do tipo de acido
nucleico e da organizacdo do genoma. O ciclo de replicagao viral ¢ continuo, porém,
numa tentativa de o estudar e compreender melhor, este ¢ comummente dividido em

varias etapas de replicagao, encontrando-se estas sumariadas em seguida:

1.  Adsorcdo: consiste numa interac¢do entre o virido e a célula- alvo. Trata-se de
uma ligagdo indispensavel para que o virus introduza o seu genoma, mas que
ndo € obrigatoriamente sinonimo de que ocorra replicagdo, pois depende da

disponibilidade de receptores existentes & superficie da célula. Esta fase nao



il.

1il.

1v.
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depende de factores como a temperatura, no entanto ¢ mediada pela composi¢ao
16nica do meio, que vai diminuir a repulsao electroestatica entre componentes
virais e celulares. Além disto, as proteinas virais (maioritariamente
glicoproteinas, ou também moléculas de acido sidlico ou moléculas de sulfato de
heparano), responsaveis pela adsor¢cdo dos virus as células alvo, poderao
reconhecer mais receptores celulares

Penetracdo: ocorre quase imediatamente apds a adsor¢ao e consiste na injec¢ao
do acido nucleico viral na célula hospedeira. Este processo, ¢ termo dependente
e pressupde o consumo de energia (resultante da hidrolise de ATP). Este
processo, podera ocorrer de diferentes formas:

a. Se os virus nao possuirem involucro, poderdo penetrar directamente as
células-alvo através, ora da translocacao da membrana celular, ora da sua
inclusdo em vesiculas de endocitose.

b. No caso de virus com invoélucro, para além das possibilidades anteriores,
existe ainda a possibilidade de penetrar as células hospedeiras através da
fusao directa com a membrana citoplasmatica.

Descapsidagao: baseia-se na desintegragdo total ou parcial das particulas virais,
permitindo-se a libertacdo do seu genoma. Esta fase ocorre no interior das
células infectadas.

Fase de biossintese: ¢ a fase em que se produzem as proteinas virais e durante a
qual se replicam os genomas. Tem de existir a capacidade de gerar mRNA’s que
sejam reconhecidos e traduzidos. Ou seja, € nesta fase que ocorre a replicacao e
transcricdo do genoma viral. Estas etapas, sdo asseguradas ora por proteinas
celulares assistidas por proteinas virais como papilomavirus, ou parvovirus, por
exemplo, ora por proteinas codificadas pelo genoma viral, como por exemplo
poxvirus ¢ mimivirus. Independentemente dos casos, para além das proteinas
directamente envolvidas na replicagdo e transcri¢ao viral e dos componentes
estruturais dos virides, muitos genomas virais codificam ainda outras proteinas
que se pensa estarem implicadas na optimizagao da replicagdo viral das células
infectadas. Destacando-se por exemplo a capacidade de controlar o ciclo celular,
da supressao da apoptose ou de escapar 4 resposta imune do hospedeiro (células
NK). (W. F. C. Ferreira et al. 2010)

A fase de biossintese, pode ser ainda dividida em duas: “A primeira, designada

de fase precoce, inicia-se com a adsor¢ao e entrada do virus na célula, culmina

6
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com o inicio da replicacdo do genoma viral e nela sdo produzidas proteinas de
natureza reguladora e enzimas virais. Apos a replicagdo do genoma viral se ter
iniciado, a fase de biossintese entra na sua faze tardia, durante a qual se
acumulam as proteinas necessarias 4 formagdo das particulas virais. (...) Por
fim, a replicagdo culmina “com a montagem dos componentes estruturais, a
encapsidacdo dos genomas e com a saida das respectivas células infectadas”.
Esta libertagdo dos virus, podera ocorrer, no caso dos virus constituidos por
involucro lipidico, por gemulagdo ou extrusdo, ndo dependendo portanto da

desintegracao das células infectadas. (W. F. C. Ferreira et al. 2010)

Formas de transmissao e tipos de infec¢ao viral

A transmissdo de virus entre individuos pode ocorrer de diversas formas, como por

exemplo: transmissdo fecal-oral, por aerossois, por contacto directo com fomites ou

produtos bioldgicos, por via sexual ou até por picada de vectores. Por seu lado, a sua

replicacdo no ser humano, pode ser assintomatica ou pode também causar patologias

potencialmente graves. Além disso, uma infeccdo viral pode ainda ser ou nao

acompanhada de sintomas clinicos associados a doenga. Assim, podemos definir 4 tipos

principais de infecg¢des virais, sendo elas:

il.

1il.

1v.

Infecgdo aguda — caracteriza-se por ser limitada a um namero restrito de
individuos e por uma recuperacao rapida;

Infecgdes latentes — surgem quando os virus nao sao eliminados eficazmente
durante a fase da sua infec¢do primaria, podendo permanecer no individuo, até &
sua morte, como € o caso do virus herpes simples.

Infecgdes virais cronicas — em que a replicacdo viral ¢ mantida de forma
continua, pelo que ¢ possivel detectarem a presenca de virus nos individuos em
qualquer altura, como por exemplo no caso do virus da hepatite B.

Infecgdo lenta — em que a replicagao do virus ¢ mantida por varios anos ap6s um
primeiro episddio de infeccdo aguda, resultando numa progressao lenta da

doenca.
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IT - REVISAO TEORICA

1.1. NOVAS POSSIBILIDADES NA INDUSTRIA FARMACEUTICA

Os progressos realizados na area dos anticorpos monoclonais a nivel terapéutico
facilitaram a identificagao de alvos especificos e levou a estratégias de uso humano
bem-sucedidas. Dezenas de novos anticorpos direccionados a actuar contra o HIV-1,
influenza, virus da hepatite C ou sincilial respiratorio, entre outros, modificaram a

estrutura base de uma nova vacina.

Outra area com enormes potencialidades no que diz respeito 4 industria farmacéutica ¢ a
possibilidade de gerar milhdes de sequéncias de um produto genético, que permitiu
identificar intermedidrios fulcrais no desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas, assim como a sequenciacdo do genoma dos proprios microrganismos,
permitiu a selec¢do racional de alvos para o desenvolvimento de novas formulagdes. A

titulo de exemplo podemos referir a vacina para o grupo B dos meningococos.

1.2. VIRUS E TERAPIA

1.2.1. Vectores Virais

A utilizacdo de vectores virais, acoplada a terapia génica consiste numa importante
forma de combater doengas, como parkinson, hemofilia e distrofia muscular, por
exemplo, que remonta ao final dos anos 70. A sua utilizagcdo baseia-se na insercao de
um gene especifico num alvo de um determinado organismo, podendo essa insergao ter
como objectivos: substituir uma fun¢ao que ndo esteja a funcionar correctamente;
introduzir uma nova fungdo (como por exemplo no tratamento do cancro) ou até para

prevenir doengas (vacinas).

Os virus, sao microrganismos com uma conhecida capacidade de penetrarem células

hospedeiras e ai iniciarem a sua replicacdo. Dada esta capacidade inata, sdo eles os
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principais vectores utilizados neste tipo de terapia, destacando-se por exemplo os que

derivam de retrovirus, adenovirus ou herpes simples.

Ora, se naturalmente os virus necessitam de invadir o organismo e injectar o seu
genoma numa célula hospedeira para se replicarem, ¢ também natural que o sistema
imune o detecte e active os mecanismos necessarios para o eliminar. Assim, coloca-se a
questdo: de que forma se consegue contornar este problema? E de que forma, se garante
que o vector consegue ultrapassar todas as barreiras biologicas e alcancar apenas as

células doentes?

Na produgdo e desenvolvimento de vectores derivados de adenovirus ou herpes virus,
um dos principais problemas, ¢ que apenas se conseguiria expressar a quantidade
suficiente para a replicacdo inicial do DNA viral, pois estes necessitam que lhes sejam
fornecidas todas as proteinas estruturais. Por sua vez, na produgdo de vectores que
derivam de retrovirus, sdo necessarios dois componentes: o genoma do vector e as
proteinas necessarias & sua replicagdo. (Bouard et al. 2009) Ambas as possibilidades
estdo rodeadas de limitagdes. Para além das limitagcdes associadas a producdo, outra
questdo que se levanta ¢ o facto de os sistemas de producao de vectores, serem ainda
insuficientes para conseguirem produzir quantidades suficientes para aplicagdes
terapéuticas. Porém, ndo héa divida que uma das grandes barreiras desta metodologia € o
facto dos vectores virais terem de escapar & resposta imune, em especial por parte do
sistema do complemento, bem como da parte de outros componentes da imunidade
inata. Alguns progressos foram feitos na tentativa de contornar esta questdo,

especialmente pela introdugdo de vectores helper.

Relativamente ao tropismo celular, ¢ uma questdo que na terapia genética in vitro, nao
se revela problematica, uma vez que neste caso, as células-alvo sdo isoladas numa
primeira fase, eliminando-se o risco de contaminacao por falha ao atingir o alvo.
Quando o processo se realiza in vivo, os riscos de se errar as células-alvo sao elevados,
podendo portanto o efeito terapéutico ficar comprometido, os efeitos secundarios
poderdo alterar-se assim como a quantidade de vectores necessarios podera aumentar.
Existem trés formas principais de se realizar esse direccionamento (Figura 4). Uma das

formas mais simples, mas também mais limitada de direccionar os vectores aos seus
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alvos ¢ basear o seu direccionamento no virus percursor. A este direccionamento,

poderao realizar-se pequenas modificacdes nomeadamente:

1. Direccionamento directo: consiste na inclusdao de um ligando & superficie do
vector, que podera promover a endocitose da membrana da célula facilitando a
penetracao do genoma do vector;

ii.  Direccionamento indirecto/inverso: ao se adicionar um ligando ao vector, inibe-
se a entrada do virus em células.
iii.  Direccionamento por protéases: em que pela inclusdo de um substrato peptidico,

se permite a clivagem da protéase a superficie da célula alvo.

Outra forma possivel de fazer o direccionamento € por uma técnica designada
pseudotyping, que permite alterar a especificidade da ligacdo ora por alteragao
da capside, ora por alteragao das glicoproteinas da superficie de um vector.
(Verhoeyen & Frangois-Loic Cosset 2004) Igualmente, poderao utilizar-se
adaptadores, com a capacidade de reconhecer, o vector por um lado e a célula-

alvo, pelo outro.

, Keep parental surface protein and tropism

T Add a chemical adaptor to the parental surface protein

Pseudotyping: replace surface protein
by the one of another virus
i!i Modifications using genetical engineering

Wild-type virus Viral vector Inverse targeting: adding a ligand to a receptor prevents entry
in cells with this receptor

, = Direct targeting: adding a ligand to a receptor promotes
entry in cells with this receptor

Protease targeting: adding a peptide substrate cleaved by a
proteasa at the surface of target cells, cleavage being
necesaary to promote entry

Mosaic surface protein: creating chimeric surface proteins
from different viruses

In vitro or in vivo directed evolution: following insertion of
random peptides in the surface protein
Figura 4 — Algumas opgdes de direccionamento dos vectores as células-alvo. Fonte: (Bouard et al. 2009)

Uma vez feita a transferéncia do gene, para o interior da célula-alvo e de modo a
garantir um efeito terapéutico, ¢ necessario que este gene seja expresso a um nivel

adequado. Esta expressao pode ser conseguida com o auxilio de promotores reguladores
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entre os quais se destacam os promotores virais constitutivos, promotores induzidos,

promotores tecido-especificos ou promotores endogenos. (Bouard et al. 2009)

Os promotores virais constitutivos, sao frequentemente utilizados quando nao ¢ exigida
uma expressdao completamente regulada, como no caso das vacinas, em que o que
realmente ¢ necessario ¢ uma fortissima expressao do trangene (Bouard et al. 2009). O
numero de vacinas-vector tem vindo a aumentar sendo estas capazes de estimular a
imunidade humoral e celular, através sintese de proteinas apresentadoras de antigénios
as moléculas do complexo de histocompatibilidade. Além disso, vacinas que utilizam
DNA e vectores virais mostraram-se eficazes em neutralizar anticorpos, produzidos pelo
sistema imunitario do hospedeiro sempre que este, se sinta ameagado por algum virus.
A titulo de exemplo, saliento o virus influenza, pelo aumento da imunidade humoral e
da resposta das células de memorias T-CDS8.(Nabel 2013) Outro exemplo a salientar, € o
sistema de regulacao da transcri¢ao das tetraciclinas, ja testado em retrovirus, lentivirus,
adenovirus, etc. Este sistema, ¢ normalmente preferido, em detrimento de outros na
terapia genica uma vez que a sua regulagdo se encontra bem estudada e por o seu
indutor ser um conhecido ¢ bem documentado antibiotico. Por outro lado, a utilizagao
de promotores tecido-especificos ¢ também bastante promissora, uma vez que permite
uma maior especificidade no direccionamento 4 célula-alvo, e consequentemente uma
diminui¢do dos efeitos secundarios indesejaveis. Se por um lado, os vectores que
derivam de adenovirus e herpes sdao considerados vectores de baixa expressao, pelo
contrario os retrovirus sao considerados de elevada expressao. No entanto, tal como
proposto por alguns autores, uma expressao prolongada nao ¢ sinébnimo da obten¢do do
efeito terapéutico, pois esta expressao nao ¢ sinonimo de um correcto direccionamento &

célula-alvo. (Jager & Ehrhardt 2007)

i.  Virus como agentes terapéuticos

O ciclo de vida viral pode ser dividido em duas fases temporalmente distintas: infec¢ao
e replicacdo. A primeira, resulta da introducao do genoma viral na célula. Isto origina
uma fase precoce de expressao genética, seguindo-se uma fase tardia, temadtica esta ja

discutida na seccao 1.4 do capitulo I deste texto.
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No caso de vectores na terapia genética, 0os vectores virais incorporam um gene
terapéutico no lugar do genoma viral. Além disso, para que a terapia genética seja bem-
sucedida ¢ necessario, que uma quantidade suficiente de genes terapéuticos alcance o
tecido-alvo. Dado, que esta tematica, ja foi também abordada anteriormente neste texto,
interessa agora, centrar a nossa atengdo, acerca da utilizagdo de alguns virus como

veiculos terapé€uticos.

Os Retrovirus, sao compostos por um involucro lipidico, de cadeia simples. Apds a
penetracao nas células-alvo, o RNA ¢ transcrito em DNA de cadeia dupla, integrando a
célula. Sao um tipo de virus, que tendencialmente causam infecg¢des cronicas, podendo
em alguns casos causar também infec¢des latentes. Uma propriedade util de vectores de
retrovirus ¢ a sua facilidade de integracao na célula. Porém, embora esta integracdo nao
garanta uma expressao estavel do gene, consiste numa forma efectiva de manter a
informacao genética num tecido auto-renovavel, possibilitando assim a renovagao das
células. Recentemente, o cDNA da citoquina y foi traduzido nas células da medula
ossea de criangas com imunodeficiéncia severa combinada. Os resultados foram, a
recuperagao do sistema imune por parte destas criangas, garantindo a sobrevivéncia num

ambiente normal.

Os Lentivirus, sao vectores promissores, ainda em fase de estudos pré-clinicos, no que
respeita a terapia genética. No entanto, desde ja se sabe que uma aplicagdo unica destes
virus € no repovoamento de células hematopoiéticas. Os resultados mais promissores até

ao momento, demonstraram eficacia em ratos com -thalassemia.

Os Adenovirus, foram primariamente utilizados no tratamento da fibrose cistica, nao
tendo sido alcangados, no entanto resultados que demonstrassem a sua eficacia clinica.
Mais recentemente, por sua vez, foram utilizados em ensaios clinicos associados ao
tratamento do cancro. Esta utilizacdo, deve-se essencialmente & sua capacidade de
transferéncia genética, mas também porque a sua toxicidade celular e imunogenicidade

podem realmente potenciar os efeitos anti tumorais.

Os Adenovirus associados (AAV), sdo parvovirus humanos, que geralmente requerem
um virus auxiliar para mediar uma infeccdo. Alguns ensaios clinicos, com AAV, tém

vindo a ser realizados, para o tratamento da fibrose cistica, hemofilia e distrofia
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muscular. Foram demonstradas evidéncias na transferéncia de genes e na expressao do

factor IX de coagulacao em pacientes com hemofilia B.

Os Herpes Virus Simples, sdo especialmente importantes, dada a sua capacidade de
persistir no estado latente, apds uma primeira infec¢ao. Alguns estudos, tém vindo a ser
realizados em animais, especialmente para o tratamento de cancro, doengas cerebrais,

bem como no tratamento da dor, etc.

Assim, e considerando esta andlise baseada na publicagcdo de (Kay, M. A.; Glorioso &
Naldini 2001), podemos aferir que os vectores virais aqui mencionados ndo sao
exclusivos, mas sdo de elevada importancia. Além disso, nenhum vector viral
isoladamente, ¢ considerado suficiente para uma terapia genética de sucesso, porém,

para situagdes especificas, poderdo ser opgoes Uteis a considerar.

1.2.2. Bacteriofagos

Os bacteriéfagos sao das entidades bioldgicas mais abundantes, sendo utilizados com
frequéncia em terapia. Além disso, os bacteriofagos tém algumas caracteristicas que os
tornam relativamente atractivos como agentes terapéuticos, ressaltando um vasto leque

de beneficios relativamente aos antibidticos convencionais.

Tratam-se de virus que infectam bactérias e utilizam maquinaria especifica, para a
multiplicagdo do seu proprio material genético. Poderdo num futuro préximo, levar ao
desenvolvimento de novos tratamentos mais econdmicos, bem como serem uteis para

testes de diagnostico.

A terapia com fagos, consiste na utilizacdo das fases liticas dos fagos para tratar ou
prevenir eventuais infecgdes bacterianas. Os fagos sdo altamente especificos e devido a
essa especificidade, ndo sdo causados danos na flora normal. Ocorre a replicacdo no
hospedeiro e facilita-se assim a efectividade do tratamento pela libertagdao inicialmente

baixa, mas que vai sendo amplificada no local da infecgao.
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Por outro lado, tal como salienta o estudo de lan Connerton no artigo (Gilmore 2012),
os Dbacteriofagos sdao também potencialmente importantes como alternativas aos
antibidticos convencionais, no controle de patogénios de origem alimentar, salientando-
se em particular as espécies Campylobacter. Assim, os bacteriofagos desta espécie tém-
se demonstrado de interesse, ndo s6 como agentes terapéuticos, mas também, em
aplicagdes de higienizacdo de alimentos em que os fagos sao introduzidos directamente
no alimento ou em fomites envolvidos nos processos de fabrico ou de empacotamento

dos alimentos, minimizando assim a possibilidade de desenvolvimento de patogénios.

De modo semelhante, no mesmo artigo, Marine Henry, descreve investigacdes sobre o
potencial uso de bacteribfagos como agentes terapéuticos, contra infecgdes pulmonares

de Pseudomonas aeruginosa.

Outra aplicagdo potencial, ¢ a referida por Jakub Barylski, que vai mais longe e centra-
se na efectividade da destruicdo das membranas de biofilmes. Este investigador, isolou
um bacteridfago, que levou ao consequente isolamento de duas enzimas. Acredita-se,
que estas enzimas: poly-y-glutamate e polysaccharide lyase, estejam envolvidas na
degradacao inicial da cdpsula para além de serem tteis no rompimento da matriz do

biofilme.

De facto, a emergéncia das resisténcias aos antibioticos, tem vindo a tornar-se critica,
Assim, a necessidade de “reformular” os antibioticos e de oferecer novas opgodes tornou-
se uma prioridade, dai muitos investigadores terem vindo a centrar as suas investigacoes

sobre bacteridfagos e especialmente sobre as suas potencialidades terap€uticas.

Tal como ja foi referido, os bacteriofagos consistem em virus que invadem e infectam
bactérias. Os bacteriéfagos foram oficialmente descobertos por Felix d’Herelle no inicio
do século XX, tendo este produzido comercialmente pela primeira vez em Paris. Mais
tarde, em 1940, nos Estados Unidos, produziram-se e desenvolveram-se comercialmente
sete bacteriofagos, entre os quais se destacam os de aplicagdo humana, contra
Staphylococcus, Streptococcus, Esherichia coli, entre outros. Estas preparacdes eram
essencialmente utilizadas contra doengas como por exemplo vaginites, infecgdes
cronicas do tracto respiratorio ou até abcessos. Porém, a eficacia destes bacteriofagos

foi na época, controversa, tendo estes, aliados ao rapido desenvolvimento dos
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antibioticos caido em desuso por alguns anos.(Sulakvelidze et al. 2001) Apesar disso,
acabaram por se manter em uso na Europa de Leste e t€ém vindo a reaparecer por toda a

Europa.

Tal como ja referi, o crescente numero de resisténcias a antibidticos, possibilitou a
redefini¢ao das terap€uticas mais actuais, € veio ressaltar o interesse dos bacteriofagos
na terapéutica. Existem numerosas publicagdes disponiveis acerca do uso de
bacteriofagos, mas poucas, salientam o seu mecanismo de ac¢ao ou aspectos
relacionados com o seu perfil de seguranca, ou seja, acerca de parametros

farmacocinéticos, toxicoldgicos, entre outros.

De um modo geral, assume-se que os fagos, infectam bactérias pela sua replicacao e lise
no interior das células. Porém, estudos recentes, t€ém revelado diferencas nos ciclos de
replicacdo, conforme se tratem de fagos liticos ou lisogénicos. Além disso, concluiu-se
também que no caso de se tratar de um fago litico, o processo da lise bacteriana se

baseia numa cascata complexa de eventos, envolvendo genes estruturais e regulatorios.

As diferengas entre os ciclos de replicagdao dos fagos liticos e lisogénicos encontram-se

sumariadas na figura seguinte (5).

(A) Lytic (B) Lysogenic

Figura 5 — Ciclos replicativos de fagos liticos (4) e lisogénicos (B) Fonte:(Sulakvelidze et al. 2001)

Relativamente aos fagos liticos, comega por ocorrer uma ligacdo (1); seguindo-se a
introducdo do DNA do bacteriéfago na bactéria hospedeira (2); na etapa (3) ocorrem

uma série de eventos sucessivos, nomeadamente: inibi¢do da sintese bacteriana,
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replicagdo do DNA do fago; (4) montagem dos fagos; e finalmente na ultima etapa (5)

ha libertacao dos fagos maduros e consequente lise.

Quanto aos fagos lisogénicos, podemos referir que as etapas (1 e 2) sdo bastante
semelhantes as anteriormente citadas; (3) a terceira etapa, consiste no inicio de um ciclo
replicativo semelhante ao que ocorre com os fagos liticos (a) ou integrar o DNA no
cromossoma da bactéria hospedeira (b). Na etapa (1b) ocorre multiplicagdo celular por
varias geragdes, enquanto na fase (2b) ocorre inducdo lisogénica, (que pode ser
espontanea ou ser fruto de inducao por radiacdo ou elementos carcinogéneos), em que

simultaneamente ha excisdo do DNA do fago para o exterior da célula hospedeira.

Em suma, os bacteriofagos tém determinadas caracteristicas, que os tornam potenciais
agentes terapéuticos. Entre estas, salientam-se a sua elevada especificidade e alta
efectividade na lise bacteriana, cujos mecanismos de ac¢ao se encontram sumariados na
figura anterior. Além da sua especificidade e efectividade, tal como ¢ referido por
(Sulakvelidze et al. 2001) os bacteriéfagos sao agentes terapéuticos considerados
seguros € que permitem ser adaptados e modificados, para um rapido tratamento das

emergentes infecgdes bacterianas.

1.2.3. Vacinas

A vacinacdo ¢ um dos métodos disponibilizados pela industria farmacéutica, mais
efectivos na proteccdo de populacdes contra doengas infecciosas. Desde que Edward
Jenner, testou pela primeira vez em 1976 a vacina contra a variola com sucesso, que as
vacinas se assumiram de elevada importancia na erradicagdo de doengas infecciosas.
Actualmente, existem mais de 70 vacinas nos mercados mundiais que conferem

proteccao apenas contra cerca de 30 microrganismos, dos milhares conhecidos (Fig.6).

O sucesso das vacinas, deriva nao s6 da identificacdo e desenvolvimento de vacinas
realmente efectivas, mas também pelo facto destas representarem uma das formas mais
baratas e eficientes de conferir proteccdo e imunidade contra microrganismos

conhecidos. Além disso, advém do seu uso beneficios econdmicos oriundos da
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profissionalmente activas.

esta

Typhus 1938
Influenza 1936
Yellow fever 1935

Tuberculosis 1927
(bacille Calmette-Guérin)

Tetanus toxoid 1926
Pertussis 1926

Diphtheria toxoid 1923

intimamente

Polio (oral live) 1963
Measles, live 1963

T

([ ssoll[siolll szl [ 53l

Anthrax, secreted proteins 1970

Pneumococcus polysaccharides 1977

Hepatitis B surface antigen recombinant 1986

Typhoid (salmonella strain Ty21a), live 1989

11249)

Hepatitis B (plasma derived) 1981

relacionado

desenvolvimento de novas vacinas.

Cholera (WC-rBC) 1991
H. influenzae conjugate 1987

H. influenzae type B 1985
polysaccharide

Adenovirus, live 1980
Rabies, cell culture 1980

Meningococcal 1974
polysaccharides

Rubella, live 1969

Hl!iﬂHlffsféf"i;]ll‘i?"iéﬁﬂll'lﬁééé]ﬂ 11599,

Polio (injected inactivated) 1955

Mumps, live 1967

Tick-borne encephalitis 1981

Japanese encephalitis, inactivated 1992

com a

capacidade

1993 Cholera (recombinant toxin B)

1995 Varicella
1998 Lyme OspA, protein

2000 Pneumococcal conjugate, heptavalent

2005 Meningococcal quadrivalent conjugates

2009 Japanese encephalitis (Vero cell)
2009 Cholera (WC only)
2009 Human papillomavirus recombinant bivalent

2012 21-Valent pneumococcus
2012 Meningococcal CY serogroups

and H. influenzae B

m
2010
2011 Adenovirus serotypes 4 and 7

2010 13-Valent pneumococcal conjugates

2006 Zoster, live
2006 Rotavirus (attenuated and new reassortants)

2003 Cold-adapted influenza

1999 Rotavirus reassortants
1999 Meningococcal conjugate (group C)

1996 Acellular pertussis, various
1996 Hepatitis A, inactivated

1994 Cholera, live attenuated
1994 Typhoid (Vi polysaccharide)

Figura 6 — Linha temporal representativo das vacinas em uso comercial. Fonte: (Nabel 2013)

Novos Avancgos Cientificos na Era das Vacinas

evitando doenca.

tecnologica

2006 Human papillomavirus recombinant quadrivalent

prevengdo da hospitalizagdo e evitando paragem por doenca das populagdes

Apesar disto, a industria ainda ndo conseguiu alcangar o potencial absoluto das vacinas
por variadissimas razodes, sejam elas: econdmicas, politicas ou porque existem virus
como por exemplo os do HIV ou dengue, para os quais ainda ndo se conseguiu

desenvolver uma féormula que mimetize uma resposta imune protectora. Este ultimo

de

Nao ha davida de que os anticorpos s@o o denominador comum numa vacina eficaz e
capaz de neutralizar um microrganismo. De facto, o conhecimento actual sobre a
estrutura molecular das glicoproteinas virais, mecanismo de entrada na célula
hospedeira e a sua forma de interaccdo com os supra referidos anticorpos, permitiram &

industria desenvolver formulagdes com a capacidade de neutralizar microrganismos,
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Ter amplos conhecimentos acerca das zonas de susceptibilidade dos agentes &
inactivacao por anticorpos, ¢ um ponto fulcral para o desenvolvimento de formulagdes
eficazes. Salientam-se por exemplo os virus HIV-1 e influenza. Relativamente ao HIV-
1, ap6s a analise do seu involucro foram descobertos pelo menos 4 locais: local de
ligagdo as células CD4, locais de glicolisacdo, regioes variaveis 1 e 2 (VIV2), e
polissacarideos da regiao externa da membrana proximal” (Nabel 2013) que se
apresentam como alvos potenciais para imunogenicidade. Assim, avangos recentes na
procura de uma vacina para o HIV, permitiram identificar um excelente poder de
neutralizacdo nestes locais “Alguns anticorpos monoclonais neutralizam mais de 90%
dos residuos virais, apresentando-se assim como uma nova oportunidade no
desenvolvimento de novas vacinas para o HIV” (Nabel 2013). Quanto ao influenza,
progressos semelhantes foram alcancados com a identificagdo de duas regides
susceptiveis: “uma na regido da haste viral que ajuda a estabilizar o trimero, e outra
na regido de ligagdo ao receptor que reconhece o dcido sialico” (Nabel 2013) Assim,
poderd vir a ser possivel conseguir obter-se as ferramentas necessarias para o

desenvolvimento de vacinas universais contra o virus influenza.

Além de ser importante conhecer as zonas de susceptibilidade dos virus, interessa
também conhecer em profundidade a estrutura molecular dos mesmos. Enquanto alguns
virus mantém a sua conformagao estavel, ao longo do ciclo de infec¢ao, outros, como
por exemplo o HIV, adquirem variadas formas, perdendo desta forma os anticorpos, a

sua especificidade de ligacao.

HIV Influenza Meningococcus

|}
| Variantsites

Conserved receptor-
binding site

Quaternary VIV2
Outer domain glycan site
glycan site

Glycan
shield

Conserved
stem site

MPER

Envelope Glycoprotein Hemagglutinin Factor H binding protein

Figura 7 — Mecanismos pelos quais as glicoproteinas virais medeiam a sua entrada na célula hospedeira. (4) HIV;
(B) Influenza; (C) Meningococcus. Fonte: (Nabel 2013)
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Para se conseguir modelar a resposta imune, ¢ fulcral a apresentacdo de antigénios
especificos ao sistema imune. Neste processo, as células dendriticas tém um papel
fundamental. Tradicionalmente as vacinas baseavam-se em organismos vivos atenuados
ou inactivados, capsulas ou toxinas inactivas. Actualmente, progride-se na tentativa de
alcancar uma resposta imune baseada na morfologia das células dendriticas e da sua

resposta aos adjuvantes.

Em suma, se por um lado Jenner, foi bem-sucedido ao criar uma vacina eficaz com uma
simples observacdo, por outro, existem ainda microrganismos que causam infec¢oes
como HIV ou maldria, para as quais ainda ndo se alcancou uma forma 100% efectiva de
proteger as populagdes. As vacinas do futuro, deverdo por isso, centrar a sua atengao em
mimetizar ou até suplantar a resposta imune natural, criando uma resposta imune
artificial, sendo isto eventualmente possivel de ser alcancado, pela identificagdo de
alvos susceptiveis, pelo conhecimento das variadas conformacdes que o virus podera
tomar ao longo da infec¢ao e ainda pelo desenvolvimento de novas técnicas e esforgos

por parte das entidades competentes.
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IIT — NOVAS ABORDAGENS TERAPEUTICAS

1.1. BIOTECNOLOGIA

A biotecnologia pode ser definida como: “a aplicagdo dos principios cientificos e da
engenharia ao processamento de materiais, através de agentes biologicos, para prover

bens e assegurar servigos.”(Glick BR and Pasternak JJ, 2003)

O termo biotecnologia, foi utilizado pela primeira vez em 1919 por Karl Ereky. Porém,
foi na década de 70, aliado a descoberta das técnicas de DNA recombinante e de

hibridoma, que a biotecnologia apresentou o seu desenvolvimento exponencial.

Os processos biotecnologicos sao cada vez mais diversificados. E sem duvida, a area da
saude tem sofrido bastantes desenvolvimentos. Um exemplo a ressaltar ¢ a utilizagdo de
virus que infectam plantas como sistemas de libertacdo de farmacos. Estes sao,
actualmente, vectores atractivos para uma libertagdo de farmacos mais direccionada e
orientada. Como exemplos, ¢ possivel referir, o milho ou até a planta do tabaco cuja ¢
frequentemente infectada pelo virus do mosaico do tabaco. (K. E. Stein & Webber

2001)

Sem duvida, muitos produtos naturais, como plantas, microrganismos ou 0s Seus
metabolitos tém sido considerados importantes no tratamento contra doengas humanas,
como cancro ou infecgdes virais ou bacterianas. A aplicacao da bioengenharia a plantas,
para a produgdo de produtos bioldgicos para uso humano e animal, tem sofrido
importantes desenvolvimentos ao longo dos tltimos anos. Um exemplo importante, ¢ a
utilizacdo de tomates ou batatas, como hospedeiros, quando o produto final ¢ uma
vacina comestivel. (K. E. Stein & Webber 2001) Paralelamente, no que respeita aos
microrganismos salientam-se as myxobacterias, em que embora se desconhecam ainda
as razdes pelas quais este tipo de bactérias dispdem de um leque tdo diversificado de
metabolitos, ¢ considerado que estas conferem vantagens competitivas podendo ser

usadas na modulacao célula-célula e tornarem-se assim poderosas armas clinicas.
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Paralelamente a esta complexidade quimica questiona-se por que razao estes
metabolitos secundarios sao tao activos contra doengas humanas? A resposta, passa pela
conclusao de que existe uma conservacgao funcional de elementos virais e celulares entre
os diversos reinos e os grupos de virus, sendo portanto estes importantes para o

desenvolvimento de novos farmacos anti-virais (Diez et al. 2012).

1.2. APTAMERS E A DESCOBERTA DE NOVOS FARMACOS ANTI-VIRAIS

Historicamente, a industria farmacéutica centra-se na descoberta de novas moléculas
organicas. Porém em média, ¢ necessario sintetizar cerca de 10000 compostos até se
descobrir uma nova substancia activa com interesse para desenvolvimento. Em suma, a
descoberta de novos farmacos ¢ um processo longo, caro, dificil e ineficiente. Uma
forma que a industria tem de diminuir custos e aumentar a eficicia ¢ descobrir e
desenvolver farmacos ndo tradicionais, como anticorpos ¢ acidos nucleicos. Neste

contexto, revelam-se de interesse os aptamers.

Aptamers, sao moléculas de acidos nucleicos seleccionados in vitro, que tém elevada
afinidade e especificidade para um elevado leque de alvos. O processo de isolamento
designa-se de SELEX e tém como principio basico de funcionamento a utilizagdo de
acidos nucleicos seleccionados aleatoriamente, dos quais se isolam e enriquecem

ligandos.

ssDNA random pool (10'%-10"%)

in vitro

RNA

cloning, sequencing
and characterzation

counter
target

reverse transcription/
(A) counter selection
bound RNA

selected RNAs
recovered

non-binding
species in flow through

(B)
RNA +
target

target
non-binding RNA

Figura 8 — Processo SELEX. Fonte: (Binning et al. 2012)
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Ocorre a transcri¢do inicial de dsDNA in vitro. O fragmento resultante de RNA ¢ sujeito
(A) a uma seleccao inicial e/ou (B) a uma selec¢ao por ligacdo a um filtro. (C) O RNA
seleccionado ¢ recuperado, sujeito a transcrigdo reversa e amplificado por PCR. (D) Por
fim o RNA resultante ¢ sujeito a um novo ciclo de SELEX para enriquecimento ou

clonagem e sequenciagao.

Existem variadas estratégias de isolamento in vitro, para a gerar aptamers para diversos
alvos: desde aptamers que se ligam a alvos com poucos atomos, até aptamers que se
ligam a macro-moléculas ou até células ou virus. De uma forma geral, a maior parte dos
aptamers identificados consistem em moléculas de DNA ou RNA de cadeia simples
contendo entre 20 a 90 bases. Os aptamers sao muitas vezes comparados com
anticorpos, dada a sua elevada especificidade. Porém, os primeiros tém inumeras
vantagens relativamente aos anticorpos, das quais se destacam por exemplo a facilidade
da sua obten¢do, a sua baixa imunogenicidade bem como, a elevada estabilidade e
biodisponibilidade que estes apresentam in vivo. Para uma geracao de aptamers mais
eficiente, pode acoplar-se o método de SELEX, com outras técnicas, como por
exemplo: electroforese de capilaridade ou ressonancia plasmoénica de superficie,
permitindo-se assim reduzir o periodo necessario para a descoberta de um novo aptamer
para um alvo particular assim como, aumentar o seu tempo de vida no soro. A titulo de
exemplo, podemos referir por exemplo o fairmaco pegaptanib’, aprovado em 2004 pela
FDA. (Binning et al. 2012) Uma vez que as interacgdes entre acidos nucleicos e
proteinas sao fulcrais para a replicacao viral, conseguimos perceber o interesse que a
geracao de novos aptamers podera ter na constru¢do de novas moléculas para o ataque a

virus.

3 . . e .
Pegaptanip, ¢ um farmaco baseado em aptameros utilizado para o tratamento da degenera¢do muscular
relacionada com o envelhecimento.
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Figura 9 — Passos fundamentais do ciclo viral como alvos para o desenvolvimento de aptameros. Fonte: (Binning et

al. 2012)

Exemplos de proteinas virais ligadas a aptamers apresentam-se identificados a vermelho.

Assim, 0s aptamers apresentam-se como uma alternativa viadvel para o desenvolvimento
de agentes terapéuticos contra infecgdes virais, podendo ser usados para inibir a
infeccdo em qualquer fase da replicacdo viral, incluindo na fase de entrada, que se
revela de enorme importancia para prevenir a infec¢do por si s6. Como exemplos,

salienta-se por exemplo o desenvolvimento de aptamers contra o HIV, HCMV ou HCV.

No caso do HIV-1, o objectivo passa por direccionar a entrada do HIV nas células T-
helper. Os aptamers gerados contra a glicoproteina 120 (gp 120), competem com o co-
receptor CCRS. O local de ligacao do aptamer, localiza-se numa regido conservada da
gpl120. Desta forma, obtém-se a neutralizagdo do HIV isolado pela interrupgao da
interaccao gpl120-CCRS. (Binning et al. 2012) Neste ambito, ¢ também sabido que os
aptamers cujo alvo ¢ a HIV-RT, inibem a sintese de cDNA. O ligando 1.1 do aptamer
da HIV-RT, revelou-se assim importante na medida em que permitiu a diminui¢ao dos
efeitos secundarios de farmacos como AZT (3’- acido 3’ dioxitimidina) ou

dideoxinosina, utilizados nesta infeccao.

Quanto ao HCMYV, foram isolados dois aptamers (L13 e L19), que inibem a formagao e
crescimento de uma lesdo maligna. Assim, a actividade antiviral dos aptamers supra
mencionados permitiram a identificagdo das glicoproteinas B e H, respectivamente,

como alvos, bloqueando-se assim a entrada do virus.
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Finalmente, relativamente ao HCV, as RNA polimerases tém sido um alvo comum. A
proteina nao estrutural 5B ¢ fundamental para a transcricdo do genoma do HCV e ¢
necessaria para gerar tanto os aptamers anti-5B RNA como os de DNA. O mecanismo
de inibi¢do da anti-5B RNA ¢ ndo competitivo e apenas um aptamer anti-SB DNA inibe

a replicacao por competicao com o modelo de RNA.

Em suma, ao contrario dos anticorpos que derivam de animais e linhas celulares, os
aptamers sao seleccionados de processos in vitro, garantindo-se assim a baixa
imunogenicidade. Além disso, qualquer molécula biologica podera ligar-se a aptamers,
comecgando estes ultimos a ser cada vez mais preferidos quando comparados com os
anticorpos, no diagnéstico’ de uma amplo leque de doencas, como cancro, doencas
tropicais ou HIV. Assim, aptamers, sdo frequentemente utilizados devido & sua
flexibilidade e facilidade de manipulagdo, no desenvolvimento de agentes de imagem e
diagnostico, salientando-se por exemplo a sua utilizagdo como radio-farmacos. (C. S.

M. Ferreira et al. 2007)

1.3. TECNOLOGIA ANTISENSE

A tecnologia Antisense, consiste num tipo de terapia genética baseada na producgdo de
cadeias simples de DNA e RNA, designadas por oligonucledtidos antisense, sendo
utilizados para minimizar os efeitos resultantes da expressdo exacerbada de genes

causadores de doencas.

Os oligonucleotidos antisense sao obtidos por sintese quimica, apresentando uma
sequéncia especifica, capaz de se ligar ao DNA ou mRNA em locais especificos. Ou
seja, o objectivo final da tecnologia antisense, ¢ a prevengdo da expressao de um gene

particular, através do bloqueio da transcri¢ao ou da tradugao.(Besseling et al. 2013)

* Sendo esta capacidade conseguida por exemplo com modifica¢des basicas na técnica

de ELISA.
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Figura 10 — Esquema representativo do funcionamento da tecnologia antisense.

O uso de oligonucle6tidos como inibidores selectivos da expressao genética, facilita
novas técnicas de prevencao e tratamento de doengas envolvendo genes, ou seja, com
esta técnica ¢ possivel bloquear a expressao de genes especificos envolvidos em
patologias também elas especificas. Assim, esta tecnologia tem sido alvo de
investigacdo em diferentes campos, nomeadamente: oncologia, hematopatologia bem

como ¢ de maior interesse neste caso, infecgdes viricas.

Os oligonucleotidos antisense, de agora em diante designados de ODNs, consistem em
cadeias curtas de DNA, compostas entre 12 a 30 nucleo6tidos, complementares a um
mRNA. A tradu¢do pode ser bloqueada, ora por um mecanismo activo ora por um
mecanismo passivo. No ultimo, resulta da hibridizacdo entre 0 mRNA e a sequéncia
nucleotidica exdgena, inibindo-se assim a leitura da mensagem pelos ribossomas.
Relativamente ao mecanismo activo, ocorre a formagdo de um substrato que permite a
ligagdo 4 RNase’, destruindo-se o RNA, mas deixando intacto o oligonucleétido para

hibridar com outro mRNA. Os dois mecanismos encontram-se sumariados na figura

seguinte:
mRNA 40 S ribossoma
5 3
3 5°
Oligonucleotido antisense
(A)

> RNase — enzima que reconhece e destroi selectivamente a por¢io de RNA do mRNA—ODN hibrido.
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Figura 11 — (A) Mecanismo passivo.(B) Mecanismo activo.

Outra questao importante a ressaltar nos oligonucledtidos € que estes sdao susceptiveis de
sofrerem danos por endonucleases. Assim, ao longo dos anos, tém-se desenvolvido
também, algumas modificacdes, de modo a que estes se tornem mais resistentes a accao
destas enzimas e consequentemente lhes permitam atingir os seus alvos intracelulares
mais eficazmente. Das modificagdes mais importantes, salientam-se por exemplo, a
substituicdo de um O, por um atomo de enxofre, no grupo fosfato. Outra possibilidade,
¢ os oligonucledtidos conterem duas ou mais regides quimicamente distintas. Esta e
outras substituicdes possiveis, conferem aos ODN’s uma maior resisténcia as
endonucleases, uma maior captacdo por parte das células bem como uma maior

afinidade para o alvo de RNA.(Galderisi et al. 1999)

Relativamente a captacdo dos ODN’s por parte das células, varios estudos in vitro, t€m
vindo a ser realizados. De todos eles, o método que demonstrou ser mais eficaz in vitro,
baseia-se no uso de lipidos cationicos para o revestimento dos ODN’s. Desta forma, as
moléculas formam complexos com os acidos nucleicos anidnicos, conferindo-lhes
proteccao contra a degradagdo enzimatica. Assim, o complexo formado fica com carga
positiva 4 sua superficie, possibilitando-se uma melhor ligacdo 4 membrana celular, que
¢ carregada negativamente. Posteriormente, o complexo ¢ “sugado”, por endocitose.

(Dias & C. A. Stein 2002)
A terapia antisense, tem emergido como potencial agente terapéutico em diversas

patologias, das quais se ressaltam o cancro ou patologias cardiovasculares. Além disso,

0s ODN’s tém também emergido como eficazes agentes anti-virais.
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O VIH, virus da deficiéncia humana imunoadquirida, ¢ repleto de variagdes tanto nas
cadeias do proprio virus como das particulas virais. Além disso, os tratamentos
disponiveis usados para o tratamento ou alivio dos sintomas, causam diversos efeitos
secundarios indesejados. Paralelamente a estes factos, a tecnologia antisense, coloca a
possibilidade de inibir a expressao e replicagao viral. Esta inibi¢cdo, podera ser alcancada
pela ligacao a locais de RNA virais que sinalizam a sintese de proteinas conservadas do
VIH, com especial destaque para a proteina p24. Paralelamente ao HIV, também a
infeccdo por HBV, cujo o unico tratamento disponivel passa pela administracao de
interferdo, se demonstrou de interesse. A descoberta de virus animais, relacionados com
o HBV, contribuiu positivamente para o desenvolvimento de novas terapias para
infec¢des cronicas. Estes novos modelos terapéuticos baseiam-se no direccionamento
dos oligonucleotidos antisense para a regiao 5’ do pré-gene DHVB, cujo demonstrou in

vitro e em patos, inibir a replicagdo e expressao genética.(Galderisi et al. 1999)

Para terminar, gostava apenas de me referir também ao primeiro fairmaco, baseado na
tecnologia antisense. O Vitravene®, foi o primeiro farmaco baseado nesta tecnologia,
aprovado pela FDA em 1998. E um farmaco indicado no tratamento contra infec¢des de
citamegalovirus, em doentes com HIV, em que os outros tratamentos se demonstraram
ineficazes. Muito sucintamente, consiste num oligonucleotido, desenhado para bloquear

a replicacdo do HCMV humano, segundo uma tecnologia antisense.

1.4. DRACO: DOUBLE-STRANDED RNA  ACTIVATED  CASPASE

OLIGOMERIZER

Todos os anos, milhdes de pessoas em todo o mundo, apesar dos enormes avancos da

medicina, morrem devido a infecgdes causadas por virus.
Isto, faz-nos colocar uma questdo: ora se existem antibidticos de largo espectro capazes

de curar muitas infecgdes bacterianas, por que razao, nao sucede o mesmo em relagao

aos anti-virais?
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Os virus, para além de biologicamente diferentes das bactérias, possuem ainda
diferentes mecanismos de infec¢dao celular, necessitando assim de um agente
farmacologico diferente na sua destruicdo. DRACO, “é uma super proteina, capaz de

erradicar infec¢des viricas”. (Rider et al. 2011)

Ao contrario das outras opcdes disponiveis contra virus, como vacinas € terapias anti-
virais que sdo especificos, DRACO, consegue actuar quase contra todos os tipos de

virus, sendo portanto muitas vezes comparado 4 penicilina, mas no que respeita a virus.

Figura 12 — Mecanismo de actuagdo do DRACO. Fonte:(www.theairspace.net.)

Criado por Todd Rider juntamente com uma equipa de investigadores do Massachusetts
Institute of Technology, DRACO, sinénimo de Double-stranded RNA Activated
Caspase Oligomerizer, ¢ assim designado devido ao seu mecanismo intracelular de
ac¢do, em que nao so os virus sao rapidamente reconhecidos, mas também forcados a
cometer apoptose. Esta questdo ¢ de elevada importancia, dado que os virus dependem

maioritariamente de células hospedeiras para completarem o seu ciclo reprodutivo.

Uma vez no sistema, DRACO reconhece a presenga de RNA de dupla cadeia (dsRNA),
sendo atraido para células que estejam a expressar dsSRNA. Por um lado, o genoma de
muitos virus ¢ composto por dSRNA, por outro, os virus t€ém a capacidade de converter
a célula hospedeira de DNA em dsRNA, de modo a garantir a sua inser¢ao na célula e
facilitar a sua replicagdo. Assim, quando dois ou mais DRACQO’s reconhecem uma

dupla cadeia de RNA viral, promove-se a libertacio de uma enzima (caspase), que
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obriga a célula hospedeira a cometer apoptose. Para além disto, foi considerado como
nao toxico em 11 espécies de mamiferos. Mas mais importante ainda, ¢ o facto de ter
permitido curar infecgdes virais de 15 diferentes tipos de virus entre os quais
destacamos: rhinovirus (gripe comum), HINI (gripe suina) e adenovirus (infecgdes

respiratorias).

Untreated DRACO treated Untreated DRACO treated

Not infected
Not infected

Infected with rhinovirus
Infected with dengue virus

Figura 13- Figura representativa da efectividade do DRACO contra dois tipos de virus. Fonte:
(www.theairspace.net)

Deste modo e em sintese, podemos afirmar que o DRACO se assume no ambito da
virologia, como um anti-viral de largo espectro, paralelamente ao que sucede no ambito

da bacteriologia com a penicilina.

1.5. UM CASO DE ESTUDO: DPOC

(13

A DPOC, ou doenga pulmonar obstrutiva créonica pode ser definida como “...uma
doenca caracterizada por uma persistente limitagdo de fluxo de ar

... (www.goldcopd.org).
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A DPOC, ¢ uma causa de elevada morbilidade e mortalidade nos paises desenvolvidos.
Porém, as terapias comummente aplicadas, acabam por se demonstrar insuficientes, nao
so pelo fornecimento incompleto de ar, mas também por ndo eliminarem em definitivo

as reaccoes exacerbadas.

Assim, novas terapias tém vindo a ser estudadas, com o intuito de melhorar a qualidade

de vida dos pacientes, assim como de prevenir eventuais crises.

Na fase final deste texto, em que se tentou fazer um apanhado sobre a forma como os
virus podem simultaneamente ser microrganismos infecciosos e patogénicos para o
homem, bem como, poderdo também ter efeitos benéficos no tratamento de intimeras
patologias ou na diminui¢do de efeitos colaterais associadas, poderia ter optado por
diversas tematicas, entre elas, HIV, LPS’s (lipossacarideos) ou até o tdo conhecido virus
influenza. No entanto, optamos por abordar com maior detalhe os desafios relacionados
com o desenvolvimento de novas terapias, para a DPOC — uma doenga, infelizmente tao

frequente e simultaneamente tao pouco lembrada as populagdes.

O rinovirus, ¢ responsavel pela maioria das infeccdes do tracto respiratdrio superior,
podendo tornar-se contagioso, entre duas pessoas, por intermédio das secrecdes.
Diversos estudos, demonstraram ainda que ocorre uma induc¢do dos genes mediadores
da inflamagdo, com activacdo dos neutrdfilos, apos a infeccao das células epiteliais
bronquicas. Apds a infecg¢do, ha libertacdo de citoquinas como a IL-6 ¢ a IL-8. As
citoquinas, atraem células inflamatorias, que por sua vez libertam produtos toxicos e
consequentemente originam danos no tecido pulmonar. (Van der Merwe & Molfino

2012)

Neste ambito, varios estudos centrados em investigar as causas da inflamagao,
concluiram, que os virus em geral e os rinovirus em particular sdo os principais
responsaveis pela reacgdes exacerbadas de inflamagdo. Assim, varios estudos foram
realizados, na tentativa de perceber a influéncia destes virus, tendo-se observado em
todos um aumento estatisticamente nao significativo, das IL-6 e I1-8, bem como dos
sintomas associados: constipag¢do, gripe, diminui¢ao do fluxo de ar e aumento dos
neutréfilos a nivel sanguineo. Embora, todos estes estudos nao permitam estabelecer

conclusdes, com base em dados estatisticos concretos, permitiram no entanto, perceber

30



VIRUS AO SERVICO DA INDUSTRIA FARMACEUTICA

o processo molecular e inflamatorio, envolvido na DPOC associada a virus. Finalmente,
estes estudos, tém também demonstrado ser importantes ferramentas pré-clinicas e
clinicas na investigagdo e¢ desenvolvimento de novos alvos farmacologicos, por parte

das industrias farmacéuticas.
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IV — CONCLUSOES

Os virus s3o microrganismo, alguns deles complexos, cujas propriedades e
caracteristicas tém vindo a ser estudadas com o intuito de descobrir novas aplicagdes
para a industria farmacéutica. Consistem em microrganismos, que dependem do
hospedeiro para replicarem, ou seja, sdo parasitas intracelulares obrigatérios com
capacidade de causar infeccdo em variados dominios. A sua classificagdo pode ser
variada, nomeadamente, quanto: & sua estrutura, caracteristicas bioquimicas, doengas,
modos de transmissao, célula hospedeira, etc. No entanto, a classificagdo mais comum e
consensual no mundo cientifico, consiste na classificacio de Baltimore, que
basicamente distingue os diferentes tipos de virus conforme as estruturas de transcri¢ao
dos genomas virais sejam por exemplo: DNA de cadeia dupla, linear ou circular (grupo
I) ou por exemplo RNA de cadeia dupla (grupo III). Porém, além disso, poderao ainda

ser classificados relativamente 4 sua composi¢do ou morfologia.

Para conseguirmos entender os virus como maquinas ao dispor da industria
farmacéutica, ressalta de interesse definir as etapas gerais do ciclo de replicagdo viral.
Este ciclo, ¢ comumente dividido em quatro fases importantes. Na primeira, adsor¢do,
ocorre uma interac¢cdo importante entre o virido e a cé€lula-alvo, para que o virus consiga
introduzir o seu genoma. Segue-se a penetrag¢do, que sucintamente consiste na
introducao do 4cido nucleico na célula hospedeira, que por sua vez, culmina com a
descapsida¢do, que se baseia na desintegragdo completa das particulas virais e
consequente libertacdo do genoma. Para terminar, ocorre a fase de biossintese, que se

baseia na produgao de novas proteinas virais e replicacao dos seus genomas.

Apos este enquadramento inicial, optamos por realizar uma pequena revisao tedrica
acerca das novas possibilidades da industria farmacéutica. Entre estas, salientam-se os
recentes avangos na utilizacao de vectores virais ao servico da industria ¢ da medicina,
salientando a técnica de pseudotyping, como uma opcao efectiva de direccionamento
dos vectores as células-alvo e referindo, a titulo de exemplo alguns virus como agentes
terapéuticos. Destes ultimos, salientam-se por exemplo a utilizagdo de Retrovirus, em

pacientes com imunodeficiéncia severa combinada, tendo-se alcangado a recuperacao
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dos seus sistema imune. Salientam-se também os Adenovirus ou os Adenovirus
associados, em que os ultimos, geralmente requerem um virus intermedidrio ou auxiliar,
na mediacdo da infec¢do. Ao dispor da industria, encontramos também as vacinas com
os recentes avangos a elas associados e os bacteriofagos, que basicamente, sao virus que
infectam bactérias cuja utilizacdo como agentes terapéuticos, se tem revelado bastante

atractiva.

Para terminar, optou-se por prosseguir esta analise, numa perspectiva mais orientada
para a biotecnologia e as novas ferramentas que esta oferece a industria. Neste ambito,
revelou-se de interesse, centrar a atengdo sobre Aptamers, Tecnologia Antisense e

Tecnologia DRACO.

Aptamers, sao moléculas de acidos nucleicos seleccionados in vitro, que tém elevada
afinidade e especificidade para um elevado leque de alvos, seleccionadas aleatoriamente
por um processo designado SELEX. Sdo uma alternativa util para o desenvolvimento de
agentes terapéuticos contra infecgdes virais, uma vez que podem inibir a infeccdo em
qualquer fase da replicacao viral. De todos os desenvolvimentos alcancados até ao
momento neste ambito, salienta-se o desenvolvimento de apatamers contra HIV,

HCMV ou HCV.

A Tecnologia antisense, por sua vez, consiste num tipo de terapia genética baseada na
producao de cadeias simples de DNA e RNA, utilizadas para minimizar os efeitos
resultantes da expressao exacerbada de genes causadores de doengas. Esta tecnologia,
revela-se de especial interesse na area da virologia, uma vez que possibilita bloquear a
expressdo de genes causadores de doencas. A titulo de exemplo, salienta-se o
Vitravene®. Este ultimo, foi o primeiro fairmaco baseado nesta tecnologia, a ser

aprovado pela FDA.

Para terminar, salientamos DRACO, como a mais recente evolu¢dao na erradicacao de
infecg¢des virais. DRACO, consiste numa proteina, com capacidade de actuar contra um
vasto leque de virus. Assim, ¢ comummente equiparado a4 penicilina, na medida em que
se define como um anti-viral de largo espectro. Esta super-proteina, reconhece
rapidamente os virus e forga-os a cometer apoptose, pelo intermédio da libertacao de

uma enzima (caspase).
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Em modo de conclusdo, poder-se-a afirmar, que a virologia ao dispor da industria
farmacéutica, ¢ uma area de elevado interesse, em que apesar dos mais recentes
progressos a ela associados, tem ainda muito potencial para desenvolvimentos futuros.
Com este texto, e considerando o enquadramento inicial em que se definem virus, as
suas caracteristicas e propriedades, se percebe que a virologia associada aos mais
recentes desenvolvimentos biotecnologicos, podera assumir-se cada vez mais como uma
area de estudo para o desenvolvimento de novos farmacos ou novas estratégias
terapéuticas. Destes, salientam-se: o desenvolvimento de novas vacinas, ndo sé pelos
seus beneficios econémicos, mas também pela sua capacidade de conferir eficazmente
proteccao; a crescente utilizacdo de virus como vectores no combate a doencas e
direccionamento farmacolédgico; o desenvolvimento de novos aptamers para um leque

cada vez maior de infec¢des e finalmente a tecnologia DRACO pela sua abrangéncia.

34



VIRUS AO SERVICO DA INDUSTRIA FARMACEUTICA

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Besseling, J., Hovingh, G.K. & Stroes, E.S.G., 2013. Antisense oligonucleotides in the
treatment of lipid disorders: Pitfalls and promises. The Netherlands journal of
medicine, 71(3), pp.118-22. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23712806.

Binning, J.M., Leung, D.W. & Amarasinghe, G.K., 2012. Aptamers in virology: recent
advances and challenges. Frontiers in microbiology, 3(February), p.29. Available
at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3274758 &tool=pmcent
rez&rendertype=abstract [Accessed February 18, 2013].

Bouard, D., Alazard-Dany, D. & Cosset, F-L, 2009. Viral vectors: from virology to
transgene expression. British journal of pharmacology, 157(2), pp.153—65.
Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2629647 &tool=pmcent
rez&rendertype=abstract [Accessed February 14, 2013].

Dias, N. & Stein, C.A., 2002. Antisense Oligonucleotides : Basic Concepts and
Mechanisms Minireview Antisense Oligonucleotides : Basic Concepts and
Mechanisms. , pp.347-355.

Diez, J. et al., 2012. Myxobacteria: natural pharmaceutical factories. Microbial cell
factories, 11, p.52. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3420326&tool=pmcent
rez&rendertype=abstract.

Ferreira, C.S.M. et al., 2007. Aptamer-based Therapeutics Radiopharmaceutical Design
their Potential in. , 50(September), pp.63—76.

Ferreira, W.F.C., Sousa, J.C.F. de & Lima, N., 2010. Microbiologia LIDEL- edi.,
Lousa: LIDEL.

Galderisi, U., Cascino, a & Giordano, a, 1999. Antisense oligonucleotides as therapeutic
agents. Journal of cellular physiology, 181(2), pp.251-7. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10497304.

Gilmore, B.F., 2012. Bacteriophages as anti-infective agents: recent developments and
regulatory challenges. Expert review of anti-infective therapy, 10(5), pp.533-5.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22702317.

35



VIRUS AO SERVICO DA INDUSTRIA FARMACEUTICA

Glick BR and Pasternak JJ, 2003. Molecular Biotechnology: Principles and Aplications
of Recombinant DNA L. Y. Kun, ed., Washington DC: Press, ASM.

Jager, L. & Ehrhardt, A., 2007. Emerging adenoviral vectors for stable correction of
genetic disorders. Current gene therapy, 7(4), pp.272—83. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17969560.

Kay, M. A.; Glorioso, J.C.. & Naldini, L., 2001. Viral vectors for gene therapy : the art
of turning infectious. Nature, 7(1), pp.33—40.

Van der Merwe, R. & Molfino, N. a, 2012. Challenge models to assess new therapies in
chronic obstructive pulmonary disease. International journal of chronic obstructive
pulmonary disease, 7, pp.597—605. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3459659&tool=pmcent
rez&rendertype=abstract.

Nabel, G.J., 2013. Designing tomorrow’s vaccines. The New England journal of
medicine, 368(6), pp.551-60. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23388006 [Accessed March 1, 2013].

Rider, T.H. et al., 2011. Broad-spectrum antiviral therapeutics. PloS one, 6(7),
p-€22572. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3144912&tool=pmcent
rez&rendertype=abstract [Accessed January 28, 2013].

Stein, K.E. & Webber, K.O., 2001. The regulation of biologic products derived from
bioengineered plants. Current opinion in biotechnology, 12(3), pp.308—11.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11404111.

Sulakvelidze, A. et al., 2001. Bacteriophage Therapy MINIREVIEW. , 45(3).

Verhoeyen, E. & Cosset, Frangois-Loic, 2004. Surface-engineering of lentiviral vectors.
The journal of gene medicine, 6 Suppl 1, pp.S83-94. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14978753 [Accessed March 5, 2013].

www.goldcopd.org/, Global Strategy for the Diagnosis, Management and Prevention of
COPD, Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) 2013.
Available at: http://www.goldcopd.org/ [Accessed June 13, 2013].

www.theairspace.net, DRACO. Available at: http://theairspace.net/science/draco-the-
mean-unseen-virus-killing-machine/.

36



