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O Que é um virus?

bacteriofago, um virus
que ataca bacténa

proteina

genes

HIV, o virus que causa a Aids

genes
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O Que é um virus?

Um virus é um organismo vivo?
Esta € uma questao controversa e ainda esta por definir se os virus sao organismos
VivOos OU nao vivos

FACTOS A FAVOR:

- Os virus apresentam reproducao, embora necessitem de uma
célula hospedeira

- Presenca de material genético (DNA ou RNA) e capacidade de
mutacao

- Capacidade de adaptacao

FACTOS CONTRA:

- Os virus sao acelulares

- Auséncia de metabolismo proprio (necessita dos constituintes
celulares do hospedeiro para se reproduzir)



O Que é um virus?

Caracteristicas principais dos virus

Nao possuem células

e S3o parasitas intracelulares obrigatorios

 Nao possuem metabolismo proprio

* Podem ser de DNA ou RNA

 Material genético viral possui apenas informacao para produzir

MRNA, rRNA e tRNA



O Que é um virus?
Reproducao Viral

e Ciclo Litico — Quando ocorre a morte da célula hospedeira

e Ciclo Lisogénico — Quando a célula hospedeira é
preservada durante a reproducao, podendo esta ocorrer

atraveés de ciclo celuar a qualguer momento.



Reproducao Viral

- Ciclo Litico

©0 DNA da bacténa ¢ destruido; o DNA
do virus orienta a sintese de proteinas da

capsula e se duplica

o0 DNA se¢ incorpora 4 capsula,
formando novos virus

através de contragdes da
cauda, o virus injeta o seu
acdo nuciéico na bacténa

a bactéria arrebenta @ 08 Novos
virus sio lLiberados

© virus s¢ fixa na bactéria;
uma enzima da cauda dissolve
& parede da bactéria



Reproducao Viral

- Ciclo Lisogénico
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Oncogénese viral

Virus de DNA

Expressao de proteinas virais multifuncionais que regulam oncogenes

e genes supressores de tumor :

 HBV (HBx; PreS2) (Virus da Hepatite B)
e HPV (E6; E7) (Papiloma Virus)
« EBV (EBNA-1; EBNA-2; LMP-1) (Herpes Virus)

- Manipulacdo da célula do hospedeiro.



Virus Oncogénicos vs Virus Oncoliticos

retrovirus :
activacao de
oncogenes
hospedeiro

Herpesvirus y (EBV; HHV-8)

Virus

oncoliticos
naturais

Virus
manipulados para
tratar cancro




Virus Oncogeénicos Virus Oncoliticos
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HTLV (RNA) }
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HPV (DNA) }
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Reovirus (RNA) }

Poxvirus (DNA) }

Herpes virus (DNA) }

Adenovirus (DNA) }




Virus Oncogénicos



Virus de RNA — HTLV

Virus Linfotrdpicos de células T Humanas

Familia: Retroviridae
Subfamilia: Orthoretrovirinae

Género: Deltaretrovirus

nucledide

envelope capsideo
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Virus de RNA — HTLV

Virus Linfotrdpicos de células T Humanas

* Primeiro retrovirus descrito em humanos

* No mundo: 15 a 20 milhdes de pessoas infectadas pelo
HTLV-1

* Regides endémicas a prevaléncia aumenta com a idade e é

maior no sexo feminino



Virus de RNA — HTLV

HTLV-1
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Virus de RNA — HTLV

Virus Linfotrdpicos de células T Humanas

Transmissao

Vertical Sexo
« Transplacentaria « Carga viral
. Canal de parto - Tempo de
exposicao

« Amamentacao
« Ulceracgoes

Sangue

« Mais eficaz

« Transfusao componentes
celulares

« Agulhas contaminadas



Virus de RNA — HTLV

Virus Linfotrdpicos de células T Humanas

Patogénese e Imunidade

e Alvo predominante: células TCD4+ e CD8+ (10%)
e Transmissao célula-a-célula

* Integracao no genoma do hospedeiro aleatoria

e Transformacgao celular lenta



HTLV

Genoma ; :
" LTR | gag | pol [ env |  px | LIR
......................... et e P i
....... Gag Env || Tax
Pol I Rex
p21

 Regides env : Envelope

 Regides 5’ LTR e 3’ LTR: Long terminal repeats

 Regiao pX: codifica para proteinas de regulacao, tais como a p40 (Tax), p27
(Rex), p21, p12 e p13.

- A proteina Tax tem um papel central na transformacao dos linfdcitos,
devido ao seu efeito pleiotrépico (liga-se ao promotor ou a enhancers
especificos, mediante a interacao com factores de transcricao).

- Tax promove também a transcricao de genes virais e celulares



HTLV
Virus Linfotrdpicos de células T Humanas

- Causa leucemia de células T

- Codifica um oncogene viral - tax

 Ativador da transcricao: ligacao factores de transcricdao (TNF-kb;
CREB) e co-factores (CBP) que estimulam a proliferacao celular e a
inibicao da apoptose.

* Inibicao de proteinas supressoras de tumor: pl16INK4 e p15INK4
que potenciam a disrupcao complexo Rb/E2F.

 Inibicado da maquinaria de reparacao de DNA: repressao da
transcricao da DNA polimerase e inibicao de DNA topoisomerase |.

* Supressao de checkpoint do ciclo celular: ligacao a proteina hsMad1
levando a supressao do checkpoint G2/M celular



HTLV
Virus Linfotrdpicos de células T Humanas

HTLVA
Clonal
expansion Resistant 10 apoptosis
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HTLV
Virus Linfotrdpicos de células T Humanas

e O crescimento celular descontrolado pode transformar
neoplasicamente a célula ou promover alteracdes genéticas ao longo

de um periodo extenso

e Este virus esta associado a transtornos neuroldégicos nao-

neoplasicos e outras doencas

e HTLV-I causa leucemia linfocitica aguda de células T do adulto e
mielopatia associada a HTLV-l, uma doenca neuroldgica nao-

oncogénica



HTLV
Virus Linfotrdpicos de células T Humanas

Growth promotion
» Tax
» Other viral genes

l Somatic alterations
» Transcriptional changes
(genes, microRNAs)
Infected cells are essential
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Cell—cell . . Clonal proliferation
transmission

Suppression of proliferation

» Cytotoxic T cells against Tax

» Tax expression suppresseed by
Rex, HBZ and p30

Latent period (several decades)

ATL
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» Frequent loss of
Tax expression

« Continuous expressicn
of the HBZ gene

Nature Reviews | Cancer



HPV

Papiloma Virus — Cancro do colo do utero

—~Major Capsid Protein (L1)

~Viral Nucleic Acid (DNA)




HPV

Papiloma Virus — Cancro do colo do utero

* Familia Papilomaviridae (DNA)
* Mais comuns na zona genital: verrugas genitais ou condilomas
 Pode progredir para neoplasia intercervical caso nao seja tratado

precocemente

Co-fatores que elevam potencial cancerigeno:
- Numero elevado de gestacoes

- Uso de contraceptivos orais

- Tabagismo

- HIV e outras DSTs



HPV

Papiloma Virus — Cancro do colo do utero

8 g5
| 7.5-113

& 11.4-203
&= >203

] Not available




HPV

Papiloma Virus — Cancro do colo do utero

Resposta imune ao HPV

v Em 70% dos casos sdo desenvolvidos anticorpos em baixos niveis
contra a proteina do capsideo L1

v Re-infeccdo com outros tipos de HPV é comum, mas a re-infeccdo

com mesmo tipo é raro

v' O virus multiplica-se apenas em queratindcitos. N3o ha reacdo
inflamatoria



HPV

Papiloma Virus

Long control region
TATA Signal 1, 2

PolyA Signal 2
\ E6 N

E7
Proteinas Proteinas
Late: Early:
Proteinas Proteinas nao
estruturais HPV-16 estruturais
7904 bp

L2

Familia Papilomaviridae
PolyA Signal 1



HPV

Papiloma Virus - Replicacao

O HPV penetra no epitélio basal do tecido

* Proteina do capsideo L1 liga-se a um receptor de superficie celular

(queratindcitos) ainda nao identificado

 ApOs a adsorcao, penetracao e transporte para o nucleo, ocorre a

transcricao viral

* Expressa genes que induzem a replicacao celular mais frequente



HPV

Papiloma Virus - Replicacao

* A medida em que as células se dividem, diferenciam-se, trocam de

funcao e passam a produzir queratina e outros produtos

e Algumas células tem altos niveis de replicacao viral e expressam os

genes tardios do virus

e Estas produzem novos virions € morrem

e A infecao viral acelera a diferenciacao terminal das células:

verruga



HPV

Papiloma Virus

Desenvolvimento de Cancro

 Nos HPVs do tipol6 e 18 as proteinas E5, E6 e E7 (early proteins)

associam-se e inativam as proteinas p53 e RB

* Na célula transformada geneticamente pelo virus, nao ha
producao de virus, embora continue a dividir em funcao do

estimulo viral



Mecanismo oncogénico do papiloma virus

New infectious T T
Infectious vinal virus particles

particles

Episome

MO

amumunm £2

Tecido Saudavel Fase de Infecao Integracao do Virus
no DNA do
hospedeiro




Mecanismo oncogénico do papiloma virus

EPITHELIUM

’ HPVY =
\

LATENT INFECTION

PRODUCTIVE INFECTION

Metastatic
epithelium

Immune
response

Integration of HPY DNA

Co-factors: 5TDs, smoking,
CHE P8 IMMUNOSUppression



Virus Oncoliticos

Terapia genética contra o cancro



Virus oncoliticos naturais:

Reovirus e paramixovirus — Virus de RNA

 “Preferem” replicar-se em células cancerigenas

* |Infeccao por virus de RNA ativa a proteina kinase R (PKR-

“RNA-activated protein kinase” )

* |nibicao sintese proteica celular e ativacao da replicacao

viral



Virus oncoliticos naturais:

Reovirus e paramixovirus — Virus de RNA

Células cancerigenas:

* Uma das mutacdes mais frequentes €& a ativacao

constitutiva de Ras

* |nativacao de PKR (elemento da cascata de transducao do

sinal iniciada por Ras)

* Permite a replicacao do virus sem reconhecimento celular

— virioes lisam as células cancerigenas (ciclo litico)



Virus geneticamente modificados:

Virus que nao tém tropismo para células cancerigenas:

v Torna-los seletivos para células tumorais (ndo replicam

células normais)

v’ Estabilidade genética (ndo reverterem ao estado wild-
type e insercao de genes)

v’ Drogas antivirais eficientes na eventualidade de
toxicidade



Virus Oncoliticos
Terapia Genética contra o cancro

— Insercao de DNA exdogeno em células cancerigenas

Tumor suppressor genes

Suncnde genes
Oncolytic viruses

N

DNA vaccination

Cytokme genes
f\nu-angnogemc genes



Virus Oncoliticos
Terapia Genética contra o cancro
— Insercao de DNA exdogeno em células cancerigenas

AAV
releases
gene into
cell

Target cell
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in AAV 28 Secreted
protein




Virus Oncoliticos

Terapia Genética contra o cancro
— Replicacao seletiva do virus apenas em células tumorais

Tumor cell Virus replicates Tumor cell ruptures
and dies (cell lysis)

Virus spreads &
— promotes immune

-/ % e a response o
6 @ 1Istant tiumors

@ Oncolytic virus

D) — (D) —

Healthy cell Virus does Healthy cell
not replicate undamaged



Virus Oncoliticos

Terapia Genética
contra o cancro

— Correcao de genes
com defeitos funcionais

2 P53

,éf@\ '

psstargets.a %
PO

Nature Reviews | Cancer




Virus Oncoliticos

Terapia Genética contra o cancro

Cancer
stem cell

Tumorigenesis

Limited benign
growth

IMalignant
tumour

A Tumour
. : grth

Metastasis




Virus Oncoliticos —

Principais virus usados em Terapia Genética contra o cancro

* Reovirus: seletivo para a via Ras ativada

* Poxvirus: reconhecimento de células tumorais hepaticas

* Herpes virus: reconhecimento de células tumorais da
epiderme (melanoma)

* Adenovirus: devido a sua capacidade de mudar o tropismo



Principais virus usados em Terapia Genética contra o cancro
ADENOVIRUS

v Adenoviridae: familia de virus de DNA que infetam tanto humanos como

animais

v’ S30 virus encapsulados que podem provocar infecdes nas vias

respiratorias, conjuntivite, cistite hemorragica e gastroenterite.

v' S3o muito utilizados em terapia genética




Principais virus usados em Terapia Genética contra o cancro

ADENOVIRUS
{— Knob Domain

- Penton Base

Fiber —=

Hexon Linear Genomic DNA

Terminal Protein



Principais virus usados em Terapia Genética contra o cancro

1. Viral attaches to receptor on host cell surface

ADENOVIRUS

2. Coated-pit endocytosis is triggered
as integrins engage pentons

CAR

Clathrin-coated pit

L J
L ]
T T YL

L 4

*
* Clathrin-coated endocytic vesicle

L ]
- °
"Sapgur*



Adenovirus: capacidade de mudar o tropismo

Adenovirus
clasicos

Modificacion
de la capside

B
b
D

Moléculas 7
biespecificas $=0
Nuevo tropismo I
Q [
v

293 modificada

CAR +
_ receptor del
— ligando

X = Receptor
— del ligando

\x/ g Receptor
7\ — @ del ligando



Virus Oncoliticos

Terapia Genética contra o cancro — Correcao de genes
com defeitos funcionais = p53

GENDICINE:

- p53 gene +|adenovirus

- gene therapy for cancer
- medical breakthrough







Virus Oncoliticos

Terapia Genética contra o cancro
— Insercao de DNA exogeno especifico em células cancerigenas

QRE Gendicine®

EHEApS3REE TSR

REAIBRREMRE (FRL . Gendicing )



Virus Oncoliticos

Terapia Genética contra o cancro

Correcao de p53 em células tumorais através de um adenovirus

GENDICINE: Adenovirus recombinante para p53 (rAd-p53),
administrado por injecao

e Virus atua como um vetor de transmissao do gene p53 nas células
tumorais.

e Quando a proteina p53 € expressa nas células tumorais o
crescimento é suprimido e a célula entra em apoptose

e Este farmaco foi aprovado em 2004, é o primeiro medicamento
com base em terapia genética contra o cancro a venda no mundo.

e E normalmente usado como complemento de quimioterapia,
radioterapia e cirurgia.



Virus Oncoliticos - Terapia Genética contra o cancro
GENES SUCIDAS

— genes codificam para uma enzima que transforma um composto
inofensivo num composto toxico para a célula

Exemplo: Timida-quinase

* E inserido na célula um virus oncolitico recombinante para a
enzima

e substrato (prodrug) da enzima é administra ao paciente

e Nas células tumorais infetadas com o virus recombinante o
substrato é transformado em toxico pela enzima



Virus Oncoliticos - Terapia Genética contra o cancro- GENES SUCIDAS

© Proanyg

Inactive Pro-Drug
Vector .
R Ganciclovir
T TR e e e e T e e e e e e T T e AT
Cell membrane
. -
P Gene e>iore5510n P
Timidina - . q
. e 1t o Swaiding Cellular
quinasa _—— Kineses . PP

. . Activated Anti-Viral
U J
Anti-viral incorporates into
cellular genome leading to chain
termination and cell death



Virus Oncoliticos
Terapia Genética contra o cancro
Desenvolvimento de Farmacos inibidores de oncoproteinas:

Exemplo:Terapia para Leucemia Mieloide Crdnica

- Inibidores de tirosina-quinase constitutivamente ativa (Timida
quinase)



Virus Oncoliticos - Terapia Genética contra o cancro

Exemplo: Leucemia Mieloide Cronica

Cromossoma Cromossoma
9 9q+ 5
B Cromossoma B Cromossoma
1(9;22)(q34;911)
- Translocagao reciproca &=
ql1 . BCR > BCR-ABL
Cromossoma
Filadelfia
tyrosine kinase
constitutivamente activa

fusdo é encontrada em
70% dos pacientes.

q34 ABL A proteina resultante desta
B ! ABL-BCR

- Y
,-J).

Chronic myeloid leukaemia (CML) is characterised by
the 1(9;22)(g34;g11) reciprocal translocation

Desenvolvimento de Farmacos:
inibidores de tirosina quinase constitutivamente ativa-> Timida quinase



Virus Oncoliticos - Terapia Genética contra o cancro
Desenvolvimento de Farmacos:
Inibidores de tirosina quinase constitutivamente ativa-> Timida quinase

Identificacao da Molécula alvo

v

Screening para identificagao de inibidores ou ativadores
da molécula em causa

Desenho de inibidores ou ativadores especificos

v

Optimizacao e formulacao de
métodos para ensaios clinicos

v

Ensaios pré-clinicos

v

Ensaios clinicos

v

Aprovacao da terapia




Virus Oncoliticos - Terapia Genética contra o cancro

Desenvolvimento de Farmacos:

Mecanismo de inibicdo de bcr-abl:

bcr-abl bcr-abl \ Substrate activated
by phosphorylation

_
.~ Substrate, e.g. ._ -> Proliferagdo

. ) GRB-2, SHC
Kinase domain

Substrate cannot
ber-abl enter kinase site

Tumor cell

— .
cannot proliferate

\

Imatinib competitively binds
to site and inhibits protein

http://www.novartisoncology.com/



Virus Oncoliticos - Terapia Genética contra o cancro

Desenvolvimento de Farmacos:

Ensaios pré-clinicos

Validacao biologica: avaliacao da capacidade de atuacao da

proteina no sitio correcto depois de administrada:

v" Inibicao da actividade de tirosina-quinase em células de cultivo
v Indugao da apoptose em células de pacientes

v Inibicdo do crescimento do tumor em rato (mus musculus),
através da incorporacao de células cancerigenas humanas

(xenografts)



Virus Oncoliticos - Terapia Genética contra o cancro

Desenvolvimento de Farmacos:

Ensaios Clinicos

*Validacao do farmaco através de ensaios em pacientes com

leucemia mieloide cronica em diferente fases.

Aprovacao da terapia

*Aprovacao do farmaco pela U.S. Food and Drugs (2001)

*Aprovacao na Europa e no Japao N

U!y NOVARTIS
NS 72y 100 Mg
'5.{:{' Vi
~ Filmtabletten
Imatinib

Nome comercial: Glivec®
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