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Sumario

Durante os primeiros 30 anos do século XX a virologia expandiu-se consideravelmente
através da caracterizacdo de um numero crescente de doengas humanas, animais e
vegetais, causada por virus. Ivanoski atribui aos virus duas caracteristicas essenciais, a

sua dimensédo submicroscopica e a sua infecciosidade (Ferreira e Sousa, 1998).

A descoberta do microscopio eletronico em 1931 weio revolucionar a virologia,
confirmando a dimensdo submicroscopica dos virus, permitindo desta forma a primeira

classificagéo racional de virus (Flint et al., 2009).

Os virus sdo o produto de uma rede complexa de diferentes forcas evolutivas. Eles
prosperam mantendo uma interacdo continua com os seus hospedeiros e estdo sujeitos a
uma multiplicidade de forcas seletivas e mudancgas estocasticas. A répida producdo de
diversidade genética é uma caracteristica exclusiva de certas linhagens virais, tem
notaveis consequéncias epidemiolégicas, e confere grande valor sobre virus como
sistemas modelo para a compreensdo do processo evolutivo. Numa escala de tempo
evolutiva, os virus eram (e continuam a ser) um controlador evolucionario importante
ao permitir a transferéncia do material genético entre as espécies hospedeiras e a criacéo

de inovacdo genética por endossimbioses (F. Pereira, A. Amorim.,2013).

Os virus tém a capacidade de infetar células e assim replicar-se, para isso é necessario
que a célula possua recetores aos quais o virus se liga, e maquinaria celular necessaria e
ativa, a qual permite a sintese e montagem dos seus componentes (Wagner e Hewlett,
2004).

Para que a replicacdo do virus seja eficaz estdo subjacentes diferentes etapas. Numa
primeira fase ocorre o reconhecimento da célula alvo e a ligacdo do virus a celula por
adsorcdo. De seguida hd a penetracdo do virus, perda da capside do virus, sintese de
macromoléculas, montagem do virus e por fima libertacdo do virus (Wagner e Hewlett,
2004).
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As particulas virais sdo muito mais abundantes do que as celulares e 0s genes virais
superam em ndmero os genes celulares presentes na biosfera. Os genomas celulares
abrigam genes de muitos virus integrados enquanto os genes celulares sdo raros em
genomas virais. O fluxo de genes de virus para a célula é portanto esmagador quando
comparado com 0 caso oposto. Novos genes virais surgem continuamente durante a
replicacdo / recombinacdo de genomas virais na célula hospedeira. Estes genes podem
se tornar 'genes celulares' quando o genoma viral integrar o celular. Juntamente com o
braco de ferro entre os virus e as células, isto explica o porqué dos virus terem
desempenhado um dos principais papéis na configuragdo do conteldo genético
celulares. Varios casos documentados demonstram que 0s virus tém estado envolvidos
no desenvolvimento de inovagfes evolucionarias. Dando crédito as hipoteses que
sugerem que os virus tém desempenhado um papel importante na formacéo de células

modernas (Patrick Forterre, David Prangishvili.,2013).

O estudo da genética molecular do virus tem produzido um corpo consideravel de
pesquisa sobre as sequéncias e relacdes filogenéticas de virus que afetam humanos e
animais. A revisdo dessa literatura sugere que os seres humanos tém sido atingidos por
virus em todo a sua histéria evolutiva, embora o numero e 0s tipos tenham mudado.
Alguns virus mostram evidéncias de um relacionamento e co especiacdo de longa data
com hominideos, enquanto outros foram mais recentemente adquiridos de outras
espécies, incluindo macacos Africanos e simios, ao longo da nossa linha evolutiva nesse
continente, e animais domésticos e roedores desde o Neolitico. Virus partilhados
poderiam ter afetado a diversidade de espécies de hominideos, através da promogéo da
divergéncia e eliminando as populacGes anfitrids menos resistentes, engquanto os virus
transportados por seres humanos e outros animais que migraram para fora de Africa
poderdo ter contribuido para declinios de outras populaces. A insercdo de retrovirus
enddgenos desde a divergéncia entre 0s humanos e os chimpanzés foi capaz de afetar
diretamente a evolucdo dos hominideos através de mudancas na expressdo e

desenvolvimento de genes. (Van Blerkom, L. M., 2003).

Para o tratamento de doencas causadas por virus sdo utilizadas substancias antivirais.
Estes farmacos actuam nas diferentes fases da replicacdo virica, tendo como principal

objectivo a inibigdo da replicagdo. A incidéncia de variadas patologias causadas por
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virus, levaram as empresas farmacéuticas a langarem programas para encontrar
quimicos com actividade antiviral. Moléculas promissoras foram modificadas
sistematicamente por quimicos medicinais a fim de reduzir a toxicidade, aumentar a
biodisponibilidade, solubilidade e melhorar as propriedades farmacocinéticas (Flint et
al., 2009).

Nas Ultimas décadas foram realizadas varias pesquisas em substancias antivirais, que
necessitam de apresentar eficacia e seguranca, este € um processo demorado e caro. A
falta de sucesso deve-se muitas vezes ao facto de os compostos antivirais interferirem
ndo s6 com o crescimento de virus bem como afetarem negativamente a célula
hospedeira, uma vez que cada etapa do ciclo viral envolve funcdes celulares (Flint et al.,
2009).

O desenvolvimento e a pesquisa de novos agentes antivirais sdo um processo demorado
e caro. Um dos problemas coma producao de substancias antivirais esta na rapida
dindmica das infecBes virais que muitas vezes por falha de diagndsticos rapidos torna

obsoletos os proprios tratamentos que pecam por se tardios (Abrantes et al., 2010).

Palavras-chaves: virus, evolucao, retrovirus, recombinacéo, antivirais.
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Abstract

In the first 30 years of the twentieth century Virology expanded considerably through
the characterization of a growing number of human diseases, animals and plants, caused
by viruses. Ivanoski gives two essential characteristics of the virus, its submicroscopic

scale and its infectivity (Ferreira and Sousa, 1998).

The discovery of electron microscopy in 1930 revolutionized Virology, confirming the
submicroscopic size of viruses, thus allowing the first rational classification virus (Flint
et al., 2009).

The viruses are obligatory intracellular parasites which the viral genome is composed of
DNA or RNA. They consist of a capsid composed of subunits called capsomeres. Its
main functions are based on protecting the nucleic acid of adverse conditions and
animals bound to host cells. Some viruses also possess an envelope consisting of protein
but mainly phospholipids, with an important role in the cell cycle, particularly in the

binding and fusion cells (Ferreira and Sousa, 1998).

The virus is capable of infecting a cell and thus replicate, this requires that the cell
possesses receptors to which the virus binds and activates cellular machinery required
and which allows the synthesis and assembly of its components (Wagner and Hewlett,
2004).

For the replication of the virus is effective underlie different stages. Initially occurs
recognition of the target cell and virus binding to the cell by adsorption. Then there is
the penetration of the virus, the virus capsid loss, macromolecule synthesis, and virus

assembly in order to release virus (Wagner and Hewlett, 2004).

The molecular genetics study of the virus has produced a number of studies on the
sequences and phylogenetic relationships of viruses that affect humans and animals. A
review of the literature suggests that humans have been affected by viruses throughout
their evolutionary history, although the number and types have changed. Some viruses

show evidence of a relationship and longstanding cospeciation with hominids, while

v
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other viruses were recently acquired by the human from other species, including African
monkeys and apes, throughout our evolutionary line was that continent, and pets and
rodents from the Neolithic. Shared virus could have affected the diversity of species of
hominids, through the promotion of divergence and elimination of host populations less
resistant. Moreover, the viruses carried by humans and other animals that have migrated
out of Africa could have contributed to declines in other populations. The insertion of
endogenous retroviruses since the divergence of humans and chimpanzees was able to
directly affect the evolution of hominids through changes in the expression of genes and
development. (Van Blerko, 2003).

For the treatment of diseases caused by viruses antiviral substances are used. These
drugs act at different stages of viral replication, with the primary objective of inhibiting
replication. The incidence of various diseases caused by viruses led pharmaceutical
companies to launch programs to find chemical with antiviral activity. Promising
Molecules were systematically modified by medicinal chemists in order to reduce the
toxicity, increasing bioavailability, solubility and improved pharmacokinetic properties
(Flint et al., 2009).

In recent decades there have been several research on antiviral substances, although
they are very potent and safe is a time consuming and expensive process. The lack of
success is due to the fact that often the antiviral compounds interfere not only with the
virus growth and adversely affecting the host cell, since each step of the viral cycle

involves cellular functions (Flint et al., 2009).

The development and research of new antiviral agents is a lengthy and expensive
process. One of the problems with the production of antiviral substances in this fast
dynamics of viral infections that often failed by rapid diagnostic makes obsolete the
very treatments that sin by being late. The broad spectrum of antiviral are the future

against most viral infections against DNA and RNA viruses (Abrantes et al., 2010).

Keywords: virus, evolution, retroviruses, recombination, antiviral.
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Metodologia

Face ao exposto, a realizacdo deste trabalho teve como objetivo efetuar uma analise
bibliogréafica sobre virus e retrovirus, bem como, o seu contributo para a evolugdo das
espécies Assim sendo, esta dissertacdo é de indole tedrica, estando desta forma isenta de

qualquer tipo de trabalho pratico experimental.

Em termos metodolégicos e tendo por base os objetivos delineados para o
desenvolvimento da mesma, procedeu-se a pesquisa de artigos cientificos e outras
publica¢des, num periodo compreendido entre os meses de setembro de 2014 e maio de
2015, através das fontes de pesquisa cientificas: PubMed, o Science Direct e a b-One
em motores de busca como o Google Académico e o AltaVista Search. A utilizagdo das
mesmas deve-se ao facto de serem as bases de dados que procedem a compilagdo dos
artigos cientificos mais recentes publicados na area da salde. As palavras utilizadas na

pesquisa foram: virus, evolugdo, retrovirus, recombinacao, antivirais.

Os critérios utilizados na selecdo dos artigos resultantes da pesquisa cientifica incluiram
géneros de interesse para o tema, limitando a pesquisa para artigos cientificos e estudos
escritos em inglés e portugués, com data de publicacdo de um periodo de 10 anos ou de
ano anteriores cujo conteudo é relevante e ainda com evidéncias experimentais acerca
do tema dos quais se retirou a informacéo e os dados que conduziram a escrita desta

tese.

Vi
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1. Introducdo

Os virus sdo muitas vezes considerados como fragmentos de DNA ou RNA celular que
escaparam ha muito tempo de cromossomas celulares e que evoluiram mais tarde
através da captura de genes adicionais dos genomas dos seus hospedeiros. No entanto,
essa Vvisdo agora tem sido desafiada pela descoberta de uma surpreendente homologia
entre 0s virus e o0s hospedeiros distantemente relacionados, e atraves analises
filogenéticas que sugerem a transferéncia de genes de virus para as células (Filée et
al.,2003).

Existem muitas razGes para acreditar agora que 0s virus sdo mais antigos do que as
células modernas e sempre foram mais abundantes e diversos do que os seus alvos
celulares (Forterre e Prangishvilia, 2009).

Os avancos na gendémica dos virus e as formas de vida celulares tém grandemente
estimulado o interesse nas origens e evolucdo. Os virus sdo companheiros ubiquos das
formas de vida celulares, parece que cada organismo celular estudado tem o seu préprio

virus ou, pelo menos, elementos geneticos egoistas semelhantes a virus (Koonin et
al.,2006).

De acordo com estas novas hipdteses, virus desempenharam um papel critico nas
transicbes evolutivas principais, tais como a invencdo de DNA e mecanismos de
replicacdo de DNA, a formacdo dos trés dominios da vida, ou ainda, a origemdo nucleo

eucariotico (Forterre, 2006).

“Os cientistas atualmente sdo capazes de isolar os virus que infetaram animais
ancestrais e que contribuiram para o aparecimento dos animais placentarios, inclusive o
préprio homem. O nosso DNA contém as suas pegadas. Identificamos as infecdes que
acometeram desde hominideos ancestrais at¢é o homem moderno, desde a nossa
separacdo dos macacos até as doencas adquiridas em Africa, inclusive a tuberculose,

companheira eterna do homem”.

A Histéria da Humanidade Contada pelos Virus

Stefan Cunha Ujvari
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1.1. Histdria dos Virus

Os virus foram descobertos em 1892 pelo bidlogo Russo-Ucraniano Dmitri Iwanowski e
em 1898 Martinus Beijerinck, demonstrando, que o agente causador da doenca do fumo,
chamada de doenga do mosaico do tabaco, era um agente infinitamente microscopico

capaz de penetrar filtros de porcelana, algo que ndo era possivel nas bactérias.

Em 1898 foi descoberto o primeiro virus animal por Friedrich Loeffler e Paul Frosch
responsavel pela febre aftosa. Trabalhando juntos com Kock, filtraram o liquido
contendo o agente causador da doenca e observaram que esse liquido ainda permanecia
infecioso mesmo depois do processo de filtragdo. Substituindo a membrana filtrante por
outra com poros de menores dimensBes, conseguiram filtrar o agente patoldgico e
comprovar que este era constituido por particulas e ndo por um liquido. Também
provaram que algumas formas dessas particulas possuiama capacidade de se replicar. A
partir desta data a virologia torna-se uma disciplina cientifica. Contudo, s6 na década de
1940 e devido ao avango das técnicas microscépicas, nomeadamente, a microscopia

eletronica é que os virus foram observados.

No inicio do século XX, em 1915, Frederick Twort e em 1917, Félix d'Herelle,
descobriam que as bactérias poderiam ser infetadas por virus. No ano de 1935, Wendell
Stanley cristalizou o virus do mosaico do fumo e descobriu que eram compostos, ha sua
maioria por proteinas. Em 1949, John Franklin Enders, Thomas H. Weller e Frederick
Chapman Robbins, (figura 1), desenvolveram, em conjunto, uma técnica para reproduzir
0 virus da poliomielite em culturas de células vivas de animais. Com este trabalho estes

trés cientistas receberam, em 1954, o prémio Nobel da medicina.

Apesar dos primeiros estudos das viroses surgissem no inicio do século, foi a partir de
1931, com o aparecimento do microscopio eletronico, que a composicdo quimica e

estrutura dos virus foram conhecidas.

Em 1966, foi criado o Internacional Committee on Nomenclature of Viruses (ICNV)

que agrupou os virus num unico sistema, independente das outras formas bioldgicas até


http://pt.wikipedia.org/wiki/Bi%C3%B3logo
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http://pt.wikipedia.org/wiki/Ucr%C3%A2nia
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entdo conhecidas. Em 1973, este comité altera 0 nome do comité para Internacional
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), como é atualmente conhecido. Nesse
mesmo ano os virologistas organizaram os virus em niveis hierdrquicos de ordem,
familia, subfamilia, género e espécie, além de niveis mais baixos de hierarquia (Santos,
N. S. O. et al. 2008).

Figura 1. John Franklin Enders, Thomas H. Weller e Frederick Chapman Robbins,

prémio Nobel da medicina em 1954. (http://www.nobelprize.org).

1.2. Os Virus

Os Virus, do latim virus, "veneno™ ou "toxina", sdo pequenos agentes infeciosos (20-
400 nm de diametro), (figura 2), que na sua maioria s6 sdo visiveis a microscépio
eletronico e apresentam o genoma constituido por uma ou varias moléculas de &cido
nucleico, o acido desoxirribonucleico (DNA) ou &cido ribonucleico (RNA), as quais

podem ser formadas por cadeias simples ou duplas.

O material genético ou genoma dos virus pode ser organizado de diversas formas, uma
caracteristica dos virus diferente de qualquer outro organismo. Os restantes organismos
utilizam apenas o DNA para armazenar a informacdo genética, no entanto, 0s virus
podem utilizar o DNA ou RNA, estando o material genético do virus protegido por um

involucro proteico, a capside.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Latim
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De um modo generalizado os virus sdo extremamente pequenos, sendo a maior parte
menor que as bactérias. No entanto, alguns virus podem ser maiores que as bactérias

como € o0 acaso do Ebolavirus, figura 2 (Lopes e Rosso, 2010).

970 nm, virus Ebola

2 300 nm, pequenas bactérias (clamidias)
200 x 300 nm, virus da Variola

110 nm, virus do Herpes simples

80 - 120 nm, virus da Caxumba e da Gripe

> 70 - 80 nm, Adenovirus
" 65 x 95 nm, Bacteriéfago

{u 280 x 15 nm, virus do mosaico do tabaco
O

Célula eucariética de um fungo, 5000 nm de didmetro

22 - 38 nm, virus da Febre Amarela

28 nm, virus da Poliomielite

10 nm, virus da Febre Aftosa

Figura 2. Esquema comparativo dos tamanhos de diversos virus. (Adaptado de Lopes e
Rosso, 2010).

As capsides podem apresentar diversas formas, algumas sdo estruturas geométricas
regulares, outras apresentam uma forma em espiral e as restantes sdo mais complexas,

sendo constituidas por uma cabeca e uma cauda, figura 3.
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Figura 3. Diferentes tipos de capsides viricas: a) Capside do bacteri6fago T-even virus
(Myoviridae) com cabeca poligonal e cauda em forma de espiral, b) Virus Herpes
simplex (Herpesviridae) com cépside poligonal e membrana externa, c) Adenovirus
humano 2 (Adenoviridae) com capside poligonal sem membrana. d) O virus da
imunodeficiéncia humana (VIH) (Retroviridae). e) Virus do mosaico do tabaco

(Tobamovirus) com capside emespiral. (McKenna e Faulkner, 2001).

Alguns virus também possuem um involucro externo & capside, composto por uma
bicamada fosfolipidica e por proteinas imersas nessa bicamada designada de invélucro,
que lhes conferem uma protecdo extra e facilita entrada do virus nas células. Um
exemplo de virus que possui invllucro é o virus da imunodeficiéncia humana (VIH),

figura 4 (McKenna e Faulkner, 2001).

Invélucro

g ; Capside
< DNA

O e $. © ‘RNA

Transcriptase reversa

Capside

Figura 4. Estrutura geral de um virus com invélucro e sem invélucro

(http://thegeneticsofvirusesandbacteria. weebly.com).

A infecdo de uma célula por parte de um virus com membrana pode ocorrer através da

fusdo com a membrana celular introduzindo a céapside no interior das células, que
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posteriormente libertard o material genético. Nos virus sem membrana existe a hipdtese
da infecdo poder ser desencadeada através de proteinas especializadas para introduzir o
material genético nas células, figura 5. Apos as moléculas de DNA ou RNA viral se
instalarem no citoplasma das células hospedeiras, apropriam-se da maquinaria
metabdlica da célula para produzir réplicas do seu genoma bem como das proteinas

necessarias a formacéao dos novos virides (McKenna e Faulkner, 2001).

(@) endocitose e lise da vesicula

—
-
Uy
(b) fusdo de membranas
=y - ICEDF
¥ 1
P |

Figura 5. Esquema de penetracdo do virus (a) endocitose e lise da vesicula; (b) fusdo
entre 0 capside viral e a membrana plasmaética para a libertacdo do material genético
viral (http//pt.wikipedia.org/wiki/VV%C3%ADrus).

Os genomas de virus sdo extremamente reduzidos, 0s virus ndo apresentam organizagao
celular nem organelos ou ribossomas e ndo produzem a sua propria energia metabolica,
contrariamente aos organismos celulares, os virus ndo sdo capazes de crescer em

tamanho e de se dividirem autonomamente.

Assim sendo, necessitam de invadir células tornando-as em hospedeiros para se
poderem replicar e reproduzir. Por estes motivos, sdo considerados parasitas
intracelulares obrigatérios que obtém a partir do hospedeiro, 0s aminoacidos, 0s

nucleotideos, os ribossomas e a energia metabolica.
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A classificacdo baseada na sintese viral de RNA mensageiro (MRNA), genoma viral e
replicacdo do DNA (Classificacdo de Baltimore) agrupam os virus em sete classes
distintas, figura 6 (Madigan, et al., 2004).

Virus de DNA fs
NN\

1 Sintese da outra fita

Virus de DNA fd (¥)

\Transcrigé/
NS
N Transcrigéo fita (-) Retrovirus
. / mRNA RNA fs (+)
ode ser usado (sentido +)
diretamente

Intermediario
de DNA fd

Transcri¢ao
reversa

Transcrigéo fita (=) /‘\'/\/\/
Virus de
Virus RNA fs (+) Virus RNA fs (-) RNAfd (1)

Figura 6. Esquema da transcricdo do genoma viral dos sete grupos segundo a
classificagéo de Baltimore (Madigan, et al., 2004).

Classe I: Virus de DNA cadeia dupla (dsDNA). Os virus desta classe conseguem

construir diretamente 0 RNAm. Exemplo: Adenovirus, Herpesvirus, Poxvirus.

Classe 11: Virus de DNA de cadeia simples (ssDNA). Esta classe pode ser subdividida
em duas classes: virus de DNA de cadeia simples positiva e virus de DN A de cadeia
simples negativa, contudo, ambos utilizam um intermediario de dsDNA para sintetizar o

MRNA. Exemplo: Parvovirus.

Classe 111: Virus RNA cadeia dupla (dsRNA). Esta classe produz o mRNA

diretamente. Exemplo: Reovirus.

Classe 1V: Virus RNA cadeia simples positivo [(+)ssRNA]. Exemplo: Picornavirus,
Togavirus.
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Classe V: Virus RNA cadeia simples negativo [(-)ssRNA]. Nesta classe 0 RNA é o
MRNA. Nesta classe 0 RNA é complementar ao mRNA, servindo para a sintese das
varias moléculas de RNA (+) necessarias para tomar o controle da célula hospedeira.

Exemplo: Orthomyxovirus, Rhabdovirus.

Classe VI: Virus RNA cadeia simples (sSRNA) com intermediario dsDNA. A
transcriptase reversa viral forma uma molécula de DNA que entdo sofre o processo de

transcricdo por acdo das enzimas do hospedeiro. Exemplo: Retrovirus.

Em termos de morfologia, os genomas virais podem estar organizados em circulos
como é o caso do virus da hepatite B, também podem ser lineares como o VIH ou até
mesmo ser compostos de diversos pequenos fragmentos lineares como o virus da gripe.
Estas caracteristicas servem para classificar os virus em diferentes grupos. O genoma
viral pode adquirir essas formas independentemente do tipo de &cido nucleico utilizado.
O genoma viral pode ainda estar organizado como uma cadeia simples ou uma cadeia
dupla, também independentemente do acido nucleico ou do formato (Madigan, et al.,
2004).

Em termos gerais, a transferéncia de informacéo genética nos organismos celulares dos
dominios da Eukarya, da Bacteria e da Archaea, pode ser representado, em termos

gerais segundo a figura 7.

DNA RNAM proteina
= &< - Y - =
,f,l : '{; W

Figura 7. Esquema simplificado da transferéncia de informacdo genética nos

organismos celulares (http://hypescience.com).

Nestes organismos toda a informacdo genética necessaria para a vida encontra-se
primariamente nas moléculas de DN A, para posterior transcricdo para as moléculas de

RNA. Contudo, nos virus, essa generalizacdo ndo se aplica em todos 0s casos, ou seja 0
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material genético primario dos virus pode estar no DNA como no RNA, destacando-se

assim trés tipos de virus: o virus do DNA, o virus do RNA ndo retrovirus e o virus do

RNA retrovirus.

Nos virus de DNA, o material genético encontra-se no DNA e a transferéncia da
informacéo genética ocorre do DNA para 0 RNA e seguidamente para as proteinas. Um
exemplo desse grupo de virus sdo os virus da familia Herpesviridae, na qual os virus
apresentam morfologia esférica, com involucro e medem entre 150 a 200 nm de
diametro, (figura 8). Os virus desta familia podem provocar herpes mas também
provocam varicela, encefalites, danos em fetos e recém nascidos, mononucleose
infeciosa, entre outras. Outros exemplos de virus de DNA sdo os virus do género
Orthohepadnavirus, pertencentes a familia Hepadnaviridae. Estes sdo virus esféricos
com invélucro de aproximadamente 42 nm de didmetro responsaveis por hepatites
agudas, fulminantes e cronicas que podem evoluir para cirrose ou carcinomas
hepatocelulares. Um exemplo de espécie de virus pertencentes a este género € o virus
hepatitis B, é transmitido através do contacto com o sangue ou outros fluidos corporais
provenientes de uma pessoa infetada, é uma infecdo viral que ataca o figado e podendo
resultar em patologias agudas e crdnica, podendo ser prevenida através da vacinacéo,

método mais segura e eficaz atualmente disponivel (Lopes e Rosso, 2010).

Figura 8. Virus da familia Herpesviridae (http://www.virtualmuseum.ca).

Nos virus de RNA que ndo sdo retrovirus o material genético encontra-se no RNA e nao
possuem a enzima transcriptase reversa podendo ser divididos em trés tipos: os virus de

cadeia positiva, virus de cadeia negativa ver (figura 9), e virus de cadeia dupla.
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VIRUS DE RNA DE CADEIA SIMPLES
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Figura 9. Representacdo esquematica do processo de multiplicacdo dos trés diferentes
tipos de virus de RN A de cadeia simples: virus de cadeia + (A), virus de cadeia - (B) e 0
retrovirus (C) (Amabis e Martho 2009).

Os virus de cadeia positiva sdo aqueles cujo RNA do genoma apresenta a mesma
sequéncia de bases azotadas que os mRNA por eles produzidos. Na célula hospedeira, a
molécula de RNA viral chamada cadeia positiva funciona como modelo para a sintese
de moléculas de RNA complementares ou cadeia negativa que, por sua vez, atuam
como modelo para a producdo de cadeias complementares ou seja a cadeia positiva.
Algumas dessas cadeias positivas sdo utilizadas como mRNA e permitem a sintese das
proteinas virais e as outras cadeias positivas fazem parte do genoma dos novos virus
formados na célula infetada. S&o exemplos destes virus o virus da rubéola e o virus do

dengue.

O virus de cadeia negativa sdo aqueles cujo RNA gendmico apresenta uma sequéncia de
bases nitrogenadas complementares as dos do mRNA formados. Na célula hospedeira, a

molécula de RNA viral também chamada de cadeia negativa serve de modelo para a
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sintese de moléculas de RNA complementares de cadeia positiva. Algumas dessas
moléculas de cadeia positiva atuam diretamente como mRNA na sintese de proteinas
virais e outras moléculas que funcionam como modelo na sintese de cadeia negativa, as
quais constituirdo o genoma dos novos virus formados na célula infetada. Exemplos
deste tipo de virus sdo os hantavirus, que causam febre hemorrégica, e o virus da gripe.
Estes virus sdo arredondados, mas podem ser filamentosos, com invélucro e tém cerca
de 80 a 120 nm de diametro (Lopes e Rosso, 2010).

Os virus de RNA que sdo retrovirus contém uma cadeia simples de RNA associada a
enzima transcriptase reversa. A enzima transcriptase reversa € uma enzima que produz
DNA tendo como modelo o RNA viral. Esta enzima faz a transcricdo reversa,
contrariamente ao que normalmente acontece nas células, onde o RNA é produzido a
partir de um DNA que Ihe serve de modelo. A medida que sintetiza o DNA, a
transcriptase reversa degrada 0 RNA modelo. Em seguida, a enzima produz uma cadeia
de DNA complementar a que foi copiada da RNA viral, originando uma molécula de
DNA de cadeia dupla. Esse DNA sera utilizado para transcrever moléculas de RNA que
atuam como mensageiras na sintese das proteinas virais. O DNA produzido pela
transcriptase reversa sintetiza também o RNA gue constituird 0 genoma dos novos virus

formados na célula infetada.

Esta familia de virus inclui os seguintes géneros: Alpharetovirus, Betaretrovirus,
Gammaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus, Lentivirus (como por exemplo o
HIV) e Spumavirus. Nas ultimas décadas, a familia dos retrovirus tém sido um dos
principais alvos de estudo dos cientistas por serem a causa de doencas graves em

humanos, tais como, a sindrome da imunodeficiéncia adquirida. (Tendrio et al., 2008).

1.3. Nomenclatura Viral

As regras de nomenclatura viral séo ditadas pelo International Committee on Taxonomy

of Viruses (ICTV) e ndo segue a taxondmica binominal de Lineu. A classificacdo viral
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inicia-se por ordem e 0s nomes de ordens, familias, subfamilias, géneros e espécies sdo
escritos em italico e com a primeira letra maitscula. Os nomes ainda ndo reconhecidos

aparecem entre aspa, em tipo comum, tabela 1.

O ICTV reconhece sete ordens, nomeadamente, Caudovirales, Herpesvirales,

Ligamenvirales, Mononegavirales, Nidovirales, Picornavirales e a Tymovirales

De um modo geral, a ordem Caudovirales inclui os bacteriéfagos, Herpesvirales € uma
ordem de virus em que todos partilham a mesma morfologia geral, na ordem
Ligamenvirales incluem-se virus lineares que infetam Archaea do Reino Crenarchaeota
a ordem Mononegavirales inclui os virus que infetam plantas e animais, a ordem
Nidovirales inclui os virus hospedeiros de vertebrados, na ordem Picornavirales os
virus tem como hospedeiros vertebrados, insetos e plantas e a ordem Tymovirales
consiste me virus com genoma formado por RNA de cadeia simples positiva sem
intermediarios de DNA e o seu material genético esta protegido por uma proteina

especial de revestimento.

Segundo o ICTV atualmente sdo reconhecidas 104 familias, 23 subfamilias, 505
géneros e 3186 especies (ICTV).

Tabela 1. Regras de nomenclatura para a classificacdo dos virus.

Classificagao Sufixo Exemplo

Ordem -virales Nidovirales

Familia -viradae Retroviridae

Subfamilia -inae Orthoretrovirinae

Género -virus Lentivirus

Espécie virus Human Immunodeficiency virus 1
Acronimo HIV-1

Nome comum Virus da SIDA
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Os critérios utilizados para a classificacdo dos virus sdo respetivamente: o hospedeiro
parasitado, a morfologia do virus e o tipo de acido nucleico que estes tém. Também
podem ser usados outros critérios na classificacdo viral, tais como: as caracteristicas
fisico-quimicas, as proteinas virais, as propriedades antigénicas, as propriedades
bioldgicas, entre outras. A morfologia da particula viral inclui o estudo do tamanho, da
forma, do tipo de simetria, da presenga o ou auséncia de espiculas e a presenca ou
auséncia de involucro. As propriedades do genoma incluem o estudo do tipo de &cido
nucleico, do tamanho do genoma, do nimero de cadeias (simples ou dupla), linear ou
circular, sentido/polaridade (positivo, negativo, ou com ambos 0s sentidos), dos
segmentos (nimero e tamanho), da sequéncia de nucleotideos e contetido de guanina e
citosina. As propriedades fisico-quimicas incluem o estudo da massa molecular, da
densidade de flutuacdo, da estabilidade em pH, da termoestabilidade e da
suscetibilidade a agentes quimicos e fisicos. As propriedades das proteinas inclui o
estudo do numero, do tamanho e das atividades funcionais das proteinas estruturais e
ndo estruturais, da sequéncia de nucleotideos, modificacdes (glicosilacdo, fosforilacao,
miristilacdo) e as atividades funcionais especiais, como transcriptase, a transcriptase
reversa, a hneurominidase e a atividades de fusdo. A organizacdo e replicacdo do genoma
inclui o estudo da ordem do genoma, do nimero e posicdo das estruturas de leitura
abertas, das estratégias de replicacdo, dos locais celulares de acumulacéo das proteinas e
da organizacdo e liberacdo do virido. Ja as propriedades biolégicas incluem o estudo da
variedade de hospedeiros naturais, do modo de transmissdo, da relagdo com vetores,

patogenicidade, do tropismo tecidual e da patologia.

Cada um destes critérios contém informac6es diferenciadas para os diversos virus o que

facilita a identificacdo do virus (Lopes e Rosso, 2010).

2. Evolucao

A alimentacdo, as espécies predadoras e 0s agentes infeciosos desempenham funcées

importantes na evolucdo das espécies, nomeadamente a humana. Os virus ocupam uma
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posicdo estratégica na evolucdo dos seus hospedeiros devido & sua capacidade de atuar
como parasitas genéticos moleculares. A luta contra as doencas infeciosas tem sido
considerada um importante processo evolutivo. Se um parasita provoca a mortalidade
do hospedeiro ou diminui a sua fertilidade pode ser considerado um agente seletivo. A
maioria das espécies apresenta diversidade genética na producdo de anticorpos que
atuam na resisténcia as doencas. Considerando-se que em geral 0s agentes patogénicos
se desenvolvem mais rapidamente que as defesas do hospedeiro, € interessante que 0
hospedeiro possua diversidade genética e elevada taxa de mutacdo nos genes
relacionados a resisténcia a doencas (Van Blerkon, 2003).

Os virus podem afetar a evolucdo dos seus hospedeiros, interagindo diretamente com o
DNA do hospedeiro. Devido a sua simplicidade estrutural e sua dependéncia da
maquinaria de replicacdo e transcricdo da célula hospedeira, os virus atuam como
parasitas genéticos moleculares, podendo alterar o genoma do hospedeiro. O genoma de
quase todos os virus de DNA é constituido por DNA semelhante ao genoma das células
do hospedeiro. Esta similaridade a nivel da estrutura e da replicacdo favorece a
integracdo do virus com o genoma do hospedeiro, podendo esta integracdo ser feita a
nivel dos gametas e assim 0 novo codigo genético ser passado a préxima geracdo como

se fosse uma caracteristica mendeliana.

Comparados com os virus de RNA, os virus de DNA tendem a infetar tipos especificos
de células de uma Unica espécie hospedeira. Muitos virus de DNA provocam infegdes
cronicas e latentes no hospedeiros por longos periodo de inatividade do virus mantendo-
se no hospedeiro em pequenas populacdes por periodos prolongados. Os virus de DNA
tendem, portanto, a ser mais estaveis que os virus de RNA. Provavelmente os primeiros
hominideos transportaram varios tipos de virus de DNA, que se diversificaram e
migraram com a populacdo humana. As filogenias desses grupos de virus coincidem
com as relacBes evolutivas dos seus hospedeiros primatas, indicando um padrdo de
coevolucdo (Van Blerkon, 2003; Villarreal, 2007).

O genoma de aproximadamente 70% dos virus que infetam animais apresenta-se na

forma de RNA. O processo de replicacdo desses virus apresenta em relacdo aos virus de
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DNA erros maiores, com elevadas taxas de substituicdo de nucleotideos. Assim sendo,
0s virus de RNA possuem uma taxa de mutacdo maior, o que lhes confere a capacidade
de se adaptar a novos hospedeiros e de aumentar a sua viruléncia. Geralmente, os virus
de RNA s&o menos especificos em relacdo ao hospedeiro que 0s virus de DNA e podem
transmitir-se facilmente entre diferentes espécies animais. Apesar de alguns virus de
RNA causarem infe¢des inaparentes nos hospedeiros 0s seus reservatorios naturais, a
maioria realiza ciclos continuos de replicagdo e producdo de novos virus, que afetam o
hospedeiro (Van Blerkon, 2003).

Considerando o seu potencial para a transmissdo entre espécies e evolucdo rapida,
muitos virus de RNA humanos foram adquiridos a partir de outras espécies,
especialmente animais domesticados e roedores transportadores de doencas atraidos
pela adocdo do estilo vida ndmada, desde o Neolitico, embora seja necessario ter
cuidado concluindo este argumento, uma vez que a transmissdo interespécies tem
ocorrido frequentemente na diregéo inversa. (Van Blerkon, 2003).

Uma vez que 0 processo transcricao reversa carece da fase de revisdo da replicacdo do
DNA, um retrovirus sofre mutacbes muito frequentemente. Apds integracdo no genoma
hospedeiro, estes virus escapam a detecdo pelo sistema imunoldgico, tornando-se
semelhantes aos virus de DNA. O virus da imunodeficiéncia humana apresenta

populagdes geneticamente diversas com taxas de mutacdo mais rapidas.

Os provirus integrados ao genoma do hospedeiro, conhecidos como retrovirus
endogenos e que perderam a capacidade de produzir particulas infeciosas tém as
sequéncias nucleotidicas multiplicadas e inseridas em varios pontos do genoma do
hospedeiro. Estima-se que 8% do genoma humano seja constituido por sequéncias de
retrovirus enddgenos. Assim sendo, os retrovirus enddégenos humanos podem ter
contribuido diretamente na expressdo génica do hospedeiro e participado do processo

evolutivo humano (Van Blerkon, 2003).
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2.1. A Coevolucdo do Virus e o Hospedeiro

Durante a evolucdo, os virus e os respetivos hospedeiros desenvolveram mecanismos
complementares quer de ataque por parte do virus quer de defesa por parte do
hospedeiro. Assim sendo, o fendtipo de resisttncia ou de suscetibilidade dos
hospedeiros a infecdo viral depende do equilibrio entre estes mecanismos. Ou seja, 0s
virus ao invadirem um organismo/hospedeiro desencadeiam pressdes seletivas no
hospedeiro, moldando as caracteristicas da célula hospedeira, favorecendo a replicacdo
viral e alterando as funcdes celulares normais. Em contrapartida o processo de
adaptacdo do hospedeiro a entrada do virus também exerce uma presséo seletiva sobre o
virus que desencadeia um processo de contra-adaptacdo. Assim, ao longo da evolugédo
do virus e do hospedeiro, estes procuram o equilibrio da relagdo hospede/hospedeiro
(Villarreal, 2007).

Quando o sistema entra em desequilibrio, a célula hospedeira pode sofrer alteracdes nas
suas funcBes celulares ou ocorrer a morte celular, provocando o desenvolvimento da

doenca associada ao virus, figura 10.

Resultante: prejuizo de Doenga =alteragfio da
1 X

funcoes celulares normais ¢ 1, ou
morte celuar provocada pela
infecao

Moldar caracteristicas da
celula
para favorecer sua replicacao

Contra-adaptacao do oee
ho deiro
(e i viruy

Contra-contra-adaptacao Contra-contra-contra-adaptacao
do virus do hospedeiro

Pressao seletiva
sobre o hospedeiro

Figura 10. Esquema representativo do processo de coevolugdo do virus no hospedeiro.
(Adaptado de Lopes e Rosso, 2010).

Atualmente considera-se que a coevolugdo de parasitas e hospedeiros resulta da
atenuacdo da viruléncia dos parasitas e do comensalismo. Os hospedeiros e o0s parasitas

no curso da evolugdo adaptam-se uns aos outros, chegando a um estado de equilibrio, de
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tolerdncia matua, quase perfeita. A associacdo parasita-hospedeiro deve permitir que
ambos vivam e propaguem a espécie. Quando tal ndo acontece ocorre um parasitismo
mal ajustado (Martins, 1982). Por outro lado, o parasita ndo pode existir sem o seu
hospedeiro, assim sendo, ndo ha vantagens para o parasita em destruir o seu hospedeiro.
Estes mecanismos de simbiose podem ser vistos como o resultado evolutivo das
associacOes parasitarias (Trager, 1988). As espécies interdependentes podem sofrer
coevolucdo e coadaptacdo com a reducdo da viruléncia. Considera-se que a viruléncia é
um sinal de falta de adaptacdo do parasita e 0s parasitas pouco virulentos sdo um
indicativo da prolongada associagdo ao hospedeiro, que resultou na reducdo gradual da

viruléncia (Dobzansky, 1973).

A mixomatose ¢ uma doenca virica que ocorre naturalmente em coelhos (Sylvilagus
brasiliensis) na América do Sul, provocando uma infecdo benigna (pequenos tumores e
mortalidade muito baixa). Ja nos coelhos europeus e australianos esse virus provoca
doenca letal com lesbes graves. Na década de cinquenta a populacdo de coelhos na
Austrdlia (Orytolagus cuniculusera) rondava as centenas de milhdes. Assim, como
medida de controlo populacional introduziu-se o virus da mixomatose no pais. Apos a
dispersdo do virus a populacdo de coelhos foi reduzida em cerca de | % da populacédo
inicial. Este exemplo sugere que nas associacbes mais antigas 0s parasitas sofrem

pressao seletiva resultando em viruléncia atenuada (Ebert, 1994).

Apesar de esta doenca ser a responsavel pela diminuicdo drastica da populacdo de
coelhos na Australia, surgiram formas menos virulentas do virus e os coelhos

apresentam maior resisténcia a infecéo (Fenner e Ratcliffe, 1966).

Estudos laboratoriais com linhagens de coelhos de laboratdrio mostraram que ap6s a
introducdo do virus com grau | de virulencia (altamente virulento), formas menos
virulentas surgiram com a predominancia de virus com grau médio de patogenicidade
(I1-1V). Em relacéo ao grau de resisténcia da populacdo de coelhos a infecdo verificou-
se a presenca de varios graus de resisténcia predominando a viruléncia intermedia. Face

a estes resultados pode-se inferir que no caso do virus da mixomatose na Australia, a
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viruléncia intermediaria pode resultar da coevolucéo entre parasita e hospedeiro (Fenner
e Ratcliffe, 1966; Trager, 1986).

Esta concecdo apesar de genericamente estar correta, 0s virus podem evoluir no
sentido de aumentar a viruléncia se isso lhes trouxer vantagens de sobrevivéncia e
transmisséo, pelo que contradizendo esta visdo tradicional, os resultados obtidos para a
infecdo de crustaceos Daphnia magna na Inglaterra, Alemanha e Russia com o
protozoario da estirpe da Inglaterra mostraram que o crustaceo da Inglaterra era o que
apresentava maior nimero de esporos ou seja maior infecdo em comparagdo com as
populacdes de hospedeiros das outras regides da Europa. Este resultado confirma que a
hipotese de que o grau de viruléncia é determinado pela sele¢do natural para maximizar
a transmissdo do parasita e ndo um indicativo da antiguidade da relacdo parasita-
hospedeiro (Fenner e Ratcliffe, 1966; Trager, 1986).

2.2. Importancia das Vias de Transmissao

Alguns autores interpretaram o0s dados epidemiologicos das diferentes doencas
comparando-0s com as vias de transmissdo, as taxas de viruléncia e o comportamento
do hospedeiro. Da analise desses estudos concluiram que a viruléncia de parasitas
transmitidos por vetores artropodes é maior que aquela de parasitas transmitidos por
outras vias, de ressaltar que doengas como tuberculose, raiva e SIDA, ndo transmitidas
por vetores artropodes, ndo foram alvo de estudo, pois a inclusdo destas pode alterar os
resultados e as conclusdes dos autores (Ewald, 1983; Ewald, 1987; Ewald. e Schubert,
1989; Ewald, 1993).

Segundo os estudos, a gravidade das doencas associadas com transmissdo por vetores
resulta em parte da adaptacdo do parasita ao hospedeiro. Os agentes infeciosos
transmitidos por vetores bioldgicos, tais como, insetos hemat6fagos, com viruléncia
relativamente alta e que se disseminem pelos varios tecidos do hospedeiro terdo uma

probabilidade maior de se multiplicar. Isso aconteceria porque o hospedeiro debilitado e
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imovel tem maior probabilidade de ser picado pelos insetos, facilitando a transmissao
do parasita para outros individuos. A gravidade de doencas tais como a febre-amarela,
tripanossomiase africana e maléria poderia ser explicada como uma consequéncia

evolucionaria da transmissdo de parasitas por vetores biologicos (Ewald, 1983).

Um exemplo da relacéo entre viruléncia, comportamento do hospedeiro e transmissao
direta € o comportamento do rinovirus causador da constipacdo que infecta as células
das vias respiratorias superiores. Estes virus sdo libertados em aerossois, quer por
espirros quer por expetoracdo, podendo o virus ser transmitido a outros individuos. No
entanto, se, devido a doenca, o hospedeiro ficar imovel, milhares de virus libertados
diariamente ficardo sem contaminar outros individuos. Portanto, hd vantagens
evolutivas para o rinovirus manter o seu hospedeiro em movimento, e para tal, é
necessario nao o debilitar ao extremo, isto é, ndo ser altamente virulento (Ewald, 1993;
Giorgio, 1994).

As doencas transmitidas através da agua, refletem o comportamento do hospedeiro e as
condicBes ambientais e preveem que os parasitas sejam mais virulentos que aqueles
transmitidos pelo contato direto. Uma populacdo grande e altamente virulenta de virus
terd maior facilidade em ultrapassar o efeito da diluicdo na &gua e tal como os parasitas
transmitidos por insetos terdo "vantagens evolutivas na imobilizacdo de seus
hospedeiros. A gravidade das doencas como a febre tifoide, a cOlera e outras formas de
disenteria, podem ser explicadas como resultado da transmisséo do parasita através da
agua. Durante os surtos diarreicos provocados por bactérias patogénicas, os individuos
podem contaminar as roupas, assim, se as condi¢des sanitarias forem precarias, a agua
utilizada para lavagens dessas roupas pode entrar em contato com outros individuos
transmitindo o parasita. Nesse caso, um doente imobilizado terd mais facilidade de
infetar mais hospedeiros. Os virus entéricos humanos sdo importantes causas de
enfermidades veiculadas através da agua. Esses patdgenos, que sdo eliminados em
grandes quantidades pelas fezes de individuos infetados, podem permanecer viaveis e
infeciosos durante varios meses no ambiente e, assim, contaminar dguas destinadas ao
consumo humano, além de resistirem aos atuais processos de tratamento da agua
(Ewald, 1993; Tavares, 2005).
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A introducdo de mecanismos de tratamento de dgua e de instalacdes sanitarias reduziria
a viruléncia dos parasitas transmitidos pela dgua, pois estes ndo teriam vantagens
evolutivas em se reproduzirem. Os dados obtidos na India, nas décadas de cinquenta e
sessenta, apds medidas de saneamento basico em dareas endémicas de colera,
demonstram esta hipdtese, pois 0 agente da colera com viruléncia mais atenuada (Vibrio
cholerae, El Tor) predominou em relagdo a forma mais virulenta, provavelmente devido
a sua menor patogenicidade e também a sua capacidade maior de sobrevivéncia. Em
varios paises a bactéria Shigella dysenteriae (a mais virulenta do seu género) foi
praticamente eliminada apds tratamento de agua, e a especie predominante tornou-se a

S.flexneri (com viruléncia moderada) (Ewald, 1993; Tavares, 2005).

2.3. Os virus e a Evolucéo das Espécies

As trés grandes classes de hipdteses para a origem dos virus sdo defendidas na literatura
(Claverie, 2006; Forterre, 2006; Wessner, 2010):

I. A hipdtese do virus primeiro foi revivida na Gltima década por Wolfram Zillig
que sugeriu que os virus foram originados no mundo pré-biotico, usando a sopa
primitiva como hospedeiro. Tal hipotese esta em linha com a visdo, adotada por
varios bidlogos moleculares, em que a formacdo das células ocorreu
relativamente tarde na evolucdo da vida.

ii. A hipdtese do escape ¢ uma hipotese tradicional que V€ os virus como elementos
do genoma de uma célula que escaparam do seu ambiente celular,
transformando-se em elementos genéticos autonomos e invejosos infeciosos, é
uma hip6tese mais facil de defender num cenario pré LUCA para a origem dos
virus. Estes genomas podem ter sido constituidos por cromossomas
semiautdénomos (possivelmente formados por uma pequena quantidade de genes
de RNA) que foram replicados independentemente e transferidos aleatoriamente
entre as células. Alguns cromossomas de RNA poderiam codificar proteinas de
revestimento que ajudariam o proto virus no processo de transferéncia,

finalmente tornando-se infecioso.
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iii. A hipOtese da reducdo sugere que a transformacéo de um organismo celular num
virus pode ter sido muito mais facil num mundo de células de RNA, uma vez
que estas células eram muito mais simples que as células modernas. Tal como
um parasita moderno pode perder parte dos seus canais metabdlicos, uma célula
de RNA vivendo como um parasita endosimbionte em outra célula de RNA
pode ter perdido a sua propria maquinaria para a sintese proteica e producao de

energia, usando em vez destes, a maquinaria do hospedeiro.

Segundo Forterre (2006) os virus de RNA tiveram origem no Mundo das
nucleoproteinas a partir da fuga ou reducdo de organismos celulares. Enquanto 0s virus
de DNA eram originados diretamente de virus de RNA. Este autor descarta a hipdtese
da coevolucdo uma vez que os virus atuais, incluindo viroides (moléculas infeciosas de
RNA sem capside), sdo parasitas intracelulares. Por outro lado 0s virus sdo dependentes
de ribossomas para se reproduzirem ja os viroides necessitam de um ambiente que
forneca os nucleotideos. Na opinido do autor, tais condigcdes dificilmente ocorreriam
num ambiente com moléculas livres na solugcdo. Mas 0s virus seriam de origem antiga e
ndo resultado de reducBes mais recentes pelo fato de as proteinas de transcricdo,
replicacdo, recombinacdo e reparo (proteinas informacionais) serem diferentes na
sequéncia em relagdo as proteinas que desempenham o mesmo papel nos seus

hospedeiros (Forterre, 2006).

Koonin et al. (2006) defendem a hipdtese do virus primeiro. Segundo os autores, 0S
diferentes grupos de virus compartilham um conjunto de genes que sugerem o
monofiletismo e apenas distantemente relacionados com genes presentes nos
organismos celulares, os "genes de marca virdtica” (viral hallmark genes). Existem duas
proteinas virais, ndo compartilhadas com organismos celulares, que estdo presentes nos
diferentes grupos de virus (embora ndo em todos os membros de cada grupo): a proteina
de topologia de rocambole, "jelly-roll protein" e as helicases da superfamilia 3 (S3H). O
fato de esses genes de origem virica serem em nimero reduzido, estando presentes entre
os membros dos diferentes grupos de virus indicaria que 0s virus ndo seriam um grupo
monofilético; por outro lado, estes ndo sdo originarios de compartilhamento por

transferéncia horizontal face a grande divergéncia na sequéncia dos genes entre 0s
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diferentes grupos de virus. Assim, seriam originarios diretamente da mistura de genes

que antecedessem a emergéncia das células (Koonin et al.,2006).

Normalmente ¢ considerado que o RNA foi “logicamente” substituido pelo DNA no
decorrer da evolucdo por duas razbes: primeira ¢ mais estavel, gracas a remogdo do
oxigénio reativo na posicdo 2~ da ribose, e segunda a modificacdo na mensagem
genética produzida por desaminacdo da citosina em uracilo (uma reagdo quimica
espontdnea comum) pode ser reconhecida e reparada no DNA ao contrario do RNA.
Como consequéncia desta estabilidade, e mais fiavel replicagdo, a substituicdo do RNA
pelo DNA como material genético celular permitiu um aumento no tamanho do
genoma, células com genomas maiores de DNA tornaram-se mais complexas,
ultrapassando os seus ancestrais com genoma baseado em RNA (Lazcano et al.,1988).
No entanto, estas argumentagdes ndo podem explicar totalmente a origem do DNA,
desde a evolucdo do sistema de reparacdo do DNA removendo uracilo do DNA, e, de
um modo mais geral, a vantagem de ter uma genoma maior pode ter sido um fator
determinante no processo de evolucdo apenas depois da populacdo de células de DNA
estar estabelecida. E se em vez disso, a substituicdo do RNA por DNA ocorreu primeiro
nos virus, a modificacdo do seu genoma de RNA em DNA teria produzido um beneficio
imediato para os virus (um pré-requisito para a selecao darwinista). Nos sabemos que
alguns virus modernos alteram de fato quimicamente o seu genoma de DNA para se
tornarem resistentes as nucleasses do seu hospedeiro (por exemplo por via de metilacéo,
hidroximetilagdo ou processos quimicos mais complexos de modificacdo)( Forterre,
2006). Como primeiro passo, 0 surgimento ou recrutamento da redutase ribinucleotida
activa ancestral no virus, iria modificar o genoma de RNA em genoma de DNA
contendo uracilo (U-DNA). Este passo intermedio na transicdo de RNA para DNA é
inferido da sintese de dTMP a partir de dUMP em células modernas. Alguns virus de
bactérias que tém genomas de U-DNA podem ser reliquias desta primeira transicao
(Forterre, 2006). Virus que que conservaram um genoma de RNA evoluiram
mecanismos alternativos para proteger o seu material genético contra a degradacao do
RNA ou modificando enzimas, sendo que alguns deles manttm o seu genoma de RNA
nas suas capsides durante todo o processo de infecdo, enquanto outros conseguem
codificar proteinas que inibem a degradacédo celular do RNA ou modificam mecanismos

responsaveis pela degradacdo do RNA (ex: desmetilases). No segundo passo, o
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surgimento de atividade de timidilato sintase em alguns virus de linhagem U-DNA tera
produzido virus com a forma moderna de DNA contendo timidina T-DNA. Este passo
terd ocorrido de forma independente pelo menos duas vezes de modo a explicar a
existéncia de duas timidilato sintase ndo homologas, ThyA e ThyX (Myllykallio et
al.,2002). Em concordancia com a ideia que a ribonucleétido redutase e a timidilato
sintase foram inventadas na virosfera, é importante notar que muitos virus de DNA séo
capazes de codificar o seu proprio ribonucle6tido redutase ou a sua timidilato sintase.
Além disso, estas proteinas estdo normalmente apenas relacionadas distantemente com
aquelas codificas pelos seus hospedeiros na arvore filogenética(Myllykallio et al.,2002;
Filée et al.,2003;Miller et al.,2003;Forterre et al.,2004).

No entanto em conformidade com Koonin et al. (2006) a hipotese do ancestral celular
com genoma de RNA ndo seria possivel pelo fato de o conjunto minimo de genes
necessarios para uma célula funcional ser relativamente grande da ordem de algumas
centenas. A instabilidade das moléculas de RNA exigiria que tal genoma consistisse em
moléculas distintas de RNA e que fossem o suficiente pequenas para garantir uma
replicacdo. Isso, porém, levantaria a uma questdo de como as células filhas receberiam
pelo menos uma copia de cada molécula, para tal, seria necessario um sistema altamente
aperfeicoado de segregacdo de moléculas de RNA. Além disso, se o sistema de
producdo do DNA das células tivesse sido recrutado a partir dos virus, seria de se
esperar gque 0s genes de origem virica essenciais a replicacdo do DNA como os S3H e a
primase do tipo virico estivessem presentes. Para 0s autores, tanto as células quanto os
virus de DNA seriam descendentes de um mundo de DNA que sucedeu 0 mundo de
RNA em etapas intermedidrias. Para este autor, 0 modelo da evolugdo dos sistemas
genéticos envolve a replicacdo e a competicdo de moléculas em solucdes contidas em

compartimentos inorganicos intercomunicantes (como poros de uma rocha), assim:

a) do Mundo de RNA teriam surgido as enzimas do RNA, as ribozimas egoistas que

dariam origem aos intrdes do tipo I;

b) do Mundo de RN A- surgiriam as proteinas dos virus de RNA de cadeia dupla;
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c¢) do Mundo de RN A-DNA- os retrotranscriptase, 0s exdes, e 0s intrdes do tipo II;

d) do Mundo de DNA, as células bacterianas, a Arquea e 0s virus de DNA.

A evolucdo dos capsides teria ocorrido ja nas fases pré-celulares promovendo, o
transporte entre 0s compartimentos e a prote¢cdo do material genético dos ancestrais dos
virus. Durante a evolugdo até a célula o sistema genético teria caracteristicas virais, cada
molécula de RNA e DNA atuariam como elementos genéticos egoistas, ndo havendo
distincdo entre elementos parasitas daqueles que dariam origem aos genomas das
formas celulares. Essa distingdo ocorreria com o desenvolvimento de cooperativas
egoistas, conjunto relativamente estavel de elementos genéticos co-herdados. Num
estagio posterior, os genes codificadores de elementos de replicacdo e os genes de
funcbes acessorias passariam a ficar fisicamente ligados; enquanto genes solitarios
ocupariam o nicho parasitico. Os virus eucarioticos surgiriam da mistura de virus
bacterianos com virus de Arguea enquanto a célula eucariética surgiria da fusdo de uma
bactéria com Arquea. A hipdtese da fuséo é defendida por Koonin et al. (2006) pelo fato

de 0 genoma eucariodtico apresentar similaridades com genoma Arquea e de bactérias.

Forterre (2006) defende ainda a hipOtese da eucariogénese viral, isto €, 0s virus seriam
0s responsaveis pela emergéncia do nicleo eucariotico. Os Poxvirus ttm um ciclo
reprodutivo reminiscente a caracteristicas do nucleo eucariotico. A polimerase de DNA
e as enzimas de capping de RNAm do Poxvirus estdo evolutivamente relacionadas com
as dos eucariotas (embora formem um grupo monofilético viral). A transcricdo inicial
do DNA viral ocorre ainda no nucleo viral e 0 RNA resultante é passado ao citoplasma
do hospedeiro por meio de poros. Depois da liberacdo do ndcleo viral, o DNA do virus
organiza-se segundo um minindcleo, recrutando a membrana do reticulo
endoplasmatico do hospedeiro. A replicacdo do DNA do virus so se realiza apos a
formacdo do mininGcleo que desaparece apds término da replicacdo viral num processo
controlado por proteinas fosforilantes. Embora Poxvirus tenham um genoma pequeno,
0s mimivirus ttm um genoma (cerca de 1Mb), o que é metade do tamanho dos menores
genomas eucariotas. Assim um virus de DNA poderia ser um iniciador da eucariogénese
(Forterre, 2006).
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A hipétese que o DNA foi transferido dos virus para as células, juntamente com todo a
maquinaria necessaria para a sua replicacdo, foi originalmente proposta para explicar a
existéncia de duas combinacbes de proteinas replicadores do DNA ndo homologas,
umas no dominio Bacteria, e 0 outro conjunto em Archaea e Eucarya. Foi entdo
necessario conceber que ocorreram pelo duas transferéncias independentes para ter em
conta esta observagdo. Recentemente Forterre sugeriu que ocorreram trés tranferencia
de DNA independentes de virus para células de RNA , o que levou a formagdo dos trés
dominios Archaea, Bacteria e Eucarya. A hipotese “trés virus trés dominios” pode
explicar porque a maioria da maquinaria de replicacdo em células Eucarya e Archaea,
apesar de similar, exibe diferengas criticas. Consequentemente, as principais
topoisomerases do DNA Eucarya (Topo IB e Topo IlIA) ndo sdo filogeneticamente
relacionadas com as das Archaea (Topo IA e Topo 1I1B) (Gadelle et al.,2003; Krogh e
Shuman, 2002). Em adi¢do, Archaea contem DNA polimerases da familia D sem
homdlogos presentes em Eucarya. (Cann et al.,1998). Alem disso, as DNA polimerases
da familia B em células Archaea e Eucarya, apesar de serem homologas, ndo estdo
especificamente relacionadas, mas ambas agrupam com diferentes grupos virais na
filogenia das DNA polimerases B (Filée et al.,2003).

Esta hipétese pode também explicar o motivo pelo qual membros de diferentes
dominios séo infetados por grupos de virus especificos. Se um ancestral de todos os
virus existentes presentemente ja prospera-se no tempo de LUCA, membros de uma
determinada familia viral (por exemplo Fuselloviridae) deveriam ser capazes de infetar
células dos trés dominios celulares. E isto ndo é aparentemente o caso, uma vez que a
presenca de fuselloviridae aparenta ser restrita a células do dominio Archaea. Contudo ,
num cenario trés virus trés dominios, seguindo uma diversificacdo inicial das linhagens
virais paralelamente com a divergéncia nas linhagens de células de RNA, apenas virus
de eram capazas de infetar células de RNA no ponto de origem de cada dominio
poderiam ter sobrevivido a massiva eliminagdo de células de RNA ( e RNA/DNA virus)
que ocorreu ap6s o surgimento das trés linhagens de células de DNA. Isto teria
selecionado em cada dominio uma subpopulacdo de diferentes familias virais que

estariam pré adaptadas para infetar as células de DNA recém formadas (Forterre, 2006).
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Claverie (2006) também defende a eucariogénese viral, ocorrendo por transferéncia
gradual do genoma de RNA do hospedeiro para o nlcleo. Para Witzany, os telomeros
sdo outra marca do processo de eucariogénese viral. Contudo, ndo se sabe se 0s
telomeros nas bactérias com nucleos, os Planctomycetes, sdo semelhante as dos
eucariotas, apesar de fornecer um importante dado para a hipdtese a eucariogénese viral
(Witzany, 2008).

Forterre e Prangishvili (2009) apresentam uma outra hipoOtese para o envolvimento de
virus na eucariogénese. Em lugar da acdo direta da infe¢do por um virus gigante de
DNA, a célula hospedeira de um protoeucariota teria recrutado os mecanismos virais
produzindo a sua propria membrana e poros nucleares. Assim, num primeiro momento,
esta célula teria protegido o seu material genético dos virus. Por sua vez, a capacidade
de formacdo do mininucleo teria surgido quer nos virus de DN A quer nos virus de RNA

protegendo-os do sistema de defesa do hospedeiro (Forterre e Prangishvili, 2009).

Assim, a complexa parede celular bacteriana poderia ter origem numa resposta a
pressao seletiva para evitar os ataques virais ja que esta é o principal modo de entrada
do virus por meio da fusdo deste com a membrana celular. Isso explica a pequena
diversidade viral entre as bactérias em comparagdo com os virus de Arquea e eucariotas
e a predominancia de virus Caudovirales. Uma vez que estes virus desenvolveram um
sistema de entrada com uma cauda proteica que penetra na parede e na membrana
celulares e injeta o material genético para o interior da célula hospedeira. Por
conseguinte, 0s autores sugerem que 0S mecanismos nos hospedeiros para evitar a
infecdo por parte dos virus que poderiam ter conduzido a divergéncia entre 0os dominios
e entre as espécies dentro de cada dominio, atraves de um efeito colateral na reducéo da

transferéncia lateral de genes (Forterre e Pragishvili, 2009).

De acordo com Forterre (2006), os virus ttm um papel na evolugdo das mitocondrias e
dos cloroplastos. As mitocondrias sdo derivadas de uma o-proteobactéria
endossimbionte, mas a polimerase de RNA, a polimerase de DNA e a helicase
codificadas no seu genoma sdo similares aos correspondentes elementos do bacteriéfago

T3/T7. As proteinas homologas sdo codificadas pelo genoma de provirus cripticos
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presentes em proteobactérias. Aparentemente houve uma substituicdo ndo homologa na
evolucdo do organelo. Ja nos cloroplastos, a polimerases de RNA sdo similares quer as

bacterianas (cianobactérias) quer as virais.

Nos eucariotas, tais como, nos mamiferos aproximadamente 30% do genoma consiste
em sequéncias intronicas, e 60% do genoma consiste em regibes intergénicas com
elementos méveis em variados estados de degradacdo. Segundo Koonin et al. (2006),
estes elementos mdveis, sdo oriundos do “Mundo de Virus” ancestral. Os virus
enddgenos e retroelementos podem libertar-se de uma por¢éo do genoma e inserirem-se
em outra porcao, alterando o padréo de expressao de genes. Por outro lado podem criar
novos genes criando um novo sitio de edicdo — splicing - alternativo. (Forterre e
Pragishvili, 2009).

Harris sugere que uma infe¢do viral na linhagem germinativa de um ancestral metatério
pode ter impulsionado o desenvolvimento da placenta o que justificaria a presenca de
retrovirus endégenos no citotrofoblasto placentario. Os retrovirus sdo capazes de induzir
a fusdo celular tanto em tecidos cultivados quanto in vivo. Apds o parto, com a expulsdo
da placenta, o sinciciotrofoblasto exibe sinais de degeneragcdo com aglomeracdo nuclear
e picnose. Este padrdo é idéntico ao sincicio formando em células cultivada e infetadas
com retrovirus, bem como em certos tumores e tecidos de organismos com infecdo

retroviral, figura 11.

Figura 11. Sincicio-fusdo de varias células infetadas por um virus (http://ccO4-

10.med. up.pt).
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Na década de 1970, foram observadas, por microscopia eletrdnica, particulas virais no
sinciciotrofoblasto da placenta indicando a presenca de um provirus. Os estudos
posteriores confirmaram esta hipotese e foi identificada a sequéncia intacta de um gene
viral derivado de retrovirus enddgenos (HERVS), que produzem uma proteina do
sinciciotrofoblasto, denominada de cincitina. Esta proteina estd envolvida na fusdo dos
tecidos na interface mde-feto e na supressdo da resposta imunoldgica, garantindo a
tolerdncia ao feto pelo sistema imune da mde o que impede a rejeicdo do feto
resolvendo o grande dilema da maternidade. A placenta surgiu ao longo da evolugéo dos
mamiferos e exerce um papel crucial, permitindo a nutricdo e a protecdo do embrido

nesse periodo (Sentis, 2002).

A principal diferenca entre chimpanzés e o humano sdo o nimero, a variedade e, mais
importante, os l6cus de integracdo de elementos de origem viral no genoma humano. A
origem da humanidade podera ser vista como resultado da criatividade viral (Villarreal,
2004).

3. Virus como Vetores na Tecnologia do DNA Recombinante

Os eventos de mutacdo sdo responsaveis pela geracdo de variabilidade genética nas
populacgdes, permitindo a acdo da selecdo natural que favorece os tipos mais adaptados.
A exploracdo dessa variabilidade pela espécie humana, embora de forma empirica, teve
inicio h& cerca de dez mil anos, quando se deu a domesticacdo das primeiras culturas

agricolas.

O melhoramento genético de plantas, animais ou microrganismos s6 é possivel se existir
variabilidade genética, isto é, se, dentro das espécies a serem melhoradas, ocorrerem
individuos com diferentes caracteristicas que podem ser herdadas. Essa variabilidade é
facilmente constatada tanto na espécie humana como em qualquer outra. Tem origem,
fundamentalmente, em mutacbes, que sdo a base da evolugdo. Resultam de

modificacGes que ocorrem nas moléculas do acido desoxirribonucleico (DNA), que é o
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material genético de todos os seres vivos. O mecanismo de recombinagdo resultante da
hibridacdo, ou seja, do cruzamento entre tipos portadores de diferentes mutacbes
promove uma variabilidade adicional nas popula¢bes, propiciando a ocorréncia do

fendmeno de selecdo natural (Azevedo et al., 2000).

Na clonagem molecular, um fragmento do DNA de interesse liga-se a outra molecula de

DNA chamada de vetor para formar um DNA recombinante.

Essa molécula de DNA recombinante é introduzida numa célula hospedeira compativel,
num processo chamado de transformacdo. Para que possa ser usada como vetor, uma
molécula de DNA deve ser capaz de se replicar dentro da célula hospedeira, além de ter
um tamanho pequeno. E de grande importancia a descricio de vetores moleculares para
a propagacdo das moléculas de DNA inseridas e 0s vetores comumente empregados sao

plasmideos bacterianos, bacteriofagos ou virus animais e vegetais.

A palavra vetor, que deriva do Latim vector (aquele que carrega, entrega) define o
agente que constitui ou contém os genes a serem transferidos e expressos em células

recetoras.

A construcdo de uma molécula de DNA recombinante favorece o estudo da estrutura
dos genes, no diagnostico clinico, na terapia genética, no melhoramento animal e
vegetal, na obtencdo de grandes quantidades de proteinas raras e na construcdo de

bibliotecas de genes.

O bacteriéfago lambda, parasita obrigatorio de E. coli, € um dos vetores de clonagem
molecular mais utilizado na tecnologia do DN A recombinante. Durante o ciclo litico do
fago, os genes envolvidos no ciclo lisogénico, que sdo dispensaveis no ciclo litico,
podem ser totalmente substituidos por outro fragmento de DNA, melhorando em 100%

a infecdo da E. coli hospedeira.

Hoje ha uma enorme quantidade de estudos que descrevem o potencial dos virus como

vetores de clonagem para células animais, recebendo especial atencdo os virus de
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mamiferos tais como Simian virus 40 (SV40), o Adenovirus e o Baculovirus. O virus
SV40, isolado de células tumorais de macacos, foi um dos primeiros sistemas virais

utilizados para introduzir genes em células de mamiferos.

Vetores virais tem sido usados na terapia genética, a fim de levarem o DNA terapéutico
ao nucleo das células alvo. Atualmente ha cinco grupos principais de vetores virais
usados: retrovirais, lentivirus, adenovirus, virais adenoassociados e virais de herpes

simplex.

Todos apresentando vantagens e desvantagens. Um retrovirus murino, o virus da
leucemia murina de Moloney (MoMuLV), foi o primeiro sistema vetorial desenvolvido
para aplicagdes clinicas da terapia genética. Os vetores adenovirus sdo os vetores de
DNA mais utilizados, mas ndo se integram no genoma e sdo imunogénicos (de Azevedo
etal., 2000).

3.1. Terapia Genética

Os bacteriofagos foram descobertos na época da Primeira Guerra Mundial e logo se
tornaram uma esperanca na prevencdo ou cura de doencas infeciosas. A terapia com
recurso a bacteriofagos ja era estudada em 1915, como base para o tratamento de
infecdes. Mas com o advento dos antibidticos na década de 40, as pesquisas com esses
virus foram interrompidas, ressurgindo apenas nos ultimos anos, decorrente ao
aparecimento de linhagens resistentes aos antibiticos, associadas ao elevado uso destas

moléculas (Menck, e Ventura, 2007).

Em 1944 Avery Oswald e seus colaboradores demonstraram que era possivel transferir
genes de uma estirpe bacteriana patogénica para outra ndo-patogénica, identificando o
DNA como portador da informacdo genética. Esta descoberta permitiu a James Watson
e Francis Crick em 1953 propor a estrutura da dupla-hélice do DNA. S6 no ano de 1964
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Edward L. Tatum, Joshua Lederberg e Arthur Kornberg, prémios Nobel da medicina,

especularam a possibilidade transferir genes (Menck, e Ventura, 2007).

O isolamento do primeiro gene ocorre no ano de 1969 por Jon Beckwith e
colaboradores em Harvard reforcando a possibilidade da transferéncia genética. No
entanto, teve inicio também a polémica acerca da seguranca da engenharia genética e a
possibilidades da sua utilizacdo para eugenia. Este debate estendeu-se durante a década
de 70 e resultou na criacdo de legislacdo em diversos paises sobre o assunto (Menck, e
Ventura, 2007).

Em 1977, os pesquisadores Michael Wigler e Richard Axel conseguiram inserir o gene
que codifica a enzima timidina quinase em células portadoras de deficiéncia nesse gene.
A metodologia utilizada ainda era pouco eficiente e s6 ganhou forca com a proposta de
utilizar virus ndo-patogénicos como vetores transportadores de genes. Esta ideia
impulsionou os estudos na area e ja nos anos de 1983 e 1984 foram propostos 0s
primeiros sistemas de vetores derivados de trés espécies virais, o retrovirus, oadenovirus

e 0s virus adenoassociados (AAV), figura 12.

Virus
Retrovirus Adenovirus adenoassociado

Figura 12. Principais virus usados como \vetores na terapia genética

(http:/Awww.usp. br/aun/index.php).
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A possibilidade de usar os virus como veiculos para transportar e introduzir genes num
paciente, permitindo a cura de doengas abre enormes perspetivas na area da saude. Esta
terapia pretende utilizar as estratégias dos virus, que ao longo da evolucdo por milhdes
de anos aperfeigcoaram a capacidade de transferir material genético para células de um

individuo resultando em beneficio terapéutico (Menck, e Ventura, 2007).

A capacidade de interferir na constituicdo genética de um individuo, por meio da terapia
génica, surge como uma nova esperanca para os problemas relacionados com a saude
humana, permitindo a cura de doencas genéticas herdadas dos pais, ou mesmo de
doencas que podem ser adquiridas durante a vida, como o cancro, doencgas

cardiovasculares e infecdes virais.

Mas afinal o que é a terapia génica. A terapia genética envolve qualquer estratégia de
introducdo de uma informacdo genética numa célula com o intuito de modificar o curso

de uma doenga.

A teoria por tras da terapia genética é bastante simples, apesar de sua pratica ser
bastante mais complexa. O objetivo da terapia genética é proporcionar as células as
ferramentas necessarias para combater uma dada doenca. Por exemplo, a hemofilia €
causada por uma mutacdo genética herdada num gene que regula a coagulagdo
sanguinea. Atraves da transferéncia de uma copia saudavel desse gene para o doente, as
células deste doente podem produzir a proteina que estava ausente e, assim, regular a
coagulacdo de forma apropriada. Esta terapia funciona de uma forma diferente em
relacdo aos farmacos tradicionais, 0os quais ndo corrigem a origem da doenca mas
apenas tratam dos sintomas da doenca. Com a terapia genética, em teoria, uma doenca
herdada pode ser tratada na sua origem genética e o doente pode ter uma vida normal

sema necessidade de medicamentos adicionais (Menck, e Ventura, 2007).

Quando falamos de “transferéncia génica” ndo estamos a ser precisos no uso do termo
pois 0 que realmente esta a ser transferido €, na maioria das vezes, um cDNA. O cDNA
é um derivado do mRNA e que contém todas as informacdes necessarias para produzir
uma proteina de uma forma compacta e simplificada. No entanto, a introducdo do

cDNA numa célula ndo garante a producdo da proteina sdo necessarias as informacoes
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que regulam o processo de transcricdo e traducdo, ou seja, como, onde e quanto de
proteina terd que ser produzida. Assim, o cDNA tem que ser acompanhado de
sequéncias de DNA extras, ditas sequéncias regulatorias, que sdo importantes para
controlar todo o processo (Menck, e Ventura, 2007).

A introducéo destes elementos regulatorios junto ao cONA permite manipular e regular
a producdo da proteina de interesse para que esteja disponivel na célula certa, no tempo
certo e na quantidade certa.

Isto é feito através da utilizagdo de promotores (sequencia regulatéria) que produzem a
expressdo do cDNA para tecidos especificos (como por exemplo células tumorais) ou
em condicOes fisiologicas pré-determinadas (células em divisdo acelerada como em

alguns tipos de cancro).

Genericamente e de uma forma simplificada, as etapas envolvidas na de terapia genética
sdo: 0 isolamento do gene, a construcdo de um vetor, a transferéncia para células no
tecido alvo, e a producdo da proteina codificada e expressa pelo gene terapéutico nessas

células, segundo a figura 13.

- IO

1. Isolamento

do gene ~aalll
/ 2. Construcao

-— do vetor

- -

-‘ . \. ’——\\\
3= Transd;;-c:\/‘*‘c S —

Celula-alvo
4. Liberacao da

proteina terapéutica </

ST_ ororains ’
e Y
L i/ ===y

Figura 13. Etapas envolvidas na terapia genética com um \vetor viral

(http:/Awww.usp. br/aun/index.php).
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Para introducdo de genes nos organismos pode ser executada de duas formas: a
introducdo in vivo e a introducdo ex vivo, figura 14. Na estratégia ex vivo consiste na
modificacdo das células de um tecido-alvo retiradas de um paciente e cultivadas in vitro
posteriormente sdo expandidas e reintroduzidas no paciente onde vao expressar 0 gene
exdgeno desejado. Na estratégia in vivo, os vetores eficientes, como os adenovirus,
podem transportar o transgene (material genético transferido) diretamente ao érgdo alvo
(como o figado) através de uma injecdo endovenosa, levando a eficiente expressdo do

transgene.

ex vivo in vivo

EXx vivo:

1. Colheita e cultivo in vitro das células do paciente;

2. Transdugdo com vetor carregando 0 gene terapéutico;
3. Selecdo e expansdo das células com gene terapéutico;

4. Reintroducdo das células modificadas no paciente.

In vivo:
1. Formulacdo apropriada do vetor que carrega o gene terapéutico;
2. Injecdo direta do vetor no tecido-alvo do paciente.

Figura 14. Estratégias usadas na terapia genética in vivo e em ex Vivo.

(http://Awvww.bmj.com).
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Os Virus sdo vetores génicos por exceléncia que tém evoluido ha milhdes de anos na
natureza em associacdo com todos os organismos desde as bactérias até plantas e
animais. Os sistemas biomoleculares especificos de transferéncia, recombinagdo e
expressdo genica dos virus constituem instrumentos poderosos para a construgdo de

vetores cada vez mais eficientes e seguros.

Na figura 15, pode ver-se representada a distribuicdo dos diferentes tipos de vetores que
tém sido utilizados em protocolos clinicos. Como pode ser observado, os vetores
derivados de adenovirus e retrovirus sdo os principais veiculos para ensaios em seres
humanos, contribuindo com 50 % de todos os testes. Outros virus muito utilizados sdo
os derivados de virus adenoassociados (AAV), virus ndo-patogénicos, que, apesar de
muito limitados no espaco disponivel para o transgene, permitem a sua expressao
durante bastante tempo, induzindo fraca resposta imunoldgica, e os derivados de virus
da familia poxviridae como o vaccinia, empregues em seres humanos durante mais de

dois seculos em processos de imunizacdo contra a variola (Dani, 2002).

- b -
Indications Addressed by Gene Therapy Clinical rial W ) Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trils W

Adenovirus 22.2% (n=506)
O Retrovirus 18.4% (n=420)
@ Noked/Plasmid DNA 17.4% (r=397)
@ Vaccinio virus 7.2% (n=165)
® Adenoassocited virus 6% (n=137)
O Lipofection 5% (n=115)

) Lentivirus 5% (n=114)

O Poxvirus 4.4% (n=101)
O Herpes simplex virus 3.2% [n=73)
© Other vectors 7.6% n=174)
O Unknown 3.3% (n=76)

Cancer diseases 64% [n=1413)

® Monogenic diseases 9.5% (n=209)
® Cordiovasculor diseases 79% (=175
O Infectious diseases 7.9% (n=174)
O Nevrologicaldiseases 1.9% n=43)
O Oculor diseases 1.4% (n=31)

) Inflammatory diseases 0.6% (n=14)

| @ Other diseases 2.1% n=46)

© Gene marking 2.3% (n=50)
@ Healty voluntsers 2.4% (n=53)

The Journalof Gene Medicie, © 2015 John Wiksy and Sons Ud W wly.co.uk genmedcinicol The Journal of Gene Medicing, € 2015 John Wiley and Sons Lid wirw.wiley.co.uk[genmed) dinical

Figura 15. Distribuicdo dos protocolos clinicos por (a) tipo de vetor; (b) segundo as

patologias (http://www.wiley.com).
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Apesar de ser uma terapia promissora a terapia genética apresenta algumas limitacdes,

nomeadamente:

e Eficiéncia da transferéncia- Nos estudos de terapia genética, a maior parte dos
esforcos séo concentrados na descoberta de vetores que possam transferir o

DNA de modo eficiente, principalmente para as células desejadas.

e Duracdo da expressdo- A terapia genética é praticamente inttil se a expressdo
do gene estranho ndo for mantida por um periodo adequado de tempo. As
pesquisas estdo orientadas para o desenvolvimento de sistemas com uma
expressdo duradoura, de modo a submeter o paciente a um Unico tratamento, ou

a tratamentos repetidos em periodos maiores (anos).

e Seguranca do procedimento - E um problema particularmente para os vetores
virais, pois alguns vetores derivam de virus perigosos como o VIH, sendo
necessario que estes vetores sejam submetidos a critérios de seguranga,
particularmente no que concerne a presenca de genes que podem determinar a
patogenicidade do virus utilizado para transferir o gene desejado para as células

do hospedeiro.

e Reacdo imunitaria - Como toda substancia estranha ao organismo, o vetor pode
induzir uma resposta imunitaria sob tratamento podendo causar a eliminacdo das
celulas modificadas geneticamente, ou a inativacdo da proteina produzida pelo

gene novo.

Apesar destas limitagBes espera-se que a terapia genética se torne uma abordagem
basica para a promocdo da saude e tornando-se um metodo universal na prevencéo de
doencas e no desenvolvimento de tratamentos. Os bacteriéfagos, baculovirus, retrovirus,
adenovirus e virus adenoassociados sdo exemplos de virus que foram modificados com
sucesso pelas técnicas do DNA recombinante e sdo aplicados na agricultura e na

medicina. Na tabela 2, apresentam-se os diferentes virus estudados (Dani, 2002).
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Tabela 2. Métodos Bioldgicos utilizados na introducdo de genes em células de
mamiferos (Dani, 2002).

Vetores

Vantagens

Desvantagens

Retrovirus
VIH

Alta taxa de transdugéo; amplo
espectro de células hospedeiro
(somente células em divisdo);
insercional; sistema muito bem
estudado; integracdo no genoma
hospedeiro; proteinas do vetor
ndo expressas no hospedeiro.

Infetam e transduzem células
mitoticas e poOs-mitdticas por
longo prazo.

Imunogénico; requer celulas
em  divisao; risco de
mutagénese risco de reversdo
para 0 tipo selvagem;
inativacdo pelo complemento;
baixos titulos; baixa taxa de
integracéo in vivo.

Sistema pouco  conhecido;
eficiéncia baixa in vivo.

Adenovirus

Amplo espectro de células do
hospedeiro (células mitdticas e
ndo mitdticas); altos titulos;
eficiéncia  de  transducdo;);
genoma viral epissomal; virus
selvagem causa doenga leve; ndo
envelopado.

Imunogénico; reversdo para o
tipo selvagem; periodo curto de
expressdao génica em células
em divisdo (depuracdo do
epissoma); vazamento  de
proteinas virais.

Adeno-associados

Amplo espectro de células do
hospedeiro; nenhuma doenca
humana  associada; infecta
células em divisdo ou paradas;
integracédo dirigida é
preferencial.

Limite ao empacotamento de
DNA,; integracdo ndo é sempre
sitio-dirigida;  possivelmente
imunogeénico.

Hibridos;
Adenovirus-AAV

Amplo espectro; altos titulos;
alta eficiéncia de transducéo;

integracgéo dirigida.

Imunogeénico.

Herpes simples

Epissomal; pode induzir infecdo
latente por toda a vida
(especialmente no SNC);
acomoda  insertos  grandes;
producdo de altos titulos.

Imunogénico; virus diferentes
tém seletividade diferente;
EBV é oncogénico; ativagdo de
virus latente; baixa; eficiéncia
de transdugdo;  expressdo
transitoria nos vetores atuais;
sistema em desenvolvimento.

Vaccinia

Potencial para desenvolvimento
de uma grande variedade de
vacinas genéticas.

Uso limitado aos individuos
ndo previamente vacinados;
uso nao indicado  em
imunossuprimidos.
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4. Conclusao

Uma vez que todos os organismos sdo infetados por virus, existe uma grande
possibilidade de infecdes e de transferéncia de genes virais entre os diferentes seres

vivos, confirmando o papel dindmico dos virus na circulacdo dos genes na biosfera.

Durante uma infecdo, alguns mutantes do agente infecioso sdo favoravelmente
selecionados devido a sua eficiéncia de transmissdo e sobrevivéncia no hospedeiro.
Deste modo, uma doenca infeciosa tende a assumir uma condicdo que garanta, ao
maximo a sobrevivéncia do agente infecioso, 0 que garante a sua sobrevivéncia no

tempo e no espago.

Por outro lado, este mecanismo evolutivo ndo é unilateral. O hospedeiro também
evoluiu com as infe¢cbes de modo a tornar-se resistente a elas, dando origem a pressdes
seletivas que levam a selecdo de agente infeciosos capazes de vencer estas barreiras e
reinstalar a infecdo. Portanto, as doencas infeciosas evoluem segundo um jogo de
pressdes seletivas cujo resultado final sera a garantia de existéncia do hospedeiro e do

agente infecioso.

O papel dos virus no planeta transcende a visdo estreita de que sdo apenas agentes
causadores de doengas. Nos Ultimos anos, numerosos estudos sugerem que 0s Vvirus de
varios tipos podem ter contribuido para a evolucdo de importantes caracteristicas dos

hospedeiros ajudando a construir a teia que forma a arvore da vida.

O genoma humano bem como o da maioria dos organismos eucaridticos contém um
namero significativo de HERVS, isto €, sequéncias resultantes de infecbes virais

anteriores inseridas de forma permanente.

Estima-se, que 8,3% do genoma humano seja formado por esses fragmentos genéticos

dos virus, em consequéncia de infecBes virais ocorridas ao longo de cerca de 3,5
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milhdes de anos de evolucdo. Esta percentagem é superior a dos genes funcionais
existentes no nosso genoma (4% a 5%), o que leva a indagar quantas mais sequéncias

virais tém fungdo no nosso organismo.

A presenca no genoma humano de genes originados de um retrovirus e que contém
informacfes para a producdo desta proteina crucial para a placentacdo e para a
manutencdo do feto na gravidez é um forte indicio de que uma infecdo por retrovirus
ocorrida had milhdes de anos pode ter sido fundamental para a evolucdo dos mamiferos

placentarios.

Recentemente foi confirmado a integracdo de sequéncias de genes de outros virus (de
RNA ou de DNA) no genoma dos hospedeiros, o que reforca a ideia de que estas
entidades teriam permitido a evolucdo de organismos de diversas espécies incluindo a
humana. Embora ainda se desconhega o impacto de sua presenca na evolucdo dos
hospedeiros, ha casos documentados de genes de parvovirus, circovirus, filovirus e

bornavirus em genomas de muitos vertebrados.

Por outro lado perspetiva-se que nos proximos 20 anos seja possivel com a terapia
génica tornar a medicina mais preventiva, e o diagndstico e as terapias mais especificos
e efetivos, integrados ao aconselhamento genético dentro do servico médico apesar das
limitacbes em relacdo a eficiéncia e direcionamento dos vetores de transferéncia

genética.

No entanto, 0s vetores virais recombinantes sdo os veiculos mais potentes e promissores
para a transferéncia genética apesar da resposta imunoldégica do hospedeiro e as
dificuldades de producéo em larga escala e padronizacéo ainda serem grandes barreiras

para seu uso clinico.
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