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Resumo

Os virus séo parasitas intracelulares obrigatorios que dependem do hospedeiro para que
a sua replicagéo e infecdo ocorram. Estes podem ser classificados de acordo com as suas
carateristicas fisicas e bioquimicas, tais como o tamanho, morfologia, genoma e tipo de
replicacdo. Na presente monografia, sdo apresentados varios mecanismos de entrada
viral, bem como exemplos de virus que usam estes mecanismos, as patologias associadas

a estes e estratégias terapéuticas direcionadas para a infecdo dos mesmos.

Serdo abordados os mecanismos de Fusdo, Macropinocitose, Lipid Rafts, Endocitose
mediada por Caveolina e por Clatrina e a entrada viral através dos Exossomas. Para cada
mecanismo viral, a titulo representativo, serdo abordados os virus Influenza, HIV,
Semliki Forest Virus, Epstein-Barr, Papiloma Virus Humano, Virus Simio 40 e Virus da
Hepatite C, apresentando para cada um deles terapias atuais e emergentes.

Palavras-chave: virus, entrada viral, infecdo viral, parasitas intracelulares, fusao,

endocitose
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Abstract

Viruses are obligate intracellular parasites that depend on the host cell so that their
replication and infection occur. These can be classified according to their physical and
biochemical characteristics such as size, morphology, genome and replication type.

This monograph lists various viral entry mechanisms as well as examples of viruses that
use these mechanisms, the pathologies associated and therapeutic strategies directed to
infection thereof.

The fusion mechanisms will be addressed as well as macropinocytosis, lipid rafts,
endocytosis mediated by caveolin and clathrin and viral entry through exosomes. For each
viral mechanism, will be discussed a few viruses like Influenza Virus, HIV, Semliki
Forest Virus , Epstein- Barr, Human Papillomavirus , Simian Virus 40 and Hepatitis C

Virus , presenting for each one, current and emerging therapies .

Keywords: virus, viral entry, viral infection, intracellular parasites, fusion, endocytosis
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I Introducéo

Os virus séo parasitas intracelulares obrigatorios e dependem desta condicdo para que a
sua replicacdo gendmica e consequéncias patogénicas ocorram (Marsh e Helenius, 2006).
Ao longo da sua vida, 0s virus deparam-se com a membrana fisiolégica tanto na entrada
da célula (por Fuséo ou Endocitose) como na saida desta (por Gemulagdo ou Rutura da
membrana celular) (Chazal e Gerlier, 2003).

As principais etapas para que um virus consiga ultrapassar esta barreira fisiologica e
produzir uma infecdo viral dentro da célula hospedeira, sdo a ligacdo/adsorcao do virido
a célula, penetracao ou entrada do virido na célula, uncoating, transcricdo do genoma viral
em mRNA, tradu¢do de mRNA viral em proteinas virais, montagem do genoma em virido

e libertacdo dos virides de dentro da célula (Carter e Saunders, 2007).

Os recetores virais sdo moléculas especificas que se encontram a superficie da célula
hospedeira (Luria et al., 1978). S&o responsaveis por ligacbes muito especificas (modelo
chave-fechadura). A presenca de certos recetores determina em larga escala quais séo 0s
tipos de células e quais as espécies que podem ser infetadas. Alguns virus tém de se ligar
a um segundo tipo de recetor (coreceptor) para que a infecdo viral ocorra, como € o caso
do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Os virus que sofrem mutacdes
frequentemente sdo capazes de mudar de recetores ou de se adaptar para usar recetores
alternativos, como acontece no caso do virus H5N1 na epidemia de gripe aviaria (Carter
e Saunders, 2007).

As forcas de ligacdo entre virus e recetores sdo de baixa afinidade. No entanto se a
particula viral se ligar a varios recetores, esta ligacdo pode tornar-se irreversivel. Os
principais tipos de ligacdo sdo as de hidrogénio, idnicas e Van der Waals (Carter e
Saunders, 2007).

Os mecanismos de entrada viral usados pelos virus diferem significativamente devido as
suas diferencas biofisicas impostas pelo envelope viral, contudo os mesmos virus podem

usar maneiras diferentes de entrar nas células (Thorley et al., 2010). Os virus sem
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envelope penetram diretamente na membrana por lise ou pela formagdo de um poro
(Marsh e Helenius, 2006). Os virus com envelope utilizam o processo de fusdo ou
Endocitose seguida de Fuséo do compartimento endossomal (Markosyan e Cohen, 2013).
Ha& vaérios tipos de mecanismos de Endocitose: dependente de Clatrina, dependente de
Caveolina, Macropinocitose (Flint et al., 2008) e “Lipid Rafts” (Parton e Richards, 2003).

Cada virus tem envolvida uma glicoproteina especializada, responsavel pela fusdo na
membrana. A proximidade entre as duas membranas é mediada por interacfes de
proteinas virais que ligam a recetores celulares. Este processo ndo é completamente
entendido, mas pensa-se que resulta da formacao de um poro de fusdo que permite a troca
de material genético (Flint et al., 2008).

Outro mecanismo de entrada de virus nas células que ainda ndo € totalmente
compreendido é sob a forma de Exossomas. Os Exossomas s&0 nano estruturas com
didmetro compreendido entre os 30-200 nm e s&o libertados em varios fluidos corporais,
COmo 0 sangue, urina, leite e saliva. So importantes no transporte de proteinas, mRNA,
retrovirus e prides dentro de macrofagos e sdo produzidos em grande escala pelas células

tronco neurais ou nervosas (Sims et al., 2014).

As principais classes de inibidores virais sao os anticorpos “neutralizantes”, as proteinas
soluveis, péptidos, pequenas moléculas inibidoras e ligandos naturais (Luria et al., 1978)
e as principais estratégias terapéuticas passam pela uso destas propriedades para impedir
a entrada viral e consequentemente, a infecdo e a sua patogenicidade (Vanderlinden e
Naesens, 2013).
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I1. Mecanismos de entrada dos virus nas células

2.1 Fusao

Os virus com envelope adquirem uma bicamada lipidica quando atravessam a membrana
plasmética ou quando atravessam a membrana do reticulo endoplasmaético durante a

montagem do virido (Modis, 2013).

Hé& dois processos pelos quais 0s virus com envelope podem infetar uma célula: pela
Fusdo do virido com a membrana plasmatica ou pela Endocitose seguida de fusdo do
virido com a membrana do endossoma. Ambos 0s processos envolvem a fusdo do virus
com a membrana celular, tanto na membrana plasmética como na membrana da vesicula
endossomal (Carter e Saunders, 2007). Virus como o HIV e o Virus Sincilial Respiratorio
Humano usam o primeiro método enquanto que o Influenza utiliza o segundo (Eckert e
Kim, 2001).

Endocitose

/@\H //\\\—* /fé\
Ligag3o reversivel ;igac;ﬁo / [

@

__, irreverivel

soma

es

recetore
Endos

Fusao de membrana

Membrana plasmatica
\ — @
{

Figura 1: llustragdo dos mecanismos de entrada de virus com envelope. Adaptado de (Carter e
Saunders, 2007).

O processo de fusdo requer um nivel de energia na ordem dos 100 kJ mol™* e n&o ocorre
de uma maneira espontdnea: cada virus com envelope tem uma glicoproteina

especializada responsavel pela sua fusdo (Modis, 2013).
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Foram identificadas trés tipos de classes de proteinas de fusdo de membrana viral com
base nas principais caracteristicas estruturais de cada uma (Backovic e Jardetzky, 2009).

A Porgio transmembranar
A Péptido de fusido

Figura 2: Representacdo dos diferentes tipos de classes de proteinas de fuséo (1,11 e
I11). 1 — Proteina gp41 do virus HIV; II- Proteina E dos Flavivirus; Ill- Proteina G do
VSV. Adaptado de (Weissenhorn et al., 2007).

Estas proteinas sdo sintetizadas a partir de uma proteina que sofre clivacdo e que se
mantém unidas por ligacdes ndo covalentes ou por ligacdes dissulfidicas. As proteinas
sdo constituidas por mondmeros com pelo menos duas sequéncias hidrofobicas: uma
sequéncia transmembranar e uma sequéncia de fuséo. Esta Ultima s € exposta quando o
processo de fusdo ocorre. Isto acontece devido a uma mudanca conformacional na
proteina de fusdo, expondo a sequéncia de fusdo, quando o virido se liga ao recetor ou
quando é induzida pelo pH acidico dentro do endossoma. Quando a sequéncia de fusdo
se encontra exposta e o virido se encontra a superficie celular, entdo a entrada viral pode
ocorrer por fusdo. Se a sequéncia de fusdo requere um ambiente com pH baixo, entdo a
Endocitose é a Unica opg¢do. Ha duas categorias de fusdo de membrana: fuséo
independente de pH (como por exemplo os Herpesvirus e HIV) e fusdo desencadeada por
um pH &cido (como acontece com o virus Influenza e Rabdovirus). Para que as duas

membranas se unam e se inicie o processo de fusdo, é necesséria outra alteragdo
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conformacional que envolve uma libertacdo de energia a partir da proteina de fusdo e que
irreversivelmente muda de forma (Carter e Saunders, 2007).

Sequéncias
Hidrofobicas
JL

Transmembranares

[

Entrada do virus Entrada do virus J
por Fusdo por Endocitose
Independente de Dependente de J

pH pH

Figura 3: Entrada de virus por fusdo dependente e independente de pH. Adaptado de (Carter e
Saunders, 2007).
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2.1.1. Proteinas de fusédo classe |

As proteinas de fusdo de classe | tém caracteristicas estruturais que se assemelham a
Hemaglutinina (HA), proteina do Virus Influenza, cuja estrutura foi determinada em 1981
(Backovic e Jardetzky, 2009).

Estas proteinas sdo caracterizadas pelos seus trimeros em forma de hairpin ou gancho de
cabelo, contendo uma a-hélice central em forma de espiral (Weissenhorn et al., 2007) e
podem fundir dentro de endossomas ou diretamente na membrana plasmatica (Markosyan
e Cohen, 2013).

Os Ortomixovirus, Retrovirus, Paramixovirus e Filovirus séo alguns exemplos

representativos deste tipo de proteinas. (Stiasny et al., 2002).

O virus Influenza A é um virus RNA de cadeia simples de sentido negativo pertencente
a familia Orthomyxoviridae. Sendo um virus RNA de genoma segmentado, €
caracterizado pela sua alta taxa de mutacédo e na habilidade de recombinar o seu genoma
com outros virus. Estas duas propriedades permitem que o virus Influenza evolua
constantemente, que se adapte a novos hospedeiros (Zaraket et al., 2013) e contribuem
para a grande diversidade que existe entre os virus Influenza A assim como a sua

propensdo para infetar uma ampla variedade de hospedeiros (Carter e Saunders, 2007).

Anticorpo neutralizante
| / Neuraminiidase
/ Hemaglutinina

Figura 4 Ligacdo da Hemaglutinina ao recetor de acido sidlico. Adaptado de (Salomon e Webster, 2009).
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A Hemaglutinina sofre glicosilacdo e é clivada em subunidades HA1 e HA2 (Zaraket et
al., 2013). A subunidade HAL liga-se ao acido sialico que se encontra a superficie da
celula, permitindo que o virus entre pela via endossomal (White et al., 2008). Por outro
lado a subunidade HA2 compreende a maior parte do dominio fusogénico (Zaraket et al.,
2013) e é constituida por duas regibes hidrofobicas importantes para a fusdo completa
dos virus com as membranas celulares (Luria et al., 1978). O pH &cido no interior dos
endossomas leva a mudancas conformacionais irreversiveis na proteina HA, mediando a

fuséo entre o virus e a membrana endossomal (Zaraket et al., 2013).

Outros tipos de proteinas de fusdo de classe | sdo a proteina F dos Paramyxovirus e as
proteinas gp120 e gp4l do Virus da Imunodeficiéncia Humana (White et al., 2008),
ambas responsavel pela fuséo entre as membranas virais e as membranas celulares (Li et
al., 2006).

2.1.2. Proteinas de fusao classe 11

As proteinas de fusdo classe Il sdo geneticamente e estruturalmente diferentes das
proteinas de fusdo classe I (Modis, 2013). Estas proteinas sao constituidas por trimeros
de hairpins constituidos por folhas (3. Estas proteinas formam homo ou heterodimeros e
ndo sofrem clivagem proteolitica, no entanto é necessario que haja clivagdo das proteinas
de membrana que estejam associadas as proteinas de fusdo. Quando a proteina é exposta
a um pH baixo, esta muda a sua conformacéo, expondo o péptido de fuséo e catalisando
a fusdo das membranas (Weissenhorn et al., 2007). Este tipo de proteinas estdo associadas
a uma proteina denominada chaperona (p62 para SFV E1 e prM para TBEV E) (White et
al., 2008).

Os Alfavirus (SFV) e os Flavivirus (TBEV E) sdo membros da familia Togaviridae e
Flaviviridae (Carter e Saunders, 2007). Estes pequenos virus RNA com envelope, de
sentido positivo, sdo compostos por uma capside que é constituida pela nucleocapside
(onde estd presente o RNA) e uma bicamada lipidica (que contém as proteinas
transmembranares virais). As estruturas destas proteinas sdo muito diferentes da estrutura
da Hemaglutinina, sendo por isso as proteinas de fusdo E1 dos Alfavirus e a E dos

Flavivirus classificadas como proteinas de fusdo classe 11 (Kielian, 2006).
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A proteina E €é constituida por trés dominios em folhas  (White et al., 2008). O dominio
| é constituido por uma extremidade N-terminal, o dominio Il contém uma regido de
dimerizacdo e o péptido de fusdo, e o dominio Il é composto pelos sitios de ligacdo ao
recetor (Kielian, 2006).

Figura 5: Exemplo de proteina de fusdo do Semliki Forest Virus. Adaptado de (Kielian, 2006).

Apos a exposicdo a um pH baixo, a proteina E sofre uma reorganizacdo estrutural
necessaria para a aquisicdo da conformacdo fusogenica (White et al., 2008) expondo

assim o péptido de fusdo dando origem ao processo de fusdo (Allison et al., 1995).

A proteina E1 pertencente aos Alfavirus é sintetizada e forcada a mudar a sua
conformacéo pela proteina reguladora p62 ou PE2. Imediatamente ap0s a sua inser¢ao no
reticulo endoplasmatico, as proteinas E1 e PE62 sofrem dimerizacao. Esta acdo promove
a conformacdo correta e o transporte das proteinas de fusdo para a membrana plasmatica
(Kielian, 2006).

2.1.3. Proteinas de fuséo classe 111

A terceira classe de proteinas de fusdo viral combina as caracteristicas das duas anteriores
(Weissenhorn et al., 2007). Assim, nas proteinas de classe I11 esta-se na presenca de cinco

dominios, ambos compostos por estruturas secundérias a e B e também se encontra uma
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a—hélice alongada, posicionada no centro que forma uma espiral enrolada sobre si mesma
(Backovic e Jardetzky, 2009).

Até ao momento foram identificadas como proteinas de fusdo classe Ill as seguintes
proteinas: glicoproteina B (gB) do Herpes Virus Simplex tipo 1 (HSV-1) e do Virus
Epstein-Barr (EBV), proteina G do VSV (Virus da Estomatite Vesicular) e a glicoproteina
gp64 do Baculovirus (Backovic e Jardetzky, 2009).

O virus EBV requer como glicoproteinas especificas a gp350, gp42 e as gH, gL e gB para
a sua entrada nos linfocitos B (Kirschner et al., 2007).

Quando exposta a um meio acido, a proteina G sofre uma série de mudancas
conformacionais que posiciona 0s “loops” de fusdo perto da membrana alvo. Uma
segunda serie de mudancas conformacionais faz com que a porcdo C-terminal se ligue
anti paralelamente, a por¢do N-terminal, juntando assim a membrana alvo e a membrana
viral (White et al., 2008).

A proteina G do VSV é caracterizada pelo facto das suas mudancas conformacionais
induzidas pelo pH baixo serem reversiveis. Ou seja, 0s seus estados de pré-fusdo e de
pos-fusdo estdo em equilibrio termodinamico. A maior parte das outras proteinas de fusao

virais sdo metastaveis e inativas (White et al., 2008).

Tanto as proteinas de fusdo de classe Il como as proteinas de fus@o de classe Il iniciam
0 seu processo de infecdo pela fusdo do virus dentro dos endossomas (Markosyan e
Cohen, 2013).
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Tabela 1: Caracteristicas das proteinas de fusdo. Adaptado (Allison et al., 1995; Kielian,
2006; Backovic e Jardetzky, 2009 ; Zaraket et al., 2013).

Proteinas de fusdo

Caracteristicas Classe | Classe Il Classe 111
Exemplos Ortomixovirus Alfavirus HSV-1
Retrovirus Flavivirus EBV
Filovirus VSV
Paramixovirus Baculovirus
Estrutura a-hélice Folhas- 8 Regido central constituida
por a-hélice e exterior
constituido por folhas- B
alongadas
Proteina percursora | Clivagem de | Os trimeros pré-fusdo
que apo6s sofrer | proteinas de | formam uns picos que se
clivagem membrana que | assemelham a um tripé. De
Conformacao pré-fusdo | proteolitica da | estdo relacionadas | seguida os loops de fuséo
origem a duas | com os péptidos de | posicionam-se na
subunidades  que | fusédo membrana viral.
permanecem
ligadas entre si por
ligacOes nao
covalentes
Processo de entrada Apos ligacdo ao | ApOs exposicdo a | ApOs exposicdo a um meio
recetor celular ou a | pH acido, a proteina | acido, a proteina sofre uma
exposicdo a pH | € reorganizada em | série de mudancas
acido, a proteina de | trimeros conformacionais que
fusdo sofre uma | perpendiculares a | posiciona os loops de fuséo
mudanca membrana viral | perto da membrana alvo

conformacional e o
péptido de fusdo €

fazendo com que o
péptido de fusdo

inserido na | fique exposto e
membrana dando inicio ao
processo de fusdo
Conformacao pés-fusdo | Irreversivel Irreversivel Reversivel
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2.2 Endocitose

Por mecanismo de Endocitose entende-se a invaginacdo e compressdo de pequenas
regides da membrana plasmatica, resultando na internalizacdo ndo especifica de
moléculas ou da captacao especifica destas, através de recetores localizados na superficie
celular (Flint et al., 2008).

O mecanismo de Endocitose é muito utilizado pelos virus pois oferece muitas vantagens,
tais como o ultrapassar de barreiras (como o cortex de membrana) aquando do transporte
dos virus dentro das vesiculas endossomais, o facto de haver uma dependéncia de pH
acidico faz com que o virus se desloque para o citoplasma em locais especificos e ao
utilizar a Endocitose, 0s componentes virais ndo permanecem na superficie da célula ap6s
a sua penetracao, escapando assim a detecdo destes por parte do sistema imunolégico do
hospedeiro (Marsh e Helenius, 2006).

Os virus pertencentes as familias Orthomyxoviridae, Rhabdoviridae, Alfaviridae,
Flaviviridae, Bunyaviridae e Arenaviridae sao exemplos de virus que usam a Endocitose
para a sua entrada na célula. Apés a Endocitose, estes vdo fundir com os chamados
endossomas primarios (como acontece no SFV) ou secundarios (por exemplo no virus
Influenza), dependendo do pH que induza as suas mudancas conformacionais (White et
al., 2008). O lamen dos endossomas primarios tem um pH compreendido entre 0s 6.5 e
0s 6.0 que resulta do transporte de protBes para o interior dos endossomas. J& nos

endossomas tardios ou secundarios, o pH ronda os 6.0-5.5 (Flint et al., 2008).

A. Macropinocitose C. Dependente de D. Caveolina
B. Independente Clatrinn S oln E, Dependente de
de Clatrina == Colesterol

‘ s F. Dependente de

‘y\ escapsidagso ‘ - dizarmena
\ ¢ D ;p 33 \ ( oy —

| Eundossoma primdno /* PP < >\ 3 /

Caveossoma

Endossoma secundirio

Lisossoma / D)
WY Reticulo
Citoplastna Nicleo N s sorno i

Figura 6: Varios mecanismos de Endocitose utilizados pelos virus. Adaptado de (Marsh e Helenius, 2006).
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2.2.1. Macropinocitose

A Macropinocitose é um mecanismo induzido pelo virus para a absorcdo de fluidos e
solutos, que tem surgido nos Ultimos anos como um dos principais mecanismos de infe¢do
pelos virus (Mercer e Helenius, 2012). Este mecanismo esta envolvido na migracdo
celular, no transporte de fluidos e de antigénios exdgenos (Pernet et al., 2009).

A Macropinocitose ndo é um processo continuo mas sim um processo transitério, que
quando é ativado, tem o seu tempo limitado. Ligandos fisiol6gicos como fatores de
crescimento, substratos de integrina e fosfatidilserina (PS) (Pernet et al., 2009) podem
servir de “gatilhos” para a ativagdo de vias de sinalizacdo, que sdo responsaveis por
alteracOes nas células como alteracdes na forma, na motilidade, na dindmica da membrana

plasmatica e que assim irdo aumentar a taxa de Endocitose (Mercer e Helenius, 2012).

Quando a Macropinocitose € ativada, ha a formacgdo de uma superficie de células moveis
(membrane ruffling) que quando colapsadas resultam na formagdo de macropinossomas
(Mercer e Helenius, 2012).

Os macropinossomas sdo vesiculas de grandes dimensfes (de tamanho compreendido
entre 0s 0,2 ¢ 0s 3 um) que aprisionam enormes quantidades de macromoléculas e fluidos.
Desempenham um papel imunologico importante em células apresentadoras de
antigenios, enclausurando antigénios extracelulares para posteriormente serem
apresentados pelos complexos maior de histocompatibilidade (MCH-1 e MHC-II)
(Marechal et al., 2001).

A principal vantagem deste mecanismo € o facto dos virus ndo precisarem de se ligar a
recetores especificos, podendo ligar-se a qualquer componente da superficie celular. Uma
vez ligados, estes virus estimulam os recetores apropriados na membrana plasmatica, para

gue o processo de Macropinocitose tenha inicio (Mercer e Helenius, 2012).

O processo de Macropinocitose pode ser dividido em 5 etapas: adsorcdo do virus a
superficie celular, ativacdo da sinalizacdo intracelular, protrusdo da membrana, formacéo

do vacuolo e transporte nos macropinossomas (Mercer e Helenius, 2012).
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Ativagdoda  Protuberincia
i e sinalizacdo da membrana
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Figura 7: Imagem ilustrativa do processo de Macropinocitose. Adaptado de (Mercer e
Helenius, 2012).

Os virus que podem ser incluidos neste tipo de mecanismos de entrada viral sdo o Ebola,
Sarcoma de Kaposi associado aos Herpes Virus (KSHV), VV EVs, Nipah, HIV-1 e HPV
(Mercer e Helenius, 2012).
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2.2.2. “Lipid rafts”

Os virus, sendo parasitas intracelulares obrigatorios, sdao confrontados com a membrana
celular durante a sua replicacdo viral. Usam-na como via de entrada nas células do
hospedeiro por varios mecanismos de endocitose, hemifusdo, permeacao e também para
sair das mesmas por “budding” (mecanismo usado pelos virus com envelope) ou por

ruptura de membrana (Chazal e Gerlier, 2003).

Pequenos dominios da membrana celular, chamados “lipid rafts”’ (jangadas lipidicas) tém
um papel importante na replicacdo viral. S&o formados principalmente por caveolina,
(Chazal e Gerlier, 2003) colesterol e glicoesfingolipidos (Suzuki e Suzuki, 2006). Os
“lipid rafts” s@o caracterizados pela sua pequena dimensdo, mobilidade e instabilidade.
Estdo presentes em abundancia na membrana plasmatica e participam em diversos
processos celulares como transducdo de sinal, Endocitose e recetores celulares (Chazal e
Gerlier, 2003).

Séo dotados de propriedades bioquimicas diferentes: parte do microdominio dos “lipid
rafts” é composta por cadeias de hidrocarbonetos, formando o microdominio
desordenado. A outra parte é formada por cadeias acilicas rectas de lipidos polares
saturados que permite a formacgédo de um microdominio ordenado aprisionando moléculas
de colesterol (Parton e Richards, 2003).

Fn sfolipidos

faaa 7977 anme
SR L L LI

Lipidos Lipidos
desordenados desordenados

Lipidos ordenados

Figura 8: Imagem esquematica da constituicdo dos Lipid Rafts. Adaptado de (Suzuki e Suzuki,
2006).
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Apos a ligacdo do virus aos receptores de membrana, as suas cépsides sofrem
invaginagdo pela membrana plasmatica ou entram nas células por vesiculas

intracitoplasmaticas (Chazal e Gerlier, 2003).

O Echovirus tipo 1 pertence a familia Picornaviridae e utiliza 0 mecanismo de entrada
viral mediado pela Caveolina para a incorporacao e transporte para a regido perinuclear
(Chazal e Gerlier, 2003). O Rotavirus (pertencente a familia Reoviridae), Enterovirus
(pertencente a familia Picornaviridae), Espécie C de Adenovirus Humano (HAdV) que
pertence a familia Adenoviridae e Rinovirus (pertencente a familia Picornaviridae) sdo
também exemplos de virus que usam este tipo de mecanismo para entrar nas células
(Suzuki e Suzuki, 2006).

O Echovirus tipo 1 inicia a sua infecgdo pela ligagdo a uma intregina (02f1) (Suzuki e
Suzuki, 2006) que induz uma mudanca conformacional na capside viral entrando assim

na célula a infectar (Chazal e Gerlier, 2003).

Os Rotavirus do Grupo A infetam as células epiteliais via varios complexos moleculares,
como gangliosideos, glicoproteinas, proteina Hsc70 (Suzuki e Suzuki, 2006) e integrinas
como o2P1 e avBs que estdo presentes nos “lipid rafts”, favorecendo a entrada de

particulas de rotavirus (Chazal e Gerlier, 2003).

Os Rinovirus infetam as células epiteliais humanas atraves de plataformas ricas em
ceramidas produzidas pelo acido esfingomielinase. Este tipo de virus induz a activacgéo e
translocacdo do acido esfingomielinase para o folheto exterior da membrana celular que
resulta numa reorganizagdo de microdominios de “lipid rafis” e na formacgdo de

plataformas enriquecidas em ceramida (Suzuki e Suzuki, 2006).
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2.2.3. Dependente de Caveolina

As Caveolas sdo pequenas invaginacdes na membrana plasmatica (Stang et al., 1997), de
superficie lisa, em forma de baldo, com aproximadamente 55 a 65 nm de diametro (Parton
e Richards, 2003) e s&o revestidas maioritariamente por caveolina, colesterol e
esfingolipidos (Marechal et al., 2001). S&o responsdveis pela internalizacdo de
macromoléculas, toxinas, virus e bactérias (Marechal et al., 2001).

As Caveolas sdo constituidas na maioria por uma proteina denominada VIP-21 ou
Caveolina-1 que desempenha um papel importante na formagdo da Caveolina. A
Caveolina-1 pode ser expressa em dois tipos de isoformas, a a e/ou a 3. Existem também
a Caveolina-2, que normalmente & co expressa com a Caveolina-1 no mesmo tipo de
célula a Caveolina-3, que se encontra predominantemente nos musculos esquelético e
cardiaco (Parton e Richards, 2003).

A Caveolina é encontrada nos adipécitos, nas células endoteliais e musculares mas

indetetavel noutros tipos, como nos linfdcitos e células neuronais (Damm et al., 2005).

O Virus SV40 depende deste mecanismo para entrar na celula (Gobeil et al., 2012),
demonstrando ser o primeiro virus a entrar nas células por uma via independente da

Endocitose mediada por Clatrina (Thorley et al., 2010).

Assim, este virus liga-se a proteina de membrana GM1 (Engel et al., 2011) e as proteinas
do complexo maior de histocompatibilidade (Stang et al., 1997), e a sua entrada é mediada
pela Caveolina (Suzuki e Suzuki, 2006). Este processo pode demorar varias horas apds o

inicio da Endocitose (Engel et al., 2011).

Apos a internalizacdo do SV40 as Caveolas fundem-se com 0s caveossomas, sendo o
virus interiorizado nestes. Os Caveossomas sdo organelos com pH neutro e a sua forma
assemelha-se a um baldo, revestidos no interior por Caveolina-1. Séo estruturas estaveis,
estacionarias e constituidas por colesterol (Pelkmans e Helenius, 2003) que sé&o
responsaveis pelo transporte do virus por microtibulos até ao reticulo endoplasmatico,

onde se funde com organelos que o constituem (Thorley et al., 2010).
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Figura 9: Internalizacdo do virus SV40 mediada pela Caveolina. 1: Ligacdo e internalizagdo do
virus através das Caveolas que se encontram ligadas aos filamentos de actina. 2: No interior da
Caveola, os virides induzem uma transducdo de sinal que leva a uma cascata de fosforilacdes e
despolimerizac@es do citoesqueleto de actina. 3: Os mondmeros de actina sao direcionados para
a Caveola. 4: A Dinamina € recrutada para a Caveola induzindo a polimerizacao dos filamentos
de actina. 5: A vesicula de Caveola € lancada da membrana celular e é transportada pelo citosol.
6: Apo6s internalizacdo, 0 esqueleto de actina retorna ao seu padrdo normal. Adaptado de
(Pelkmans e Helenius, 2003).
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2.2.4 Dependente de Clatrina

Os virus que utilizam a Endocitose mediada por Clatrina para a sua entrada viral tiram
partido deste mecanismo por ser uma das vias mais predominantes de internalizacdo dos
virus (Meertens et al., 2006).

Neste mecanismo de entrada, 0s virus ligam-se aos seus respetivos recetores
transmembranares e sdo agrupados em cavidades revestidas por Clatrina. Quando estas
cavidades alcancam um tamanho aproximadamente de 150 nm, formam-se vesiculas. A
formacdo da vesicula endocitica resulta da juncdo de Clatrina com proteinas de membrana
(Ungewickell e Hinrichsen, 2007). As vesiculas sdo posteriormente fundidas com os
endossomas primarios (Marechal et al., 2001) e secundarios (Marsh e Helenius, 2006).

Este processo é continuo, rapido e eficiente, embora complexo pois encontram-se
envolvidas mais de 90 cinases diferentes responsaveis pela internalizagdo dos virus (como
reguladores do citoesqueleto, do ciclo celular, de fatores de crescimento, e do trafico
celular) (Marsh e Helenius, 2006).

As vesiculas revestidas por Clatrina tém uma morfologia em forma de barril ou de bola
de futebol (Sun et al., 2005). Dependendo do seu pH, a fusdo do virus na membrana das
vesiculas endossomais ocorre nos endossomas primarios (se o pH estiver compreendido
entre 0s 6,5 e os 6,0) ou nos endossomas secundarios (se neste caso o pH estiver
compreendido entre 0s 6,0 e 0s 5,5). Em alguns casos, a alteracdo do pH néo é suficiente
para induzir uma mudanca conformacional nos virus (como acontece no Ebola e SARS)
e é necessaria a clivagem proteolitica das proteinas virais nomeadamente pela catepsina

L e B para que a fusdo ocorra (Marsh e Helenius, 2006).
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Figura 10: Microscopia eletronica da Endocitose mediada por Clatrina do virus HAdv.
Adaptado de (Thorley et al., 2010).

O virus da hepatite C utiliza a Endocitose mediada por Clatrina para entrar na célula, o
que significa que esta ndo ocorre na membrana plasméatica mas sim dentro de um

compartimento endossomal, com pH acidico (Blanchard et al., 2006).

O virus HCV entra no figado pela veia sinusoidal e liga-se as proteinas CD81 e SR-81
localizadas na membrana basolateral dos hepatécitos. A glicoproteina E2 liga-se a CD81
e promove a entrada do virus da hepatite C pela Endocitose mediada pela Clatrina
(Thorley et al., 2010) .
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2.3. Exossomas

Os Exossomas podem ser considerados outro tipo de mecanismo de entrada de virus nas
células sob a forma independente de recetor (Sims et al., 2014).

Estes sdo nano estruturas com didmetro compreendido entre 30-200 nm (Sims et al.,
2014) e s&o libertados em diferentes fluidos corporais como sangue, urina, leite e saliva
(Sims et al., 2014).

30-100nm  100nm-1pm 1pym-5pm 8-12um
< > <€ > ><€ >
Proteinas =
Agregadoras - '
Virus bactéria Phq“etls

@ | Jeo~

Exossoma Microvesicula Corpo Apoptotico Céhula

Figura 11: O tamanho relativo dos Exossomas. Adaptado de (Tan et al., 2013).

Vérias funcBes bioldgicas estdo asseguradas pelos Exossomas, como a comunicacdo
intercelular, transducdo de sinal, transporte de material genético e modulacdo de respostas
imunes (Tan et al., 2013).

S&o constituidos por uma grande quantidade de lipidos (colesterol, esfingomielina,
ceramida), proteinas (tetraspaninas, Alix, TSG 101 e HSPs) e outras moléculas
envolvidas na apresentacdo de antigénios (MHC | e MHC 1), transdugéo de sinal e na

adesdo as células (Tan et al., 2013).

Os Exossomas tém origem nos endossomas tardios (Sun et al., 2012) e formam-se através

de invaginacbes de pequenas vesiculas intralumenais com o sistema endossomal
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(Christianson et al., 2014). Estes sdo secretados pelas células através de multiplas
vesiculas endossomaticas e transportam material genético, varias moléculas bioldgicas
(proteinas, mMRNA, miRNA) e ajudam a manter a homeostasia biolégica (Tan et al.,
2013).

Esta via exossomal permite que o virus tenha ao seu alcance uma grande variedade de

células que normalmente ndo sdo um alvo natural (Sims et al., 2014).

Os Exossomas sdao uma nova forma de transporte de farmacos que sdo em tudo
semelhantes com as tipicas nanoparticulas. Tal como acontece nas nanoparticulas
sintetizadas in vitro, os Exossomas sdo libertados das células hospedeiras, ndo sao
citotoxicos e transportam informacéo para células-alvo (Sun et al., 2012).

Estdo também envolvidos na modulacdo do sistema imunitario, na regulacéo de funcdes

das células neuronais e no metabolismo dos lipidos (Tan et al., 2013).

Como exemplos deste tipo de mecanismo de entrada viral temos o virus HCV (Liu et al.,
2014), HIV e Adenovirus 5 (Sims et al., 2014).

Devido a similaridade no tamanho e composicdo dos Retrovirus, os Exossomas, podem
atuar como uma espécie de “Cavalo de Trdia” para a entrega de pequenas moléculas
dentro das celulas, pelo mecanismo similar de como os virus infetam as células (Tan et
al., 2013).

Tanto os Exossomas como 0s Retrovirus contém uma bicamada lipidica, uma pelicula
constituida por glicanos e estao enriquecidos com proteinas e material genético idéntico.
Inclusive, estima-se que 0s Exossomas e 0s Retrovirus partilhem um ancestral comum,
diferenciando-se apenas por uma mutacdo numa simples estrutura de gag. Os Exossomas
e 0s Retrovirus utilizam a mesma biogénese e mecanismo de entrada viral nas células-
alvo. Assim, os Exossomas estdo intimamente envolvidos no transporte de miRNA viral,
um potente mecanismo de infetividade e de comunicacdo intraceleular (Tan et al., 2013),

podendo contribuir indiretamente para a patogénese viral (Nour e Modis, 2014).

Os Exossomas estdo também associados a transmissdo de proteinas de prides na doenca
de Creuzfeld-Jakob (Tan et al., 2013) e em prides dentro de macrofagos (Sims et al.,
2014).
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Devido ao seu tamanho nanométrico e por desempenharem um papel importante nas
funcdes bioldgicas, os Exossomas sdo utilizados como uma nova plataforma de entrega
para terapia gendmica, assim como s&o ferramentas para diagndstico e biomarcadores de
doencas (Tan et al., 2013).
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Figura 12: Papel dos Exossomas em diferentes tecidos e o seu uso em diferentes patologias.
Adaptado de (De Toro et al., 2015).
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3. Virus, Terapias Atuais e Estratégias Terapéuticas relacionadas com os
mecanismos de entrada virais

3.1 Influenza

A Gripe é uma doenca respiratoria febril muito relevante, quer a nivel médico quer a nivel
econémico no mundo inteiro (Edinger et al., 2015). Os agentes infeciosos responsaveis
por esta patologia s&o o Influenza do tipo A e o Influenza do tipo B (Chen et al., 2013).

Os reservatorios naturais destes serdtipos sdo as aves aquaticas. A transmissdo da-se por
duas formas: direta (como se observou na Gripe Espanhola) ou pelo rearranjo entre os
genomas segmentados de RNA do virus da gripe aviaria e da gripe humana (como se deu
nas Gripes Asiaticas e de Hong Kong) (Salomon e Webster, 2009).

O impacto sazonal causado por este virus deve-se a variacdo antigénica das suas
principais glicoproteinas virais: a Hemaglutinina e a Neuraminidase. Estas variagdes
podem ser combatidas pelas vacinas antigenicamente combinadas e pelos farmacos

antivirais (Salomon e Webster, 2009).

Contudo, a rapida evolucao do virus Influenza A continua a dificultar o uso de vacinas.
Devido a sua instabilidade genomica, as vacinas podem-se tornar rapidamente
desatualizadas. O intervalo de tempo entre a producdo de uma vacina e os surtos de gripe
(em média 6 meses ou mais) pode resultar na discrepancia entre a terapéutica e o virus
(Salomon e Webster, 2009). Assim, os farmacos antivirais e as medidas nao
farmacoldgicas sdo aspetos criticos para o controlo do inicio de uma pandemia (Singh et
al., 2015).

Os farmacos aprovados para a terapéutica antiviral pertencem a duas classes: 0s
Inibidores da Proteina M2 (Amantadina e Rimantadina que pertencem a classe dos
Adamantanos) e os Inibidores da Neuramindase (Oseltamivir, Zanamivir e Laninamivir).
(Chen et al., 2013).
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3.1.1 Terapéuticas

Os inibidores da Neuraminidase s&o os farmacos mais prescritos para a profilaxia e para
o tratamento do virus da gripe (Salomon e Webster, 2009).

O tratamento deve ser iniciado 48 horas ap0s 0s primeiros sintomas. Findo este prazo, a
eficacia do tratamento diminui e aumenta a taxa de mortalididade e morbibilidade
associadas ao Influenza (Nguyen et al., 2012).

Os inibidores da Neuraminidade tém a vantagem de causar menos efeitos adversos ao
nivel do Sistema Nervoso Central (SNC), induzem menos estirpes resistentes e sdo mais
eficazes em todos os subtipos de neuraminidase (Salomon e Webster, 2009).

O Zanamivir foi o primeiro farmaco a ser desenvolvido e é de uso inalatério. Com a
necessidade de uma nova formulacao para ser administrado via oral, surgiu o Oseltamivir

que devido a sua via de administracdo € o mais utilizado (Lee e Yen, 2012).

Como os inibidores da Neuraminidase sdo analogos do &cido sialico, o0 mecanismo de
acdo destes antivirais passa pela competicdo com aos ligandos naturais, bloqueando os

locais de ligacdo do virus e inibindo o processo de fusdo (Lee e Yen, 2012).

A proteina M2 é uma proteina de membrana integral que constitui o canal condutor de
protdes. Este canal regula o ambiente acidico necessario para que se dé a fusao do virus
com a membrana celular do hospedeiro. Ao bloguear este canal, os inibidores da proteina

M2 impedem a fusdo do virus com a membrana celular do hospedeiro (Lee e Yen, 2012).

Os derivados dos Adamantanos, Amantadina e Rimantadina, sdo muito eficazes no
blogueio da atividade da proteina M2 nos virus da Influenza A, mas ndo demonstram

qualquer tipo de inibicéo relativamente a proteina BM2 do Influenza B (Lee e Yen, 2012).

Como ha um aumento cada vez maior da resisténcia dos virus aos farmacos
convencionais, é urgente o desenvolvimento de novas terapéuticas (Salomon e Webster,
2009).

A Difilina é um composto natural isolado da Cleistanthus collinus e foi recentemente
identificada como sendo um inibidor da v-ATPase (Chen et al., 2013). A atividade da
ATPase Vacuolar (v-ATPase) é responsavel por bombear protGes para dentro do

compartimento endossomal para que se dé inicio ao processo de fusdo do virus Influenza.
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Com o bloqueio das subunidades da v-ATPase apresenta-se uma oportunidade de impedir
a replicagdo do virus ao inibir a fusdo de membrana entre os endossomas e 0s virides, que

depende de um meio com pH &cido (Chen et al., 2013).

A Difilina combinada com a Amantadina demonstra um aumento do efeito inibitorio da
fusdo viral pela inibicdo completa da acidificacdo endossomal (Chen et al., 2013).

Por outro lado, ao combinar Osetalmivir e Difilina, consegue-se um efeito sinérgico
devido ao facto da Difilina exercer o seu poder antiviral na fuséo viral e o Oseltamivir ter

um efeito mais tardio na replicagéo viral (Chen et al., 2013).

Inibidores da Analogos do Ilailgoa%%?;% c?sa
Neuraminidase acido sialico A
Inibidores da Reg‘!'a;" B|0quellg do
proteina M2 ambiente canal de
acidico protoes
Acidificacdo Blogueio da
endossmal v-ATPase

Figura 13: Resumo dos mecanismos de agdo dos inibidores da fusdo do virus Influenza. Adaptado
de (Lee e Yen, 2012; Chen et al., 2013).
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3.2HIV

O Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) é uma doenga infeciosa muito grave
causada por um virus denominado Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Desde o
seu aparecimento ha pouco mais de 30 anos, ja morreram mais de 25 milhGes de pessoas
em todo o0 mundo e hoje em dia estima-se que 33 milhdes estardo infetadas (Wilen et al.,
2012b).

Existem dois tipos de HIV, o HIVV-1 e 0 HIV-2. Estes tiveram origem a partir do Virus da
Imunodeficiéncia Simia (SIV). O virus mais prevalente é o HIV-1, principal responsavel
pela pandemia de SIDA enquanto que a prevaléncia do HIV-2 é restrita ao Oeste Africano
(Carter e Saunders, 2007).

Em sintese, o HIV leva a uma doenca que enfraquece o sistema imunitario humano,
aumentando a suscetibilidade a infe¢cGes oportunistas que normalmente ndo afetam
individuos imunocompetentes. Este estadio final da doenca denomina-se de SIDA (Carter
e Saunders, 2007).

O virus HIV entra nas células pelo mecanismo de fusédo, tal como acontece com 0s virus
Influenza, Semliki ou Epstein-Barr, contudo e ao contrario destes virus, 0 mecanismo de
fusdo viral do HIV ndo requer um valor de pH baixo. Isto mostra que a fusdo do HIV nédo
é restrita aos compartimentos intracelulares acidicos e que pode, portanto, ocorrer a

superficie da celula ou em endossomas (Melikyan, 2014).

O envelope do virus HIV é constituido por um complexo glicoproteico, as glicoproteinas
gpl20-gp4l. Este complexo é responsavel pela ligacdo do virus a célula e
consequentemente pelo processo de infe¢do. A gp120 tem como funcéo a ligacdo do virus
a célula (que na sua maioria sdo linfécitos T) através do recetor CD4, enquanto que a
gp41 é a responsavel pelo processo de fusdo entre a membrana viral e a membrana da
célula hospedeira (Wilen et al., 2012b; Melikyan, 2004).
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Figura 14: Mecanismo de entrada viral do HIV. Para que o processo de infecdo ocorra, 0 virus
tem que se ligar a membrana celular pela proteina do envelope (Env), constituida pelo complexo
glicoproteico gp120-gp41. Apds a ligacdo da gpl20 ao recetor CD4, a gp4l sofre alteracdes
conformacionais e vai ligar-se ao dominio de fusdo da membrana, permitindo que as membranas

celulares e o invélucro viral se aproximem e se dé inicio a fusdo viral (Wilen et al., 2012a).

Individuos que tenham uma mutacdo no gene que codifique o recetor CCR5, néo
adquirem infecdo quando sdo expostos ao virus. Isto acontece devido a delecdo do
nucleosideo 32 no gene CCR5. Os individuos que forem homozigéticos para esta mutacao
ndo expressam o recetor nas suas células e os individuos heterozigdticos demonstram ter

uma elevada resisténcia a infecéo viral (Carter e Saunders, 2007).

Existem varios tipos de agentes antirretrovirais usados paratratar a infecao por HIV. Estes
farmacos sdo agrupados de acordo com a fase viral que interferem. Assim, existem o0s
inibidores de entrada, os inibidores da transcriptase reversa, os inibidores de integracéo,
os inibidores da transcricao, os inibidores da montagem e producéo de viriées e o por fim,

os inibidores da protéase viral (Arts e Hazuda, 2012).

3.2.1Terapéuticas
Os mecanismos de entrada viral representam 0s alvos mais interessantes para a

investigacdo e desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da infe¢do por HIV
(Briz et al., 2006).
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As principais etapas para que o virus HIV consiga entrar nas células hospedeiras sdo a
ligagdo da proteina viral gp120 ao recetor celular CD4 das células T, a ligacdo da proteina
gp120 aos coreceptores CCR5 ou CXCR4 e por ultimo, a fusdo das membranas (Briz et
al., 2006).

Hé& véarios compostos capazes de inibir a principal ligacdo dos recetores gp120-CD4. De
entre 0s quais se destacam o PRO-542, que é uma solucdo de anticorpos recombinantes
que mimetiza o recetor CD4; o TNX-355, um anticorpo monoclonal que compete com a
glicoproteina viral gp120 pela ligagéo ao recetor CD4; o CADA é um inibidor especifico
da ligacdo CD4-gp120 que nédo atua diretamente nos recetores mas sim regula a expressao
do recetor celular (Briz et al., 2006) e 0 BMS-806 tem a capacidade de se ligar ao recetor
viral gp120, bloqueando as mudangas conformacionais necessarias a fuséo viral (Lin et
al., 2003).

Para alem da ligacao dos recetores principais, como ja foi mencionado, € necessaria uma
segunda ligacdo ao coreceptor CCR5 ou CXCR4. Estes recetores sdo tambem inibidos
pelos antagonistas do recetor CCR5 e do recetor CXCR4. A maior parte dos antagonistas
do recetor CCR5 sdo pequenas moléculas que mimetizam ligandos naturais dos
coreceptores, as quimoquinas, ligando-se a estes para que ndo sejam reconhecidos por
proteinas virais, funcionando assim como inibidores alostéricos. Exemplos deste tipo de
inibidores sdo o TAK-652, PRO-140, Aplaviroc e o Maravicov (Briz et al., 2006;
MacArthur e Novak, 2008). KRH-1636 e KRH-2731 sdo exemplos de antagonistas do
recetor CXCR4 que interagem com as forcas eletrostaticas entre o recetor e o loop da

proteina viral (Briz et al., 2006).

Apos a ligacdo aos coreceptores, as proteinas de envelope sofrem mudancas
conformacionais para que se inicie o processo de fusdo. A proteina gp4l sofre uma
reorganizacdo estrutural, provocando a interacdo entre duas regides (HR1 e HR2) que
posteriormente irdo formar uma estrutura fulcral para que se dé inicio a fusdo entre o virus
e a Célula. Nesta fase, os inibidores de fusdo, e tal como o proprio nome indica, sdo
responsaveis por inibir a fusdo entre as membranas. O Enfurvirtida mimetiza um
fragmento da regido HR2 e ao ligar-se a regido HR1 vai bloquear a formacao da estrutura

necessaria a fusdo viral (Briz et al., 2006; Arts e Hazuda, 2012).
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Figura 15: Inibidores de entrada do virus HIV. Adaptado de (Briz et al., 2006).
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3.3 Semliki Forest Virus

O Semliki Forest Virus (SFV) é um Alfavirus pertencente a familia Togaviridae
(Fazakerley, 2002). E um virus com envelope (Lundstrom, 2003) e de RNA de cadeia
simples (Lundstrom, 2005).

Este virus é encontrado na Africa subsariana onde se propaga naturalmente pelas espécies
de mosquitos Aedes africanus e Aedes aegypti (Fazakerley, 2002).

Dependendo da estirpe de SFV a maioria ndo é agressiva para 0s humanos, sendo as
infecBes assintomaticas ou moderadas. Durante a fase aguda de infecdo os sintomas sdo
indistinguiveis dos sintomas da Maléria, Influenza ou de outra doenga febril sendo os
mais comuns febre, cefaleias, mialgias e artralgias (Mathiot et al., 1990; Fazakerley,
2002; Lundstrom, 2005).

As estirpes mais virulentas do SFV, como a L10 e a SFV4, multiplicam-se rapidamente

nos neurdnios e podem causar uma encefalite letal (Keogh et al., 2002).

O modo de transmissdo deste virus é maioritariamente pela picada do mosquito (Mathiot
et al., 1990), contudo como o virus SFV é relativamente estavel em aerossois este pode

ser transmitido via inalacao (Fazakerley, 2002).

3.3.1 Terapéuticas

N&o existe um tratamento antiviral especifico para esta infecdo (Mathiot et al., 1990)
contudo as estratégias terapéuticas passam pelo bloqueio do seu recetor, a proteina E1 ou
pela inibicdo das mudancas conformacionais necessarias para que o virus se funda com
as membranas celulares. Isto pode ser conseguido através do uso se anticorpos
monoclonais (Boere et al., 1985) ou pelo uso de zinco, responsavel pela inibicdo da
conformacéo do trimero pds-fusdo (Liu e Kielian, 2012). A Clorpromazina também inibe
a entrada do SFV por interferir com o pH necessario para a fusdo viral (Meertens et al.,
2006).
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Figura 16: Resumo dos mecanismos de acdo dos inibidores da fusdo do virus SFV.
Adaptado de (Mathiot et al., 1990; Boere et al., 1985; Liu e Kielian, 2012).

3.3.2 Aplicac0es terapéuticas do SFV

As formas atenuadas do SFV podem ser usadas como vetores virais para aplicacfes em
neurociéncias e na biologia molecular moderna, expressao de genes e proteinas, producéo
de vacinas e para terapia genética e oncoldgica (Keogh et al., 2002; Lundstrom, 2005).
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Figura 17: Representacdo esquematica das aplicacdes de particulas recombinantes de SFV. Adaptado de

(Lundstrom et al., 2001).

31



Mecanismos de entrada de virus nas células e suas implicacdes terapéuticas

3.4 Virus Epstein Barr

O Virus Epstein Barr (EBV) € um virus que causa infe¢do persistente em mais de 90%
dos adultos (Crawford et al., 2002) (Cohen, 2009). Este virus, também conhecido como
herpes humano 4 (HHV-4), pertence a familia Herpesviridae e ¢ um virus de DNA de
cadeia dupla. Foi o primeiro virus humano a ser diretamente implicado na carcinogénese
(Grywalska et al., 2013). A maior parte das pessoas que estdo infetadas produzem EBV
na sua saliva e a transmissdo é feita por contato proximo (Crawford et al., 2002). Ap6s a
exposicao ao virus, os individuos séo portadores deste ao longo da sua vida podendo ou
ndo ter complicacdes mais graves (Odumade et al., 2011).

O virus EBV esté associado a patologias como o Linforma de Burkitt, Carcinoma da
Nasofaringe, Linfoma de Hodgkin e outros linfomas malignos em pacientes

imunodeprimidos (Grywalska et al., 2013).

Existem dois picos para a infe¢do por EBV: um por volta dos 6-7 anos e outro aos 14-15
anos. Este primeiro pico tem a ver com a propagacao do virus pelos membros familiares
e pela partilha de brinquedos e outros utensilios (Odumade et al., 2011) e 0 segundo pico
tem a ver com a propagacdo por contato sexual. Quanto maior o nimero de parceiros

sexuais, maior o risco de infecdo por EBV (Crawford et al., 2002).
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Figura 18: Ciclo litico e de laténcia do virus Epstein Barr. Adaptado de (Odumade et al., 2011).
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A entrada do virus EBV ¢ iniciada pela interacdo da glicoproteina gp350 com recetores
da membrana celular, permitindo a ligacdo da proteina viral gp42 ao MHC Il dos
linfocitos B. Neste processo é necessaria a participacdo das glicoproteinas gB, gH e gL.
Depois da fusdo viral, o genoma do virus EBV é transportado para o nlcleo onde a
replicacdo viral e celular se inicia, resultando na proliferacdo explosiva de linfocitos B.
Uma vez em circulacdo, os linfocitos B de memoria previamente ativados podem sofrer
replicacdo litica ou podem entrar em estado de laténcia. Mais tarde os linfocitos B latentes
podem ser ativados, resultando numa reativacdo e excre¢do do virus (Odumade et al.,
2011) (Kirschner et al., 2007).

A chave da transmissdo deste virus é a reativacdo do estado de laténcia ou a ativacdo da
replicacdo litica (Odumade et al., 2011).

3.4.1 Terapéuticas

Nucleosideos como o Aciclovir e o Valaciclovir s&o a unica classe de antivirais avaliados
para o tratamento da infecdo por EBV, embora estes s6 atuem a nivel da inibicdo da
polimerase viral, que no caso do Aciclovir estd associada a timidina cinase (Odumade et
al., 2011).

Relativamente a inibicdo da fusdo viral, esta pode ser inibida por uma solugédo exdgena
da proteina gp42, inibindo a fusdo viral por impedimento estérico da ligacdo ao recetor
gB, embora esta terapéutica continue em estudos (Kirschner et al., 2007). Vacinas para
uso profilatico, contendo antigénios de proteinas gp350 também tem sido avaliadas em

estudos clinicos (Odumade et al., 2011).
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Figura 19: Resumo dos mecanismos de acao dos inibidores da fusdo do virus EBV. Adaptado de
(Kirschner et al., 2007; Odumade et al., 2011).
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3.5 Virus HPV

Os Papiloma Virus Humanos (HPV) sdo uma familia de pequenos virus sem envelope
que induzem maioritariamente papilomas benignos (Schelhaas et al., 2012). Foram
identificados mais de 100 diferentes tipos de HPV e aproximadamente 30 destes infetam
os tecidos genitais (Ratanasiripong, 2012).

Estes genotipos podem ser diferenciados em tipos que afetam a parte cutdnea ou a
mucosa. Os tipos cutaneos sdo aqueles que ocorrem na maior parte da populacéo e que
causam epidermodisplasias verruciformes. Os tipos que afetam as mucosas podem ser
divididos em tipos de baixo risco, médio risco ou alto risco (Kash et al., 2015) e sdo
detetados em maior quantidade em adolescentes e em menor quantidade em mulheres de
idade adulta (Doorbar et al., 2015)

Os HPV de alto risco (16 e 18) séo responsaveis por cerca de 99,7% de todos 0s cancros
do colo do Utero (Ratanasiripong, 2012).

As proteinas envolvidas na replicacdo do virus sdo a E1 e a E2 e as responsaveis pela
propagacao do virus sdo a L1 e a L2 (Doorbar et al., 2015). As proteinas virais E6 e E7

estdo implicadas na oncogenese viral (Kash et al., 2015).

Os HPV podem ser isolados em individuos saudaveis, podendo persistir na populacéo
como comensais em vez de se associar com a doenca patologica em si. Os virides
lancados da superficie epitelial podem ser transmitidos indiretamente (por fomites) ou

por contato direto (Doorbar et al., 2015).

Os virides iniciam a sua atividade ligando-se a membrana basal por interacdes entre a
proteina L1 e os HSPGs, originando mudancas conformacionais nas proteinas da capside
L1 e L2 (Griffin et al., 2013) e ativando recetores como fatores de crescimento, dando

inicio ao processo de Macropinocitose (Mercer e Helenius, 2012) .
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Tabela 2 Tipos de infe¢fes por HPV. Adaptado de (Doorbar et al., 2015).

Tipos de InfecBes por HPV

Mucosas

Cutaneas

Condilomas
e Sdo as manifestacbes de HPV mais
na area Séo

comuns genital.

caraterizados por papulas, nddulos,
peddnculos, de cor résea, filiformes.
e Sdo sexualmente transmissiveis.

e Causadas por HPV de baixo risco: 6 e 11.

Verrugas “comuns”
e Podem compreender varios tamanhos.
e Encontram-se nas maos e joelhos,
sobretudo em criancas.
e Asua incidéncia aumenta nos individuos
imunocomprometidos.
e HPV do tipo 1,2,4, 27 e 57 séo o0s tipos

mais prevalentes.

Hiperplasia epitelial focal
e Doenca rara na mucosa oral relacionada
com mulheres e criangas. As lesdes estdo
localizadas no labio inferior e podem
afetar a lingua, orofaringe e palato.
e Causada pelos HPV 13 e 32.

Verrugas na planta do pé
e QOcorrem nas criangas
e Tipos prevalentes de HPV: 1 e 4
o As lesBes sdo do tipo queratdsicas muito

dolorosas.

Cancro do colo do Utero
e As

classificadas de acordo com diferentes

lesGes  pré-cancerigenas  sdo
grausem CIN 1,2 e 3 (do inglés Cervical
Intraepithelial Neoplasia).

e A gravidade da neoplasia € refletida na

extensdo e no aspeto das células basais.

Verrugas planas
e SA0 lesdes do tipo pigmentadas e
asperas.

e Tipos prevalentes de HPV: 3 e 10

Outros tipos de cancro (vulva, vagina, pénis e
anus)
e HPV 16 é o tipo mais prevalente.
e O cancro no &nus é mais comum em
individuos homossexuais, individuos
com um historial de verrugas anais e em

individuos imunocomprometidos.

Verrugas filiformes

o Lesdes pedunculadas que crescem
perpendicularmente ou obliquamente a
superficie da pele. Os sitios mais comuns
para o aparecimento destas lesdes sdo a
face e 0 pescoco.

e Tipo mais comum: HPV 2
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Cancro da cabeca e do pescoco Cancro da pele
e HPV é conhecido como o maior fator de | A Doenga de Bowen ou carcinoma espinocelular
risco para o desenvolvimento deste tipo | in situ. Os tipos de HPV mais comuns sdo o
de cancro. 2,6,11,54, 61, 62 e 73 podendo também ser

e O HPV 16 é o tipo mais prevalente. encontrado o tipo 16.

Os fatores de risco associados ao desenvolvimento de infe¢Ges por HPV sdo o tabaco, o
tipo de HPV, a idade, a idade com que se inicia a vida sexual, nGmero de parceiros, 0 uso
do preservativo (que demonstra alguma protecdo contra a infecdo por HPV e a sua
progressao), a imunocompeténcia do individuo, outras DST e os métodos contracetivos

orais (Ratanasiripong, 2012).

Embora ndo haja nenhuma cura para a infecdo causada pelo HPV, ha estratégias
terapéuticas que visam detetar lesbes pre-cancerigenas, como acontece com 0 exame
regular do Papanicolau, para que o risco de desenvolvimento de cancro do colo do Utero
seja diminuido (Ratanasiripong, 2012). Este teste reduziu cerca de 80% a incidéncia do

cancro do colo do utero (Kash et al., 2015).

Em Portugal, a incidéncia do cancro do colo do Utero e a mortalidade associada a esta

patologia tem uma das maiores taxas da Unido Europeia (Medeiros et al., 2005).

A chave para a reducdo da mortalidade e da morbilidade associadas a esta doenca assenta
na prevencdo inicial da infecdo por HPV através do desenvolvimento de vacinas
profilaticas (Kash et al., 2015).

3.5.1 Terapéuticas

As trés vacinas (bivalente, tetravalente e nonavalente) sdo vacinas compostas

principalmente por particulas semelhantes aos virus (VLP) a partir de copias da proteina

estrutural L1, que depois dao origem a uma estrutura capaz de produzir anticorpos contra
o0 virus (Bruni et al., 2015).
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As trés vacinas diferem em alguns aspetos, como a valéncia, a dose, 0s excipientes e 0

sistema de produgéo (Bruni et al., 2015).

Todas as vacinas usam sais de aluminio como excipientes. A vacina tetravalente e a
novavalente utilizam um adjuvante do aluminio enquanto que a tetravalente contém na
sua composicdo uma forma detoxificada de um lipopolissacéarido e hidroxido de aluminio.
As vacinas que na sua composicao contenham estes Gltimos compostos tém a capacidade
de produzir uma resposta duas vezes superior, comparativamente as que sao constituidas

com hidroxido de aluminio (Bruni et al., 2015).

As vacinas tém uma maior eficacia quando sdo administradas a jovens antes do inicio da
sua atividade sexual, sendo que ndo tem atividade terapéutica com infecdes e lesbes
presentes no momento da vacinagdo. Estas vacinas demonstraram uma eficacia de 100%
face a lesdes graves de HPV (tipos 6,11, 16 e 18) e de 95% face a verrugas genitais.
Relativamente aos homens sem infecdo prévia, a eficacia na prevencéo de lesdes genitais
externas (como os condilomas, neoplasia peniana, cancro perianal) ronda os 90%. A

eficacia € menor naqueles que s@o vacinado e estdo infetados (Bruni et al., 2015).

A vacina nonavalente induz efeitos adversos mais frequentes do que as outras. Nestes
incluem-se dor, eritema, prurido que estdo relacionados com a maior quantidade de
excipiente usado na vacina. Em relacdo a seguranca, estas vacinas sdo geralmente bem

toleradas e tém um adequado perfil de seguranca (Bruni et al., 2015).

Ainda ndo foram descritos inibidores do virus HPV associados ao processo de
Macropinocitose, contudo ha varias moléculas que tém a capacidade de inibir o
mecanismo de Macropinocitose e que por isso, podem vir a ser usadas em terapias futuras.
De entre as quais destacam-se a Amilorida e os seus analogos que inibem a troca de
protbes na membrana plasmatica, a Nistatina que atua ao nivel do sequestro de moléculas
de colesterol e as Citocalasina que inibe a Macropinocitose pela despolimerizacdo dos
filamentos de Actina (Khalil et al., 2006).
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Amilorida

Inibicdo troca de
protdes

Nistatina
Deplecdo do Inibicdo

colesterol Macropinocitose

Citocalasina

Despolarizacéo de
actina

Figura 20: Possiveis terapéuticas para 0 EBV ao inibir o processo de entrada viral. Adaptado de
(Khalil et al., 2006).
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3.6 Virus Simio 40

O virus simio 40 (SV40) é um virus DNA sem envelope da familia Poliomaviridae que
induz oncogénese e que a medida que é sujeito a novas investigacdes, é considerado um

dos virus patogénicos mais emergentes nos dias de hoje (Vilchez e Butel, 2004).

A descoberta do SV40 esta ligada ao desenvolvimento e distribui¢do por todo o mundo
das vacinas contra a poliomielite. As formas inativas e posteriormente atenuadas das
vacinas contra a poliomielite foram contaminadas com SV40. Isto aconteceu devido ao
facto das vacinas serem preparadas com culturas de células de rins derivadas de macacos
que estariam contaminados com SV40. Este virus sobreviveu aos tratamentos de
inativacao das vacinas e infetou mais de 30 milhdes de pessoas entre 1957 e 1963 (Butel,
2000; Garcea e Imperiale, 2003; Vilchez e Butel, 2004).

Apos a sua descoberta, 0 SV40 demonstrou ser um potente agente oncogénico, induzindo
em modelos animais cancro cerebral, tumores 6sseos e linfomas. Apos infetar a célula, o
virus simio 40 produz antigenios no ciclo celular que se ligam e bloqueiam importantes
supressores tumorais como o p53, pRb, p107 e pl30/Rb2 (Butel, 2000; Garcea e
Imperiale, 2003; Vilchez e Butel, 2004).

As moléculas do complexo maior de histocompatibilidade classe | s&o os recetores para
0 virus SV40. Este passo inicial no ciclo celular ajuda a explicar o amplo tropismo deste
virus e a sua capacidade para infetar e induzir transformac6es em muitas células e tecidos
(Vilchez e Butel, 2004). Alguns animais desenvolvem meningoencefalites e outros tipos
de doencas neurolodgicas, indicando que o SV40 é também considerado neurotrépico e
tem a capacidade de induzir infecGes que envolvem o sistema nervoso central (Butel,
2000).

O virus SV40 tem a capacidade de se replicar produtivamente em células humanas, como
tecidos fetais, células dos rins e linhagens celulares tumorais (Vilchez e Butel, 2004) e
por isso deve ser considerado um agente infecioso ndo s6 em animais como também em
humanos (Butel, 2000). O DNA do virus simio ja foi detetado tumores cerebrais
pediatricos e adultos, mesoteliomas, osteossarcomas (Butel, 2000) e em Linfomas néo-
Hodgkin (Garcea e Imperiale, 2003; Shah, 2004).
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Os hospedeiros naturais do virus sio as espécies Macacca mulatta, provenientes da Asia.
O virus estabelece infecBes permanentes nos rins, sendo 0 meio de transmissao mais
plausivel a urina. A infecdo em macacos saudaveis é assintomatica contudo em animais

com o sistema imune debilitado a infecdo é bastante difundida (Vilchez e Butel, 2004).

A transmissdo vertical é também uma das vias possiveis de propagacdo deste virus
(Vilchez e Butel, 2004)

Apesar das evidéncias de que o SV40 é patogénico tanto em animais como em humanos
e que estd envolvido numa série de doencas, sdo necessarios mais estudos em diversas
areas, como avaliar a prevaléncia da infecdo viral em diferentes populagdes mundiais, a
sua transmissdo de pessoa para pessoa, 0 desenvolvimento de ensaios e estudos com

maior sensibilidade e especificidade (Vilchez e Butel, 2003).

3.6.1 Terapéuticas

Como ja foi referido, as Caveolas sdo estruturas constituidas por Clatrina e Colesterol.
Farmacos que se liguem especificamente ao colesterol inibem a internalizacao dos virus
mediada por Caveolina (Khalil et al., 2006). Exemplos deste tipo de mecanismo de acao
sdo a Nistatina, um farmaco que bloqueia seletivamente o mecanismo de Endocitose
mediada por Caveolina pelo mecanismo de deplecdo que exerce no colesterol existente
na membrana. O composto metil-p-ciclodextrina tem um mecanismo de acdo semelhante
ao da Nistatina (Anderson et al., 1996).

A actina também tem um papel fundamental no mecanismo de acdo da Caveolina.
Farmacos que causem a despolimerizacdo do citoesqueleto dos filamentos de actina,
inibem o mecanismo de acdo da Caveolina, como acontece com a Citocalasina (Khalil et
al., 2006).

O bloqueio das tirosinas cinases necessarias para a internalizacdo do virus SV40 (Marsh
e Helenius, 2006) ou o uso de anticorpos anti-MHC | para que haja bloqueio do recetor
(embora ndo seja a terapia mais aconselhada), sdo possiveis estratégias terapéuticas para
a inibicdo da infecdo do virus SV40 (Stang et al., 1997). Os farmacos responsaveis pelo
bloqueio das cinases envolvidas no processo de Endocitose mediada por Caveolina séo a
Filipina e Genesteina (Pelkmans, 2005; Meertens et al., 2006; dos Santos et al., 2011).

41



Mecanismos de entrada de virus nas células e suas implicacGes terapéuticas

Bloqueio da Endocitose mediada por Caveolina

Deplecéo Blogueio de Despolimerizacéo

: filamentos de Bloqueio recetor
colesterol cinases -
* Nistatina * Filipina « Citocalasina « Anticorpos anti-
« Metil-p- « Genesteina MHC |

ciclodextrina

Figura 21: Estratégias para a inibicdo da infe¢do por SV40. Adaptado de (Anderson et al., 1996; Stang
et al., 1997; Pelkmans, 2005; Khalil et al., 2006; Marsh e Helenius, 2006; Meertens et al., 2006).
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3.7 Virus da Hepatite C

O virus da hepatite C ¢ um virus RNA pertencente a familia Flaviviridae (Major e
Feinstone, 1997) com tropismo para as células do figado, os hepatdcitos (Heintges e
Wands, 1997) infetando mais de 5 milhdes de pessoas s6 na Europa (Abonyi e Lakatos,
2005).

20% 80% 40% 60% 50%

Hepatite Hepatite Cirrose Carcinomas Transplantes
Aguda Cronica Hepatocelulares de figado

Figura 22: Patologias causadas pelo HCV. Adaptado de (Abonyi e Lakatos, 2005).

O HCV é transmitido pela via parenteral (a via mais eficaz de transmissao), por contato
sanguineo, vertical mae-filho e por contato sexual (Heintges e Wands, 1997; Flint et al.,
2008).

De notar que o nivel de transmissdo aumenta caso hajam outros fatores e grupos de risco
envolvidos tais como: toxicodependentes (devido a partilha de seringas e agulhas com
sangue contaminado), hemofilicos, individuos infetados com HIV (as vias de transmisséo
sdo similares), hemodialisados e transplantados renais, abuso de alcool (Heintges e
Wands, 1997) maltiplos parceiros sexuais, uso de acunpuntura, piercings e tatuagens
(Strader et al., 2004) e acidentes de trabalho na area da saude (Abonyi e Lakatos, 2005).

As manifestacdes clinicas desta infe¢cdo ndo sdo muito evidentes, sendo que os doentes
sdo maioritariamente assintomaticos e a sua principal queixa é a fadiga, perda de peso e
mais raramente ictericia e hepatomegalia. Em analises de rotina, esta infecdo é
identificada pelos niveis elevados de aminotransferases de aspartato ou de alanina. O
HCV pode progredir para cirrose, insuficiéncia hepatica e carcinoma hepatico (Flint et
al., 2008; Dienstag, 2012; Abonyi e Lakatos, 2005). De notar que nos doentes cronicos
h& uma elevada incidéncia de linfomas ndo Hodgkin (Abonyi e Lakatos, 2005).
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3.7.1 Terapéuticas

O mecanismo de acdo dos farmacos que atuam ao nivel da inibicdo da Endocitose
mediada por Clatrina passa por inibir a bomba de protdes (Bafilomicina) e dissociar a
rede de Clatrina (deplecdo de potassio, hipertonicidade e Clorpromazina) (Rejman et al.,
2005; Blanchard et al., 2006; Meertens et al., 2006; dos Santos et al., 2011).

Contudo, o tratamento standard para o tratamento da infecdo por HCV é com o Interferdo
Peguilado e com a Ribavarina em que 0s seus principais mecanismos de a¢ao séo inibir a
polimerase viral, diminuir os niveis de ALT e o aumento da expressdo das proteinas do
MHC para o reconhecimento de antigénios virais pelo sistema imune (Taylor et al., 2000;
Abonyi e Lakatos, 2005; Kieffer et al., 2007).

Novos tratamentos antivirais direcionados para o tratamento de HCV incluem os
inibidores da protease do HCV, o Telaprevir, a Valopicitabina (Kieffer et al., 2007) e os
oligonucleotideos “anti-sense” (tratamento que utiliza os oligonucleotideos, que agem
no citoplasma ou nucleo da célula, para impedir a reproducdo de agentes causadores de
doencas) (Abonyi e Lakatos, 2005).

. . * Inibem polimerase viral
Ribavarina * | niveis de ALT

Interferao * 1 expressio MHC

Bafilomicina * Inibe bomba de protdes

>
O
I
o
qv)
=
=
=

« Dissociacao da rede de Clatrina

Clorpromazina

Figura 23: Resumo dos mecanismos de a¢ao dos inibidores do virus HCV. Adaptado de (Taylor
et al., 2000; Abonyi e Lakatos, 2005; Rejman et al., 2005; Blanchard et al., 2006; Meertens et al.,
2006; Kieffer et al., 2007; dos Santos et al., 2011).
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4. Conclusao

Foi objetivo deste trabalho efetuar uma reviséo bibliogréafica acerca dos mecanismos de
entrada viral, exemplificando com virus que utilizam diferentes meios de infetar as

células, abordar as terapias atuais e possiveis estratégias de terapia futuras.

Para isso foi realizada uma pesquisa bibliografica sobre os diferentes mecanismos de
entrada viral e terapias associadas a cada virus exemplificado, utilizando-se a base de
dados Pubmed e livros como o Principles of Virology ou Virology: Principles and
Applications.

Como conclusdo final e porque o principal foco desta monografia é a entrada do virus nas
celulas, observou-se que a entrada dos virus faz-se de modo aleatorio pois é possivel um
unico virus usar varios mecanismos de entrada viral, como acontece por exemplo no HCV
em que usa a Endocitose mediada por Clatrina para entrar na célula hospedeira, como

também pode usar os Exossomas para esse fim.

Conclui-se também que o mecanismo de entrada viral mais utilizado pelos virus € a
Endocitose mediada por Clatrina e que o valor de pH torna-se determinante para que a

fusdo viral ocorra.

Relativamente as terapéuticas antivirais, as melhores caracterizadas e as que efetivamente
se relacionam com a entrada viral sdo as direcionadas para o virus Influenza e parao HIV,
em que as estratégias de inibicdo da entrada viral passam pelo bloqueio da ligacdo do
virus aos principais recetores. Em contrapartida, nos outros virus exemplificados, as
terapéuticas usadas sdo direcionadas para a inibicdo da polimerase viral ou para a inducgéo

da resposta imunitaria com o uso de vacinas.

Contudo, novas estratégias terapéuticas tém sido estudadas e desenvolvidas para inibir os
varios mecanismos de entrada viral descritos nesta monografia, tais como o uso de
anticorpos monoclonais para o bloqueio da ligacdo ao recetor, o uso de metais como o
zinco ou o de farmacos como a Clorpromazina, Amilorida, Nistatina, Citocalasina ou

Bafilomicina.
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Assim, o progresso cientifico para a descoberta de novos alvos para a terapia antiviral
deve ser cada vez mais focado em aspetos essenciais do hospedeiro, que proteinas estao

associadas a entrada dos virus nas células ou como é que a replicacéo viral ocorre.

Dependente da investigacdo cientifica esta a emergéncia de novos alvos terapéuticos, de
terapias alternativas e consequentemente de novos farmacos para que as terapias
antivirais futuras sejam bem-sucedidas e eficazes no combate a imensiddo de mutagdes

que tanto virus como hospedeiros vdo sofrendo ao longo dos tempos.
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