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RESUMO

A ideia de se utilizar virus para o tratamento de cancer humano é datada de
1912, apenas 14 anos apo0s a descoberta do primeiro virus. Apds 100 anos,
com o0s avancos da biologia molecular e o conhecimento em virologia
aumentaram a possibilidade de utilizar este parasita para combater
malignidades humanas. O Vaccinia virus, grande responsavel pela imunizacao
contra a variola desempenha papel importante nas promissoras viroterapias de
combate ao cancer. Devido ao seu enorme genoma, amplo tropismo, alta
imunogenicidade e potencial litico pode ser utilizado para carrear e expressar
antigenos associados ao tumor e moléculas imunomodulatérias, além de

infectar, multiplicar e lisar células cancerigenas.
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1 INTRODUCAO

O céancer é um problema de saude publica que tem aumentando tanto a
incidéncia quanto a mortalidade no Brasil, sendo uma das principais doencas
que causam morte em todo o mundo. Embora tenha acontecido um grande
progresso em diversas areas, como etiologia do cancer, técnicas diagnosticas
e prevencao, terapias efetivas ainda nédo foram descobertas e aplicadas em
larga escala (STEELE, 2000).

Segundo recente relatorio da Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer (IARC)/OMS (World Cancer Report 2008), o impacto global do cancer
mais que dobrou em 30 anos. Estimou-se que, no ano de 2008, ocorreriam
cerca de 12 milhdes de casos novos de cancer e 7 milhdes de obitos. O
continuo crescimento populacional, bem como seu envelhecimento, afetara de
forma significativa o impacto do cancer no mundo. Esse impacto recaird
principalmente sobre o0s paises de médio e baixo desenvolvimento. A
IARC/OMS estimou que, em 2008, metade dos casos novos e cerca de dois

tercos dos O6bitos por cancer ocorrerdo nessas localidades (INCA, 2010).

Neste cenario, torna-se fundamental que os recursos e esfor¢cos sejam
direcionados no sentido de orientar as estratégias de prevencao e controle de
cancer. O estabelecimento de medidas efetivas para o controle do cancer
pressupfe informacBes de qualidade sobre a distribuicdo de incidéncia e
mortalidade, possibilitando assim melhor compreensédo sobre a doenga e seus
determinantes; formulacdo de hipoteses causais; avaliacdo dos avancos
tecnoldgicos aplicados a prevencao e tratamento, bem como a efetividade da
atencdo a saude. Um sistema de vigilancia estruturado fornece informacdes
sobre a magnitude e o impacto do cancer, como também sobre a efetividade de
programas de controle de cancer, bem como a avaliacdo de seu desempenho.
Os registros de cancer (de base populacional e hospitalares) sdo parte desse
sistema de vigilancia (INCA, 2010).

Em 2008, a IARC/OMS estimou que ocorreriam 12,4 milhdes de casos

novos e 7,6 milhdes de Obitos por cancer no mundo. Destes, os mais incidentes



foram o cancer de pulméao (1,52 milhdes de casos novos), mama (1,29 milhdes)
e colon e reto (1,15 milhdes). Devido ao mau prognéstico, o cancer de pulmao
foi a principal causa de morte (1,31 milhdes), seguido pelo cancer de estbmago
(780 mil 6bitos) e pelo cancer de figado (699 mil 6bitos). Para América do Sul,
Central e Caribe, estimou-se em 2008 cerca de um milh&o de casos novos de
cancer e 589 mil 6bitos. Em homens, o mais comum foi o cancer de prostata,
seguido por pulméo, estdbmago e cdélon e reto. Nas mulheres, o mais frequente
foi o cancer de mama, seguido do colo do utero, célon e reto, estbmago e
pulméo (WORLD CANCER REPORT, 2008).

No Brasil, as estimativas, para o ano de 2010, serdo vélidas também
para o ano de 2011, e apontam para a ocorréncia de 489.270 casos novos de
cancer. Os tipos mais incidentes, a excecao do cancer de pele do tipo ndo
melanoma, serdo os canceres de préstata e de pulmé&o no sexo masculino e 0os
canceres de mama e do colo do utero no sexo feminino, acompanhando o

mesmo perfil da magnitude observada para a América Latina (INCA, 2010).

Um dos tratamentos utilizados para o cancer sao as chamadas
imunoterapias, que utilizam-se de agentes biolégicos que modificam as
respostas biolégicas do hospedeiro contra o cancer, contudo em alguns casos,
elas podem causar citotoxicidade direta. Geralmente, os agentes bioldgicos,
tais como interleucinas, interferons, imunoglobulinas e fatores de crescimento
hematopoiético, demonstram uma atividade méaxima dentro de uma estreita
faixa de concentragcdo, e concentracdes mais elevadas ou mais baixas podem
resultar em um efeito sub-6timo. Desta forma, a dose clinica ideal é aquela que

produz o efeito maximo desejado sem causar toxicidade (OLD, 1996).

Estudos realizados em animais, concluiram que o sistema imune pode
identificar e eliminar tumores, sendo essa rejeicdo de células tumorais
mediada, principalmente por linfécitos citotoxicos, inclusive por linfocitos T
citotoxicos e as celulas natural killer, podendo participar também outras células
efetoras, tais como células T auxiliares, linfécitos B e macrofagos. Contudo em
pacientes com cancer, essas respostas imunes antitumorais ndo tem sido
identificadas com tanta facilidade, além disso a identificacdo imune das células

malignas pode nao resultar em rejeicao do tumor (OLD, 1996).



A utilizacdo da imunoterapia para o céancer busca evocar respostas
imunes efetivas contra tumores humanos, e se baseiam-se de trés estratégias:
imunoterapias nado-especificas, que estimulam a resposta imune local ou
sistémica, através da producdo de citocinas e moléculas co-estimuladoras; e
imunoterapias antigeno-especificas, que incluem o transporte de antigenos
tumorais e transferéncias de células T ativadas por antigenos tumorais
especificos atraves de vetores, que podem ser virus, plasmideos, lipossomos,
e terapias que envolvem células dendriticas com a finalidade de estimular e
facilitar o reconhecimento pelo sistema imune daquele alvo especifico (SHEN e
NEMUNAITIS, 2005).

Algumas das abordagens da imunoterapia ndo-especifica ja realizadas
sdo: administracdo de anticorpos monoclonais, citocinas imunomoduladoras e

células imunocompetentes aut6logas (OLD, 1996).

A possibilidade de producdo de anticorpos monoclonais contra um
antigeno especifico gerou grandes expectativas no seu uso na terapia do
cancer, mas a dificuldade em definir sorologicamente antigenos especificos
para 0s tumores, a modulacdo antigénica pelas células tumorais e o
desenvolvimento de anticorpos humanos anticamundongo deixou esta terapia
no campo da investigacdo sendo mais comumente utilizada para o diagnéstico
propriamente dito do cancer, como na imunofenotipagem das leucemias e
linfomas por meio de anticorpos monoclonais ou entdo na monitoracdo do

cancer de préstata através do antigeno prostatico especifico (OLD, 1996).

Os interferons e as interleucinas exercem efeitos imunomodulatérios. Os
interferons do tipo | (tais como interferons a e ) exercem efeitos
imunorregulatorios e antiproliferativos, sendo o interferon a ja utilizado no
tratamento de leucemias e sarcoma de Kaposi ligado a AIDS e o interferon
possui atividade no linfoma ndo Hodgkin de baixo grau, mieloma multiplo e
carcinoma de células renais. Ja o interferon do tipo Il, o interferon vy, parece ter
menor atividade antitumoral como agente isolado em comparagbes com 0S
interferons do tipo |. Dentre as interleucinas, que sdo moléculas mensageiras,
apenas a interleucina 2 recombinante foi comprovada como agente neoplasico.

Esta interleucina € um hormoénio regulador fundamental na imunidade mediada



por células, estimulando a proliferacédo e atividade citolitica dos linfocitos T e
das células natural killers. Desta forma, terapia com altas doses de interleucina
2 produz uma resposta imune em pacientes com melanoma e carcinoma

metastatico de células renais (OLD, 1996).

As células imunocompetentes autdlogas sédo células que foram ativadas
e expandidas “ex vivo” antes de sua administragcdao e normalmente sao geradas
em culturas de linfécitos do sangue periférico suplementadas com IL-2,
podendo lisar diretamente células de tumores sdlidos recém isoladas (OLD,
1996).

Uma linha promissora de investigacdo € a utilizagcdo de virus como
terapia para o cancer, que utiliza Retrovirus, Adenovirus e Poxvirus na
estimulacdo do sistema imune de defesa, ndo sé eliminando as células
cancerigenas como estabelecendo uma resposta de memoria contra o tumor
(SHEN, NEMUNAITIS, 2005).

As células tumorais e seus antigenos especificos sdo freqientemente
ignorados pelo sistema imune do hospedeiro, seja porque o sistema MHC |
esta suprimido nestas células ou por falta de anticorpos especificos para esses
antigenos. Uma estratégia que esta sendo utilizada para ajudar o sistema
imune a combater essas células é a expressao de genes tumorais por vetores
virais. Os virus utilizados sdo altamente imunogénicos, sendo capazes de
induzir uma forte resposta imune humoral e celular (SHEN e NEMUNAITIS,
2005).

A utilizagdo de virus oncoliticos constitui uma das estratégias mais
inovadoras para eliminar ou reverter o desenvolvimento de um tumor no
organismo. Os virus oncoliticos sdo aqueles somente se multiplica em células
tumorais, desta forma, uma vez inseridos em um tumor, 0S Vvirus se
multiplicardo nas células tumorais, lisando-as e gerando novos virus, 0s quais
por sua vez infectardo outras células tumorais circundantes e assim

sucessivamente, até que todas elas sejam eliminadas (LEE et al., 2010).



A viroterapia oncolitica tém demonstrado ser multimodal nos
mecanismos antitumorais em estudos pré-clinicos e clinicos. Comparada com a
imunoterapia convencional, os virus oncoliticos possuem a vantagem de ser
citoredutor, e simultaneamente, conferir imunidade anticancer especifica.
Adicionalmente, os virus oncoliticos podem ter genes imunossupressores
removidos de seu genoma, 0 que garante seu melhor funcionamento como
imunégeno e a insercdo de transgenes tumorais que irdo aumentar a

imunidade antitumoral (LI, et. al, 2008).

Dentre os virus oncoliticos, 0os poxvirus sao mais utilizados na terapia
contra 0 cancer pois podem incorporar material genético exdégeno com até
25Kb no genoma; séo relativamente independente das enzimas do hospedeiro;
possuem amplo tropismo, replicacdo em diferentes tipos de células; alta
imunogenicidade, ativando a resposta das células T citotoxicas e natural killer
e intenso potencial litico (SHEN e NEMUNAITIS, 2005).

Os poxvirus sdo virus complexos, com aproximadamente 200nm de
didmetro longitudinal, envelopados, com um genoma constituido por DNA
dupla-fita que abriga muitos genes imuno-modulatérios, sendo aquele mais
freqlientemente utilizado na terapia contra o cancer o vaccinia virus (KOSKELA
et al., 2007).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O cancer é a principal causa de morte e vem aumentando a incidéncia e
a mortalidade devido ao envelhecimento da populagcdo. Embora os tratamentos
convencionais (cirurgias, radioterapias e quimioterapias) tenham impacto
significante na sobrevida global e na qualidade de vida dos pacientes, a maioria
dos tipos de céancer permanece incuravel e intratavel. Vacinas terapéuticas
contra o0 cancer estdo surgindo recentemente e prometem ser 0 novo
tratamento para o cancer. Imunizagbes passivas utilizando anticorpos
terapéuticos contra antigenos associados ao tumor tém demonstrado
prolongamento da sobrevida dos pacientes em certos tumores solidos e
leucemias, principalmente quando associadas aos tratamentos convencionais
(LI, et. al, 2008).

As principais vantagens das vacinas contra o cancer em relacdo aos
tratamentos convencionais seriam: alta especificidade do alvo (que seriam 0s
antigenos associados ao tumor) e desta maneira, uma melhor margem de
seguranca dos efeitos colaterais; efeitos prolongados devido a resposta imune
de memoéria que preveniria a recidiva e metastases. Entretanto, algumas
modificacdes genéticas e imunomodulatorias ainda devem ser feitas para
prevenir determinados problemas, tais como: resposta pouco eficaz diante de
tumores volumosos requerendo assim associagdo com 0s tratamentos
convencionais de citoreducao a fim de diminuir o tamanho do tumor; o fato de
gue antigenos associados ao tumor sdo imundgenos fracos, pois sdo antigenos
proprios; e evasao celular cancerigena do sistema imune devido as
instabilidades genéticas e as quedas de imunidade antitumoral. O balanco
entre o crescimento do tumor e a magnitude da resposta antitumoral
proveniente da vacina terapéutica contra o cancer determinara a eficacia desta
vacinas (LI, et. al, 2008).

A atividade anti-cancer de virus ja foi descrita ao longo do século vinte,
sendo muitos experimentos realizados entre os anos de 1950 e 1960. A
constatacdo de que alguns virus de ciclo litico apresentam propriedades
seletivas de propagar e infectar tumores, deixando tecidos saudaveis ilesos,
originou o conceito de virus oncoliticos (WORSCHECH et al., 2009). O



desenvolvimento da engenharia genética e da biologia molecular auxiliou
pesquisas envolvendo virus com propriedades oncoliticas e antitumorais nos
altimos 15 anos, aumentando o numero de estudos em fases pré-clinica e
clinica com resultados preliminares promissores (KOSKELA et al.,, 2007).
Evidéncias sugerem gue a terapia oncolitica viral sera utilizada adicionalmente
a resposta imune do hospedeiro, sendo esta Ultima, fator critico para o sucesso
da terapia viral oncolitica (WORSCHECH et al., 2009).
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2.1 POXVIRUS

A familia Poxviridae compreende um grande grupo de virus que podem
infectar uma grande variedade de vertebrados como também invertebrados. Os
membros dessa familia séo caracterizados por possuirem um grande genoma
de DNA dupla fita, replicacédo viral no citoplasma e uma complexa morfologia
do virion (CONDIT, et al., 2006).

A familia Poxviridae esta subdividida em duas grandes subfamilias com
base no tipo de hospedeiro, e as subfamilias estdo, por sua vez, subdivididas
em géneros, diferenciados pela presenca de antigenos especificos comuns. A
subfamilia Chordopoxvirinae que infectam vertebrados possui nove géneros:
Avipoxvirus, Capripoxvirus, Cervidpoxvirus, Leporipoxvirus, Molluscipoxvirus,
Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Suipoxvirus, Yatapoxvirus. E a subfamilia
Entomopoxvirinae possui trés géneros, que sao: Alphaentomopoxvirus,
Betaentomopoxvirus, Gammaentomopoxvirus e infectam invertebrados. As
relagbes entre os diferentes poxvirus de um mesmo género, j4 foram
demonstradas através de analises imunoldgicas, dos polipeptidios e, mais

recentemente, pelo sequenciamento do genoma (ICTV, 2009).

O prototipo da familia Poxviridae € o Vaccinia virus (VACV) pertencente
a subfamilia Chordopoxvirinae, género Orthopoxvirus, no qual o virus da
variola é, clinicamente, o mais importante. A doenca foi erradicada em 1980
gracas a campanha mundial de vacinacdo, utlizando amostras pouco
virulentas do Vaccinia virus como vacina. O genoma do Vaccinia virus tem um
tamanho de aproximadamente 200kb, possuindo 200 genes e devido seu sitio
de replicacdo ser o citoplasma, seu RNA mensageiro ndo possui introns,

otimizando a traducdo da sequéncia genémica (CONDIT, et al., 2006).

O Vaccinia virus tem sido utilizado como vetor molecular, carreando
genes codificadores de proteinas de outros virus para a construgdo de vacinas
experimentais, pois € altamente imunogénico e algumas amostras mais
atenuadas nao provocam maleficio a saude humana (MADIGAN, et. al, 2008).
Outras caracteristicas dos poxvirus atrativas para o desenvolvimento de

sistemas virais carreadores de antigenos incluem: a capacidade de carrear até
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25kb de DNA recombinante, controle preciso da expressdo do gene alvo,
auséncia de integracdo genbmica com hospedeiro, amplo tropismo, alta
imunogenicidade, auséncia de interferéncia na apresentacdo do antigeno pela
célula hospedeira e a facilidade de produzir uma vacina ou vetor (MEYER,
2008).

Em 1982, foi mostrado pela primeira vez, que genes codificadores de
proteinas imunogénicas poderiam ser inseridos em um Vaccinia virus sem este
perder a habilidade de multiplicar em uma cultura de células in vitro. Uma vez
inoculados em células, estes virus recombinantes eram capazes de expressar
0 transgene. Assim, conseqglientemente, os animais infectados por estes virus
recombinantes eram capazes de gerar resposta imunoldgica contra a proteina
em questdo e, possivelmente, se tornavam protegidos contra infeccdes
causadas pelo agente etiologico que codifica originalmente o gene inserido no
vetor viral (MEYER, 2008).

O Vaccinia virus possui uma complexa morfogénese que culmina na
formacao de dois distintos virions que sdo envolvidos por diferentes nimeros
de membranas. O primeiro virion infeccioso que € produzido, chamado virus
maduro intracelular (IMV), € envolvido por uma simples membrana que o
protege até a lise celular. O outro virion € coberto por uma segunda membrana,
e este € chamado de virus envelopado associado a célula (CEV) se estiver
retido na superficie celular ou virus extracelular envelopado (EEV) se estiver

fora da superficie celular.

O mecanismo de formacéo dessas membranas ainda é muito discutido,
0 que ja esta claro é que diferentes proteinas virais constituem essas
membranas, o que faz com que elas se tornem estruturalmente,
funcionalmente e antigenicamente diferentes. As formas virais, CEV e EEV sao
importantes para a disseminacgéao viral, sendo que o CEV induz a formacéo de
caudas de actina da superficie celular, os quais conduzirdo 0s virions para
células néo infectadas, ja o EEV, in vitro, estédo relacionados a disseminacao a
longa distancia, acredita-se que no hospedeiro também. Adicionalmente ao
papel de disseminacdo, esses virions, CEV e EEV, ajudam a evadir dos

anticorpos e do sistema complemento do hospedeiro, j& que 0 virus estara
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envolvido por uma membrana derivada do hospedeiro (ROBERTS e SMITH
2008).

Os Poxvirus possuem uma caracteristica bioquimica Unica aos virus de
DNA, que é a replicacdo no citoplasma da célula do hospedeiro, onde 0s virus
codificam a maioria das fungbes necessarias, incluindo a maquinaria
enzimatica para a replicacdo do DNA e para o metabolismo do RNA. A
pequena interacdo, em comparacdo com outros virus, com as proteinas do
hospedeiro permite a replicacdo em diferentes tipos de células e o escape dos
mecanismos de defesa deste (SHEN, NEUMUNAITIS, 2005).

O ciclo de multiplicagéo viral dos poxvirus esta exemplificado na figura 1
e se inicia com a ligacdo dos virions e entrada a uma célula hospedeira
susceptivel, na qual h4 a perda da membrana expondo o cerne viral que é
transportado por microtibulos para o interior da célula. A transcricdo precoce
de RNA mensageiros leva ao desnudamento do cerne e a replicacdo do DNA.
Em regibes especificas da célula denominadas fabricas virais, virions imaturos
(IV) sdo montados para formarem o virus maduro intracelular, os quais em sua
maioria sdo liberados para o exterior pela lise celular. Alguns sdo transportados
para reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, onde serdo envolvidos por
uma membrana dupla e formardo os virus intracelulares envelopados (IEV) que
serdo transportados pelos microtibulos até a superficie celular. Entdo a
membrana externa se fundira com a membrana celular e ird expor o CEV na
superficie da célula. A polimerizacdo de caudas de actina podera ocorrer para
direcionar o virus (CEV) para uma célula vizinha ou entdo o virus é liberado
como um EEV (ROBERTS e SMITH 2008).
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Figura 1: Etapas da morfogénese viral de um Vaccinia virus. (1) Ligacéo e entrada do virus
na célula hospedeira susceptivel. (2) Transporte do cerne viral por microtdbulos para o interior
da célula. (3) Transcricdo precoce de RNA mensageiros a replicacdo do DNA. (4) Montagem
dos virus maduro intracelular (IMV) a partir do virions imaturos (1V). (5) Transporte para reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi, para formacdo dos virus intracelulares envelopados
(IEV). (6) Transporte pelos microtubulos até a superficie celular. (7)Fusdo da membrana
externa com a membrana celular e exposicdo do virus envelopado associado a célula (CEV) na
superficie da célula. A polimerizacdo de caudas de actina podera ocorrer para direcionar o
virus (CEV) para uma célula vizinha ou entdo o virus é liberado como um EEV (ROBERTS e
SMITH 2008).

Outro poxvirus que ja foi testado como virus oncoliticos € o Mixoma

virus, o qual € normalmente restrito a células ndo-humanas mas se replica
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muito bem em células tumorais (MEYER, 2008). O Myxoma virus causa a
doenca letal myxotomatosis em coelho, sendo ndo patogénica para todas as

outras espécies de vertebrados, inclusive os humanos.
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2.2 VIRUS ONCOLITICOS

A viroterapia oncolitica € uma bioterapia emergente baseada na
engenharia genética dos virus, os quais sdo capazes de infectar e multiplica
seletivamente em células cancerosas. Embora o Vaccinia virus ndo tenha
mostrado preferéncia na infeccdo de células transformadas, muitos estudos
vém demonstrando um aumento nos niveis de multiplicacdo em tumores, assim
como amostras de vaccinia com dele¢bes nos genes codificadores da timidina
quinase e do fator de crescimento, que multiplicam de modo eficiente em
células de rapido crescimento (tumorais). O Vaccinia virus possui muitas das
caracteristicas necessarias para um virus oncolitico efetivo, tais como: ciclo de
vida curto, propagacao rapida, habilidade litica forte e uma biologia molecular
praticamente definida (MEYER, 2008).

A possibilidade de incorporacdo de material genético exdgeno com até
25Kb no genoma dos poxvirus € uma das maiores vantagens para este ser
utilizado como vetor oncolitico, pois estes genes exdgenos serdo moduladores
da fungao oncolitica “in situ” dos virus. Além de induzir a lise celular, poderao
ativar resposta das células T citotoxicas e natural killer (WORSCHECH et al.,
2009).

Os virus oncoliticos matam as células cancerigenas através de um
mecanismo de acdo que envolve apoptose e necrose celular. A multiplicacéo
seletiva intratumoral dos virus oncoliticos leva a multiplicacédo, lise da célula
cancerigena infectada e propagacdo viral para as células adjacentes e
distantes do tumor. Essa terapia pode matar células tumorais através de
mecanismos adicionais, incluindo indugédo de linfocitos T tumor-especificos e
expressdo de produtos terapéuticos a partir de transgenes, agindo
cooperativamente até que as células tumorais sejam eliminadas (LEE et al.,
2010).

Uma grande variedade de virus tem demonstrado caracteristicas
oncoliticas, dentre eles estdo os adenovirus, herpes simplex virus, reovirus,
entre outros. Os virus oncoliticos sdo capazes de replicar e destruir

especificamente células tumorais, e essas propriedades podem ser inerentes
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ou adquiridas através de engenharia genética. Inerentemente, virus podem ser
tumor seletivos, pois utilizam-se do mesmo mecanismo celular alterado que
ocorre nas células cancerosas, tais como receptores de aderéncia ou via
defectiva do interferon, como por exemplo, Reovirus e Vaccinia virus. Por
engenharia genética, os virus podem ter um gene especifico removido, tais
como genes que sdo cruciais para a sobrevivéncia em células normais, mas
ndo em células tumorais. Alguns exemplos desses genes sdo: genes que
codificam a timidina quinase, enzima necessaria para a biossintese da timidina,
resultando em dependéncia do virus na expressao celular de timidina quinase
que estard sendo altamente expressada em células tumorais e pouco em
células normais. Outra ferramenta que confere especificidade tumoral é
restringir a multiplicacdo viral na dependéncia de atividades constitutivas em
tumores, isto pode ser alcancado inserindo um promotor tumor-especifico que

direciona a expressédo de um gene critico (WONG, 2010).

Recentemente, o silenciamento génico através de RNA de interferéncia
estd sendo utilizado para conferir seletividade tumoral. Micro RNAs ou
pequenos RNA de interferéncia podem regular a expressdo génica poés-
transcricional, bloqueando a traducdo ou dificultando a expressao de genes
especificos. Por exemplo, a insercdo de sequéncias complementares a genes
virais essenciais sob controle de um promotor responsivo a um fator de
transcricdo existente apenas em células normais (e ndo em células tumorais)
faz com que 0s genes essenciais virais sejam silenciados, impedindo a
replicacdo viral. Em células tumorais, onde o fator de transcrigdo ndo existe, 0s
silenciamento dos genes essenciais ndo ocorre e 0 virus se multiplica

normalmente, matando a célula tumoral (WONG, 2010).

Os virus sao naturalmente maiores do que 0s outros agentes anti-
cancer, tais como quimicos e anticorpos. Deste modo, ap06s a injecdo
intratumoral, os virus podem ser barrados pela matriz extracelular, areas de
fibrose e necrose ou por células vizinhas ao tumor. Pesquisadores descobriram
gue componentes extracelulares, como colageno e mucina podem restringir a
infeccdo normal do HSV-1 no colon, mas no carcinoma essas moléculas sdo

produzidas em quantidades menores o que facilita a entrada viral (KOLODKIN-
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GAL, et al. 2008). Ganesh (2008) co-administraram a enzima hialuronidase em
uma injegdo intratumoral com virus oncoliticos, esta degradou a maioria dos
constituintes da matiz extracelular resultando em uma maior propagacao viral.
Da mesma forma, a inducédo da morte das células cancerosas com um agente
indutor de apoptose antes da inje¢cdo com virus oncolitico também resulta em
maior propagacao viral. O aumento da pressdo hidrostatica intersticial
resultante de fibrose diminui a eficacia da entrada do virus assim como eles
podem escapar pelo local da injecdo ou serem drenados pela circulacao
diminuindo a sua eficacia e aumentando os riscos sistémicos de toxicidade.
Outra caracteristica de tumores € hipoxia, que reduz a replicacdo dos virus
oncoliticos assim como altera a expressado dos receptores de superficie. Desta
maneira, € importante para o desenvolvimento de virus oncoliticos, saber se o
mecanismo de multiplicacdo viral ndo € atenuado pela hipoxia destes tecidos,
assim como acontece com 0s vaccinia virus e o HSV (WONG, 2010). Como
mostra a figura 2, ap6s a administracao sistémica, a maioria do inéculo inicial
podera ser absorvida pelo figado, os virus que cairem na circulacdo podem ser
rapidamente neutralizados pelas células sanguineas, através do sistema do
complemento ou por anticorpos neutralizantes. Para o virus ter acesso ao
tumor, ele devera deixar a circulacdo e atravessar o endotélio vascular contra o
gradiente de pressao do fluido intersticial. Além disso, podera existir infiltrados
de linfécitos que limitardo a propagacdo viral através de liberacdo de

mediadores inflamatorios e citocinas (Parato, et al, 2005).
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Figura 2: Barreiras dos virus oncoliticos ao tumor. Administracdo sistémica do

indculo, pode ser absorvida pelo figado, células sanguineas, através do sistema complemento
ou anticorpos neutralizantes. Para atingir o tumor, o virus devera atravessar o endotélio
vascular e passar pelos linfécitos que limitardo a propagacdo viral através de liberacdo de

mediadores inflamatérios e citocinas (adaptado de PARATO, et al, 2005).

Um dos maiores obstaculos a longo prazo na viroterapia é a interagéo do
sistema imune inato com o virus. Desta forma, a utlizacdo de agentes
imunomoduladores combinados com o0s virus oncoliticos, tais como a
ciclosfosfamina (sabidamente inibidora do sistema imune inato) tem
demonstrado aumentar significativamente a propagacéo viral, sendo capaz de
inibir a inducéo de anticorpos neutralizantes, macréfagos, inducao de células T

regulatérias e producéo de interferon (LIU, KIRN, 2008).

Ao invés de injetar virus puro, células estdo sendo utilizadas como
veiculos para transportar e esconder o antigeno viral dos anticorpos e do
sistema complemento. Esta estratégia envolve a infec¢do in vitro de células e
sua administracdo sistémica, que carreara o virus oncolitico para o tumor. As
células que estdo sendo testada sdo: células mesenquiais, mondcitos, células
endoteliais, células tumorais, células T e células dendriticas. Uma gama de

genes imunoestimulatorios estdo sendo inseridos no genoma de virus
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oncoliticos com o objetivo de estimular eficientemente a resposta imune anti-
tumoral. Alguns exemplos sdo quimiocinas, proteinas do choque térmico, fator
estimulador de colénia de macrofago e algumas interleucinas (IL-18 e 1L-24). O
virus vaccinia, normalmente, expressa proteinas inibidoras de interferon do tipo
1 para neutralizar a resposta anti-viral através de interferons. Como as células
cancerosas frequentemente inativam a via do interferon, o Vaccinia virus do
qual tiver sido retirado o gene anti-interferon podera replicar seletivamente

nessas células tumorais (WONG, 2010).

A descoberta da base genética da nocividade do cancer promoveu, em
parte, o desenvolvimento da terapia génica contra o cancer, a qual envolve a
introducdo de acidos nucléicos exdégenos que podem restaurar, expressar ou
inibir um gene particular de interesse, sendo o0s virus o mais eficiente sistema
de transporte destes genes. Os virus oncoliticos podem ter genes anti-cancer
que incluem genes supressores de tumor, pro-apoptéticos, anti-angiogénicos,
suicidas ou genes imunomodulatérios que normalmente ndo estdo presentes

nas células cancerosas (WONG, 2010).

A multiplicacdo seletiva intratumoral destes virus pode levar a uma
melhora eficaz no tratamento do céancer em relacdo aos agentes nao
replicantes, devido a propria natureza viral de multiplicacdo, lise, infec¢do e
propagacdo em células adjacentes. Uma grande limitacdo desta técnica é que
a retirada de genes que conferem a especificidade tumoral frequentemente

resulta em diminui¢do da propriedade oncolitica (WONG, 2010).

A figura 3 demonstra como ocorre a infec¢éo pelos virus oncoliticos e a
morte das células tumorais. Em (a) podemos observar a interacdo dos virus
com os receptores de superficie das células tumorais, que estdo mais
expressadas nas ceélulas tumorais do que nas células normais, seguindo a
ligacdo e a internalizacdo por endocitose ou fusdo de membrana do genoma
viral. A replicacdo do DNA e a expressédo dos genes virais serao totalmente
dependente da maquinaria celular e podera ocorrer no citoplasma (como 0s
Vaccinia virus e Vesicular stomatitis virus ou no nucleo (como os adenovirus). A
presenca viral leva a ativacdo das defesas celulares, tal como apoptose ou lise

das células infectas mediada por células T CD8, que reconhece o peptideo viral
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apresentado pelo complexo de histocompatibilidade. Alternativamente, as
células podem lisar devido ao grande numero de virions formados ou pela
ativacado da apoptose durante o ciclo de multiplicacdo e expresséo viral (Parato,
et al, 2005).
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Figura 3: Interac@o e morte da célula tumoral pelos virus oncoliticos. Em (a) Interacdo dos
virus com o0s receptores de superficie das células tumorais, seguindo a ligacdo e a
internalizacéo por endocitose ou fusdo de membrana do genoma viral. A replicacdo do DNA e a
expressdo dos genes virais leva a ativacdo das defesas celulares, tal como apoptose ou lise
das células infectas mediada por células T CD8, que reconhece o peptideo viral apresentado
pelo complexo de histocompatibilidade. As células podem liberar os virions formados lisando-a

ou por apoptose durante o ciclo de replicacdo e expressao viral (adaptado de PARATO, et al,

2005)

Pesquisas futuras envolvendo poxvirus oncoliticos deverdo explorar a
sinalizacao entre uma célula normal e uma célula transformada, e desta forma
0s virus oncoliticos poderdo ser utilizados para transportar transgenes que

auxiliardo na eliminacao do tumor e na imunoterapia (MEYER, 2008).
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2.3 VACCINIA VIRUS ONCOLITICO

Muitos grupos de pesquisas vém investigando varias estratégias
imunoterapéuticas para aumentar a resposta imune contra antigenos
associados a tumor. Virus recombinantes vém sendo estudados para serem
utilizados como veiculos de transportes de genes de interesse para as células
cancerosas devido a alta eficiéncia de transducdo e propriedades oncoliticas
(CHUANG, 20009).

Entretanto, o Vaccinia virus tem demonstrado preferéncia em infectar
células tumorais a infectar tecidos normais em varios experimentos (CHUANG,
2009). Estudos recentes mostraram que o0 Vaccinia virus aplicado em
camundongos infectou, preferencialmente, células tumorais ovarianas e néo
tecidos saudaveis, gerando respostas antitumorais significantes visualizadas
através de um sistema de luminescéncia o qual facilitou a monitoracdo do

crescimento e proliferacdo das células cancerosas (HUNG, et al., 2007).

Injecdes intratumorais do Vaccinia virus sao potencialmente promissoras
na geracao de imunidade tumoral especifica, pois o0 virus causa diretamente a
lise da célula tumoral, a qual liberard os antigenos tumorais naquele
microambiente. Isto resultard na propagacdo de epitopos de antigenos
tumorais induzindo uma imunidade especifica (CHUANG, 2009). Além disso, o
Vaccinia virus pode transportar genes que facilitardo na inducdo desta
imunidade, isto vem sendo alcancado através da expressdo de genes
imunomodulatérios, genes marcadores, proteinas terapéuticas ou através de
enzimas conversoras de drogas (WORSCHECH et al., 2009).

Outras vantagens da utilizacdo do Vaccinia virus séo: a susceptibilidade
de infecgcdo na maioria das células tumorais, lise das células infectadas,
inducdo e ativacdo das respostas de células T citotdxicas locais e células
Natural Killers, além de nédo causar patologias sérias em humanos
(WORSCHECH et al., 2009).
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3 JUSTIFICATIVA

Este estudo se reveste de importancia, na medida em que o cancer tem
se tornado atualmente a doenga com maior indice de mortalidade no mundo, a
qual possui tratamentos invasivos, dolorosos ao paciente e muitas vezes nao
aumentam a sobrevida global de pacientes com a doenca local ou metéastatica.
Tentativas para melhorar a deteccdo precoce e o tratamento de cancer em
estagios avancados ndo tém sido bem sucedidas, desta forma, o
desenvolvimento de terapias inovadoras para o controle desta doenca vem
sendo objetivado. A utilizacdo de poxvirus oncoliticos é uma ferramenta

promissora no tratamento para o combate do cancer.

A viroterapia utilizando virus oncoliticos mostra vantagens em
comparacao com as vacinas convencionais, tais como liberacdo de antigenos
associados ao tumor especificos; inflamacédo local, aumentando as respostas
imune locais, além de genes que aumentam a imunidade poderem ser
inseridos facilmente através de vetores virais; diferentemente da quimioterapia
e radioterapia, a citorreducdo através dos virus oncoliticos ndo prejudica o
sistema imunolégico normal, sendo isto fundamental para a imunidade anti-
tumoral (LI, et. al, 2008).



23

4 OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo descrever a utilizacdo de poxvirus

oncoliticos e suas vantagens no tratamento de cancer.
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5 METODOLOGIA

Com o intuito de alcancar o objetivo proposto de descrever a utilizacao
dos poxvirus oncoliticos no tratamento contra o céncer, foi realizada uma
pesquisa bibliografica, que segundo Macedo (1996) é a busca de informacdes
bibliograficas e selecdo de documentos que se relacionam com o problema da
pesquisa. O levantamento de artigos foi realizado na base de dados Pubmed,
utilizando os descritores: poxvirus, oncolytic e cancer, sendo critério de

incluséo artigos publicados posteriormente ao ano de 2000.
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6 RESULTADO E DISCUSSAO

Apoés o levantamento e leitura dos artigos na base de dados destaco
algumas consideracfes a respeito da utilizacdo do Poxvirus como ferramenta

terapéutica no tratamento contra o cancer.

Uma das principais dificuldades para a propagacdo dos virus em
tumores é a barreira fisica no microambiente do tumor, incluindo-se a matriz
extracelular e anticorpos neutralizantes. Utilizando uma das formas infectivas
dos poxvirus, conhecida como virus envelopado extracelular (EEV), a qual é
uma forma viral protegida por uma bicamadada lipidica derivada da célula
hospedeira, KIRN et al.(2008) puderam comparar o potencial oncolitico de
amostras produtoras de EEV.

Amostras altamente produtoras de EEV mostraram se multiplicariam
melhor nos tumores apés a sua chegada aos tecidos, resultando em efeitos
antitumorais significativamente melhores. Estas amostras possuem uma
grande habilidade de propagacdo no sangue mesmo em injecfes distantes do
tumor, sendo neutralizadas por anticorpos com menos intensidade que outras

formas infecciosas (KIRN et al., 2008).

YU et al. (2009) estudaram os efeitos terapéuticos do Vaccinia virus
atenuado (GLV-Ih68), como um agente oncolitico contra seis linhagens de
carcinomas de células escamosas de cabeca e pescoco. Esta amostra do
vaccinia virus possui uma mutacdo no gene codificador da timidina quinase,
gue aumentou a seletividade para tumores e diminui a multiplicacdo em tecidos
normais. GLV-Ih68 também possui uma mutacdo no gene da hemaglutinina, e
insercdo dos cassetes génicos da beta-galactosidase e beta-glucuronidase,
resultando em reducéo de sua viruléncia. Neste estudo foi observada uma alta
e eficiente expressao emultiplicagdo viral em quatro das seis linhagens,
sugerindo que existem fatores nas células cancerosas que determinam a

permissividade ao virus.

Em outro estudo, utilizando a mesma amostra do Vaccinia virus, GLV-
Ih68, que também possui o gene codificador da proteina verde fluorescente da
alga Aequorea inserido em seu genoma, Zhang, et al. (2007) injetaram o virus
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em um camundongo com tumor de mama humano. Foi demonstrada uma
preferéncia do virus para a colonizacdo do tumor em detrimento dos outros
orgaos, resultando em menor toxicidade e permitindo uma sobrevida maior dos
camundongos portadores do cancer. Esta amostra, GLV-Ih68, causou
regressao e completa eliminacdo do tumor de mama no animal. Esta regressao
ocorreu em trés fases: na primeira, foi observado um ligeiro aumento do tumor
dos camundongos infectados em comparagcdo com o grupo controle. Isto se
deve a resposta inflamatoria e a expressao do fator de crescimento apos a
infeccdo viral. Esse aumento de volume do tumor sugere que a colonizacao
viral inicial ndo € suficiente para interferir no crescimento do tumor. Na segunda
fase, através da emissdo de luz pode se acompanhar a colonizacdo e
multiplicacdo viral no tumor, e aproximadamente 14 dias apdés a injecdo o
crescimento do tumor foi reduzido, indicando que o Vaccinia virus oncolitico
comecou a interferir no crescimento tumoral, provavelmente através da lise das
células tumorais. Nesta fase de inibicdo, o numero de células lisadas
corresponderiam ao mesmo numero de células em divisdo, isto foi
demonstrado pelo nivel constante de luz fluorescente emitida. Na dltima fase,
ocorreu uma rapida regressao tumoral e, conseqientemente, uma reducao da

emissao de luz.

O sucesso da regressao do tumor de mama humano pela infeccdo do
GLV-1h68 sugere que a atenuacao do virus pela tripla mutacdo génica permite
que o virus tenha tempo para a replicacdo e oncolise do tumor até a sua total

eliminacao (Zhang, et al. 2007).

A atividade oncolitica do Vaccinia virus ja foi demonstrada em
tratamentos para cancer de tirdide, mama, pulmdo e pancreatico. Esta
preferéncia, pode ser pela infeccdo do Vaccinia virus produzir uma alta
resposta imunogénica, com altas quantidades de linfécitos T citotdéxicos e
elevados titulos de anticorpos que poderiam ser detectados décadas apés a
infeccdo (KIRN, THORNE, 2009). Estas caracteristicas e outras propriedades,
tais como rapido e eficiente ciclo multiplicativo; 6tima propagacéo nas células;
genoma grande, o qual aceita a incorporacdo de multipos genes heterdlogos,

além de possuir promotores fortes capazes de promover a expressdo dos
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trasgenes na célula do hospedeiro, seguranca; e poucos efeitos adversos

permitiriam seu uso na imunoterapia contra o cancer (ZEH, BARTLETT, 2002).

Outro membro da familia poxvirus, o Myxoma virus, pode ser um
possivel candidato no tratamento de cancer com virus oncoliticos. Seu genoma
foi sequenciado e muitas proteinas imunomoduladoras por ele codificadas
estdo sendo caracterizadas. A infeccdo por Myxoma virus é permissiva em
uma grande variedade de células cancerigenas e pesquisas in vitro
demonstraram que podem se multiplicar e matar na maioria das linhagens
listadas no Instituto Nacional do cancer (NCI) (RAHMAN et al.,2010).

LUN et al. (2005), propuseram um estudo para verificar a eficacia e
seguranga deste virus oncolitico em modelos experimentais contra linhagens
de gliomas humanos in vivo e in vitro. In vitro, a maioria das linhagens testadas
mostrou ser permissiva para a replicagdo do Myxoma virus e foram mortas pela
infeccdo. A inoculacdo intracerebral deste virus foi bem tolerada, produzindo

uma pequena inflamacao local no sitio de inoculagéo.

A natureza ndo patogénica destes virus em células humanas, a
possibilidade de modificacdo genética, a habilidade de produzir uma infeccdo
viral longa em células tumorais e a auséncia de anticorpos pré-existentes na
populacdo humana sugerem que o Myxoma virus pode ser um atraente agente

oncolitico para ser usado contra gliomas humanos (LUN et al., 2005)

Este virus desenvolveu uma gama de estratégias de evasdo para
sobreviver “in vivo”, deste modo o estudo e manipulagdo desses fatores
poderiam ser utilizados no aprimoramento desse vetor. Um estudo profundo
das proteinas codificadas pelo virus demonstra que muitas delas sao capazes
de suprimir o sistema imune inato e as células T auxiliares do tipo 1 (ZEH,
BARTLETT, 2002).
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7 CONCLUSAO

Terapias anti-tumorais que utilizam-se de mecanismos inovadores séo
de grande utilidade para tratamento de canceres recorrentes e resistentes as
usuais radio e quimioterapia. A introducdo dos virus oncoliticos pode ser o
grande avanco na cura e prevencao para o cancer. Para um virus oncolitico ser
considerado viavel para oncoterapia em humanos, deve ter estrito tropismo
para as células cancerigenas, seguranga no tratamento e nos efeitos colaterais

e grande potencial na resposta imunogénica (STANFORD et al.,2008 ).

Os poxvirus possuem essas caracteristicas, tendo o Vaccinia virus como
pioneiro, devido a sua utilizagdo na ampla imunizagdo contra a variola e além
de estar sendo estudado exaustivamente em laboratérios. Assim ha um
extenso conhecimento das propriedades biolégicas, multiplicativas e
imunogénicas, 0 que demonstra sua seguranca e efetividade, possibilitando o

desenvolvimento de uma terapia viral oncolitica para o cancer (STEELE, 2000).
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