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YPROCESSOC PARA A DETERMINAQﬁO DA PRESEN:
CA DE VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA
(HIV) MEDIANTE A UTILIZACAO DE UM INI-
BIDOR DE RNase L".

heaGria descritiva

Ease Geral do SIDA

O SIDA (Sindrome de imunodeficiéncia adguirida) repre-
senta uma das maiores ameacgas & salide pfblica do século XX. Por
causa da sua natureza bioldgica varidvel, dos seus meios silbtis
de difusdoc de individuo para individuo e do seu periodo de doen-
¢a "latente" gue desafia até a detecgdo eficaz da sua presenga,
o SIDA répidamente se tornou num dilema epidemioldégico de propor;
cSes sem precedente. Na realidade, mesmo com os meios conside=
réveis j& postos 3 disposiglBo para aumentar as capacidades de
diagnéstico, as tecnologias disponiveis ainda sdo bem pequenas
para responder 3s necessidades de maneira a que se possa obter
um controlo firme deste problema dentro de qualqguer sector da po;
pulag8o, p. ex., ver as Actas dum Simpdsio intitulado "Experien-
ce with HTLV-III Antibody Testing, an Update on Screening, Labo-
ratory and Epidemiological Correlations", patrocinado por Center
for Drugs and Biologics, rfiA, National Institutes of Health e
Centers for Disease Control, realizado em 31 de Julho de 1985 nos
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland; ver também
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Budiansky, S. em Nature, volume 316 pagina 96, 11 de Julho de
1985,

Existem virias designacles diferentes para o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV): LAV & a designacg8io para o virus
do SIDA isolado no Instituto Pasteur, Paris, Franga e HTLV~III
é a designagdo para o virus isolade no National Institute of
Health, Bethesda, Maryland, E.U.A.. Na presente membéria descri-
tiva o virus serd frequentemente referido genéricamente ou de-
signado por HTLV-III ou LAV ou HIV sem intengl3o de se diferen-
ciar entre eles. Além disso o termo "PIVY na presente sopecifi-
cacfio inclui todos e guaigquer outros virus que se poderdo asso-
ciar como causadores do SIDA, quer j& isolados ou ndc. HIV no
singular quer dizer yue iuciuil gualguer aus tipous ae LIV sen se
ter em conta os seus contelidos genémicos. De forma similar os
sintomas do SIDA serfio referidos genéricamente incluindo simto-
mas causados pelo HIV (como definido acima), os ARC ou complexos
relacionados com o STDA, ¢ sindruma de linfadencpatia (LiS) e
outros virus causadores de condig¢des substancialmente similares

clinicamente.

O SIDA segue a deterioraglio pregressiva do sistema i-
munitdrio causado pela iniecedc cow 0 virus de imunoditiciéncia
humana, HIV. Nos primeiros momentos da doenca a imunidade medi-
ada por intermédioc celular fica danificada pela perda de células
7 {aerivado de timo), as guais expressam o chamado antigénio T4,
um subconjunto de célulac T consistindo principalmente en adju-
vante T e células indutoras. A deficiéncia em células T4 pode
conduzir a varias deficiéncias na imunidade mediada por intermé-
dio celular, incluindo deificiéncias em células destruidoras na-
turais (natural Killer cell = NK), em células destruidoras acti-
vadas por linfoquina (lymphokine activated killer cell = LAK) e
em células T citoliticas. kxistem também insuficiéncias de cé-
lulas B (derivadas de medida de Sssea) nc SIDA.

O SIDA parece ser uma doenga progressiva, apesar do
ritwo de transicfo de uma fase para outra poder der varidvel.
Estas fases foram classificadas. Existem individuos assintomé-
ticos infectados pelo LIV (sercpositivos), como demonstra & pre-—
senca de anticorpos em circulagdo contra o virus (M.G. Sarngadha-
ran et al., Science, volume 224, p. 506, 1984). Se n¥o tém mais
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quaisquer sintomas, estes pacientes sio designados comoc pacien-
tes no estddio WR1 pela classificagfio Walter Reed (R.R. Redfield
et al., New England Journal of Medicine, volume 314, p. 131,
1986). Este estidio também foi denominado por pré-ARC (ARC = com-
plexo relacionado com SIDA) apesar ae alguns cestes inaiviauos

poderem nunca vir a desenvolver sintomatologia ARC. Alzuns des-
tes pacientes podem desenvélver linfadenopatia {WR2) e apresen-
tam uma deficiéncia de células T4 (WR3). Em seguida, a capaci-
dade dos linfécitos para sugortar uma proliferaclc estimulada
por antigenes e a produglo de interferf8o cama estimulada por an-
tigenes diminuem e estes pacientes WR4 comegam a perder hipersens
sibilidade cutfnea retardada. Os pacientes WR5 sdo usualmente
anergéticos., Estes paclentec apresentam infecyCes de herpes Zose
ter, candidfase oral (aftas) ou sintomas de ARC, os guais inclu-
em febres prolongadas, suores nocturnos, fadiga, diarreia efou
perda de peso. kste verivau de ARC & normaluente tanbém carac-
terizado por decad@ncia progressiva da imunidade. Finalmente,
os individuos WR6 experimentam infecgBes oportunistas que cons-
tituem o SIDA "maduro® em que 50% dos pacientes morrem em 12 me-
gses (H.W. Murray et al,, lew England Journal of Medicine, volu-
me 310, p. 883, 1984).

ANTECEDENTES DA INVENZEC

S30 descritos inibidore(s) dirigidos para HIV &a via
de defesa antiviral 2'-5' natural. O resultado destas investi-
gagBes & pertinente para um novo diagndstico e/ou modalidade de
tratamento para uma variedade de afecgdes (p. ex. herpes, infec-
¢cBes por retrovirus, etc) e/ou de condigSes sotencialmente can=-

cerosas.

0 sistema sintetase de 2-5A {2!'-5'-oligoadilenatos)

/RNase L induzido por interferdc L € uma parte do mecanismo de
defesa do hospedeiro contra infecg8es virais. Alguns elementos
desse sistema incluem (i) a sintetase de 2-5A dependente de ARNdg,
(ii) 2-5A endogénec e (iii) uma endoribonuclease dependente de
2-5A (RNase L). Uma deficiéncia em qualquer destes elementos das
vias da sintetase 2-5A/RNase L resultari na abolic8o completa ou
parcial do efeito antiviral.
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Foram encontrados niveis elevados de sintese 2-52 enm
soro e em células mononucleares de sangue periferal (PBENC) de
humanos com algumas infecgles virais ou humanos submetendo-se a
terapia de &nterfer8es. A indugdo de sintetase 2-5A em PMEC,
assim parecia possuir um valor de diagndéstico potencial, apesar
de limitado. Além disso, os altos niveis de sintetase Z-354 em

3

PBMC indicam um estado avangado da doenga em alguns dos desarrand
jos virais mas em contraste s¥o um sinal de terapia de interfe-
rBes efectiva em outras infecgles virais, Foram encontrados in-|
terfer8es no soro de pacientes do SIDA, ras tcdavia mestrou-se

uma elevaglo persistente de sintetase 2-5A para individuos cujo
estado est& em progressfio de ARC para SIDA. Estas enormes discre-
pancias entre os resultadvs laboratorais e clinicas poceriam ser
explicadas se outros elementos do sistema sintetase de 2-5A/RNa-
se L, como 2~-5A intracelular ou RNase L, fossem consideradas néo
funcionais, Para se explorar esta possibilicade requerer-se-ia

a caracterizag8o do 2-5A sintetizado in yivo e da acgdc Tilase L,

como relato pormenorizagfio em seguida.

BREVE DESCRICARO DOS DESENHOS

A presente invenglc € sejuidamente Jescrita ccm refe-

réncia aos desenhos junto, nos guais:

A FIGURA 1 é uma fotografia de uma placa de electrofo-
rese com gel de poliacrilamida mostrando a activagdo de RNase L
por 2-5A extraido de extractos de humanos PohC com LAC, ARC ou
SIDA como determinado por ensaio de cisd3o de ARN ribosscmalj;

A FIGURA 2 & uma fotografia de uma placa de electrofo-
rese de gel mostrando a activagBo do nivel de RNage L em extrac-
tos de PBMC como determinado pelo ensaio de cisdo de ARN ribos-

somals

A PIGURA 3 & uma fotografia de uma placa de electrofo-
rese de gel, que mostra a restauaglo da actividade de cis8o de
ARN ribossomal em PBMC; e

A FIGURA 4 é um mapa de corrente ilustrando ¢ caminho
da oligadenilato/RNase L 2'~5',




DESCRICAO DA INVENCAO

Foi descoberta uma substfncia inibidora, liberta fei-
ta libsrtar por células infectadas por virus da imunodeficién-
cia humana. Este inibicor .arece ligar-se & enzine Liace L, pre;
vocando o produto da via 2'~5'-oligoadenilato/RNase L o funcio-
namento deficiente de todo o sistema imunitdrio e permitindo ao
HIV multiplicar-se incontrolavelmente. Descrevem-se técnicas
para identificar estes inibidores, directa ou indirectamente,
pela falta de RNase L ou pela inactividade da RNase L ou pela
presenca de inibidores de intermedidrios biogquimicos na via 2'-~
~5'A/KNase L, servindc o iaikidor(es) comc warcador para uctec-
tar a presenga de HIV ou de virus relacionados apresentando con-
di¢Bes clinicas substancialmente similares.

£ tambénm discutido o significado como progndstico des-
te marcador com respeito ao desenvolvimento ua SIDA maaura em
pacientes, particularmente nagueles jue possuen anticor:cs a um
HIV no sangue periférico e em tecidos incluindo sangue, em frac-
gBes de sangue, em células de orgl3os transplantados e em extrac-
tos de células. S3c descrites procedimmentos para activar a RNa=
se L e/ou para remover ou inactivar a substéncia inibidora da
RNase L. Fazem parte da presente inveng8o processos para a pre-
paracgdo de agentes terapéuticos para tratamento da >1Da e virus
relacionados e para controlar o progresso de tais virus pela ac-
tivag8o de RNase L e/ou pela remogdo ou inactivac8o da{s) subs-
t&ncia(s) inibidoras de RNase L ou virus dirigidos para inibido-
res. Est3o incluidcs na presente invengdo cs grocedaimentos para
preparag8o de anticorpos para estes virus quer in vivo quer in
vitro utilizando como antigénio um inibidor especifico de RNase
L ou inibidores de intermedidrios bioguimicos na via 2'-5°'A/RNa-

se L dirigidos contra virus.

Os constituintes da via antiviral sintetase de 2-5A/
RNase L foram medidos em extractos de células mononucleares de
sangue periférico (PBMC) de humanos com linfadenopatia (LAS),
complexo relacionado com SIDA (ARC) e sindroma de imunodeficién~
cia adquirida (SIDA). O nivel de sintetase de 2-5A demonstrou
ser altamente elevado em humanos com SIDA e a um nivel basal em
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individuos com ARC ou LAS. De gualguer modo, independentenente
das variacSes na sintetase de 2~5a (2-5a), foram detectadas al-
tas concentracdes de 2-5A (acima de 35 nM) em humanos coff LaS,
ARC e SIDA. Verificou-se gue o 2-53 extraido era realmente fun-
cional por andlises de liyag8o, de celulose nuclear e de cisdo
de ARN ribossomal. Apesar Jdas concentragles clevadas ce 2-5A
funcional enddgeno, n3o foi possivel detectar gualguer RNase L
activado em qualquer dos humanos com LAS, ARC, SIDA. Ho entanto
a RNase foi activada em PoiC em todos os individuos sauddveis,
mesmo apeéar de as concentracgSes de 2-52 enddceno seren inferio-
res a 5 nM. Diversas experifncias demonstraram a evidéncia da
presencga de um inibidor de RNase L em todos os individuos esco=-

lhidos de entre um grupo wc cince com LAS, AKC e SIDA. Lste inis

bidor & transferido e pode prevenir a degradagdo de ARNr especi-
fica em relagHo a RNase L induzida por 2-5A extractos de células
LS29. £ possivel precipitar um inipidor ae RNase como o aescri-
to pelo TCA e pelo etanol. & inibig8o da acg8o de RNase L fol
eliminada por RNase A ou por tratamento com uma protease. Os
meus estudos sugerem gue em PBMC de humanos com LAS, ARC e S5IDA,
um ARNdc endbgyeno activa & sintetase de 2-54, © que ten como re-
sultado numa concentragdio de 2-5A endbgeno. A capacidade do 2-
-5A funcional para activar RNase L é evitada por um inibidor de
RNase L induzido por HIV em PbMC de humanos com LAS, ARC e SiDa.

Eu anoto agui as medi¢les ae concentragles de Z-5A e
da funcfo de RNase L em extractos de PENC pela utilizacdc de en-
saios especi{ficos e sensiveis e demonstro que uma defeciéncia no
sistema antiviral de sintetase de 2-5A/RNase em PBMC de humanos
com LAS, ARC e SIDA resulta na presenga de um inibidor 4e Rilase
I, mas nfo na sintese de 2-5A nfo funcional. Os dados aqui rela-
tados salientam que as interacgfes aparentemente paradoxais que
ocorrem na célula infectaaa pelo virus poaem agora ser explica=-

das em termos biocuimicos racionais e coerentes.

DESCRICAO DETALHADA DCS DESENHCS

Mergulhou~se num tampdio de lise NP40 (16) (1C ul) RNa-
se A ligada a partfculas acrilicas (1 mj) ou protease ligada a
carboximetil-celulose (1 mg) (Sigma Chemical Co.} durante 2 hora
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a 30°c, e em seguida mistura-se com extracto de PBMC (100 pg por
anilise), obtendo~se um volume final de 15 pk, e uma incubou-se
durante mais 2 horas a 30°c. Durante a segunda incubagic, os

tubos foram vidrias vezes agitados 3 m¥3o com suavidade. Incuba-
ram~se amostras qe comparagfo sem auigdou ae gualyuer enzima. As
enzimas foram sedimentados por cantrifugacfo (10 000 x ¢, 5 min,
temperatura ambiente). Adicionaram-se 5 microlitros de fraccgles
de sobrenadante a extractos de células 1929 (150 pg de proteina/
ensaio) e usaram-se andlises de cisfo de ARKr gara medir a acti-

vidade especifica da RNase I.

0 2-5A enddgeno isolado dos extractos de PBMC foi ca-
racterizado adicionalmente pelas analises de cisdo de ARNr. OCs
padrdes de cisdo provocaca por da kiNase L com 2-5A isolaas a pare
tir de PBMC eram significativamente diferentes em extractos de
células L929 dos obtidos com 2-5A auténtico (FIG. 1, cowparar
pistas 3, 5, 7 e 9 com pksta 10). Por exemplo o 2~35A endbgenc
isolado de PuiC activa a khase L de células LI25 para cindir ARNY
285 e 188, formando trés produtos de cisBo especificos {Fig. 1,
pista 10). Estas diferengas nos padrfes de cisdo observados po-
dem ser explicados pelo facto de o 2-DA enddgenc sintetizade em
PBMC diferir do autentico 2-5A.

Tém-se usado andlises de ligacfo a radioisdtopscs para
estimar o nivel de RNase L livre (nfo activada por 2-5A), uma
enzima visada presentemente conhecida para 2-5A. Podem também
ser usadas outras enzimas visadas adicionais, as quais sZo iguals
mente relevantes para a minha inveng3o. Extractos de PEMC de
humanos com LAS, ARC e SIDA possuem niveis de RNase L livre 5 a
7 vezes mais baixos gue o5 ge individuos normais (Luadro 1, co-
luna 4). NO entanto, o ensaio de ligag3o a radioisdtopos tem
uma aplicac¥o limitada em amostras em gue o 2-5A enddgeno compe-
te com P3A4(32P)pCp para ligagdo com RNase L. Consequentemente
os remultados obtidos em ensaios de ligagdc a racicisdtopcs ndo
reflectem os niveis de Rnase L com precisdo. Por isso, foi es-
sencial a determinagfo do nivel de Rnase L activada por 2-5A.
Para se obter este objectivo eu usei uma técnica nova e sensivel
descrita seguidamente, cue nermite a medig3o de RNase L activada
em extractos de PBMC isolados de guantidades tdo reduzidas como
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um mililitro de sangue periférico, uma técnica baseada na espe-
cificidade da cis¥o de RNase L activada por 2-5A em ARNr.

Porgue rARN em PBMC estd abaixo do nivel de detecgdo,
substituiram-se as células usadas como fonte de ARNr por células
HL929 (um subclone deficiente em RNase L da linha de células
L929). As células HLYZY estdoc depositadas no American iype Cul-
ture Collection em Rpckville, Maryland, USA sob o niimerc de acesd
B8O , de acordo com os termos do tratado Ge Budapeste.

Utilizando esta experiéncia posso demonstrar yue a RMase L ndo
estd activa em extractos Ge rPuonl ue LUWMBLUS Clin LAS, ALC € Biuh
(Fig. 2, pistas 2-6) onde existe uma alta acunulagdo intracelu-
lar de 2-5A funcional. Extractug de PBHC de todos os indévidu-
os sauddveis testados mostraram a presengdo de Riase L activa

¥

que produziu produtos de cisfo esgecificos {(iig. Z, pista 7) es
mo apesar de estar presente 2-5A a ¢5 ni {(guacro 1 coiuna Z).

A minha observacfo de que 2-5A biologicamente activo
estava presente em extractos de PBMC de pacientes infectados
com LAS, ARC e SIDA levantou & uestdo de porgue é yque a Rlase
estava inactiva., Para determinar se a falta de actividade de
RNase L {como evidenciado na Fig. 2, pistas 2-6) se deveu a RNa-
se L n3oc funcional ou era devida a um inibidor da actividade de
RNase L, foram realizadas experiéncias de mistura come se seyue.
Foram misturados extractos de células L929 contendo RNase L fun-
cional e co-incubaram-se estes extractos com extractos de PBMC

L]

de humanos com LAS, ARC ¢ SIDA. u8o fol detectével gyualyuer for-
macio de produtos de cis3o especificos de RNase L (Fig. 1, pistas
3, 587)¢

£ importante sublinhar que o 2-5A endbgeno responsével
pela activag8o de RNase L (Fig. 1, pistas 3, 5 e 7} representa
pelo menos uma diluig¢8o guadrupla relativamente acs extractos
de células dos quais estas amostras eram derivadas (Fig. 1, pis-
tag 2, 4 e 6). Estes dados indicam a presenca de inibidor(es)
de RNase L insollvel em TCA no PbhC de humanos com LAS, ARC e
SIDA. Um inibidor deste género nfo se encontra em humanos sau-
déveis porque os seus extractos de PBMC geram produtos de cisdo
especificos para Riase L a seguir a co-incubagdo com extractos
de células L929 (Fig. 1, pista 8). gimilarmente, a fracgdo so-~
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lével TCA de PBMC de humanos sauddveis geram também produtos de

cisfo especificos (Fig. 1, pista 9). A presenga de 2-52 funcio=-:
nal e o facto de o presumivel inibidor de RNase L ser precipité-
vel por TCA e por etanol sugere yue O inibidor de RNase L nfo £
um and&logo de 2-53, como tem vinao a ser recentemente icentiii-
cado em HSV-1 e células infectadas por retrovirus em cultura.

As minhas experiéncias utilizando enzimas de degrada-
¢Bo imobilizadas em suportes sblidos tém proporcionado uma visdo
nova importante dentro da natureza dols) inibicor{es) de RNase
L encontrado(s) em extracios ue PLLC U6 LUmainosd <Ol bbb, Lk T
SIDA. Quando extractos de PBHC de humanos com SIDA foram pré-
-incubados com protease ou com RNase A imobilizadas € subseguen-
temente foram co-incubaaos com extractos ce células Loy, rol
restaurada a activac8c de xliase L, como evidenciade pela presen-
¢ca de produtos de cisdo especifices (Fig. 3, comparar pistas 1

e 2 com a pista 3).

0 meu estudo presente demonstra que o defeito no sig-
tema antiviral ce sintetase 2-5A/RNase L en PBKC ce hunanos com
LAS, ARC e SIDA pode ser atribufdo a um inibidor de RNase L e
nSo 3 falta de 2-5A funcional. O inibidor de RNase L estd pre-
sente em extractos de PphC isolados de humanos com LAS, ARC e
SIDA, o que indica gue o inibidor pode existir em todos os esté-
dios do desenvolvimento de doengas provocadas por retrovirus ti-
picos e & também relevante para uma variedade de outras infecgae?
sub-agudas/crdnicas virais/patogénicas. Tendo-se em considera~
¢do o meu relatdérioc anterior, segundo o gual todos os PEHC de
humanos com LAS, ARC e SIDA testados aqui tém ARN de HIV (confor:
me determinado por hidridag8o molecular) e centros de infecgdo
HIV (conforme medido gor co-cultura de limfécitos), & provével

qgue o inibidor e RNase L seja induzido por virus.

0s inventos aqui relatados sugerem que a replicagdo
de virus modifica o sistema de sintetase 2-5A/RNase L de maneira
que © estado antiviral natural ndo pode ser completamente espres
so e/ou mantido. % provével que proteina(s) ou ARNS5s) codifica~
dos por HIV e/ou por outros retrovirus co~-existentes podem ini-
bir a activag¢do de RiNase L.




Exemglo

A8 células mononucleares de sangue periférico (PBMC)
foram isoladas em Ficoll-Hypaque; as células L929 e HL929 (um
subclone deficiente RNase L de LS25) feoran muntidas em cultura
de monocamada; e o8 extractos citoplasmiticos de células L929 e
LH929 foram preparados em tampdo de glicerol e os extractos de
PBMC em tampdoc de lise NP4U, sempre de acordo com procedimentos
conhecidos. As concentracSes de proteinas dos extractos varia-

ram entre 1 a 15 pg/pL.

A actividade da sintetase 2-5A foi determinada em ex-
tractos de PBMC (50 pg de proteina/ensaio) utilizando poli(rI)-
~poli(rC)-agarose. ¢ 2-01 foi isolado da frac,fo sollvel wn TCA
de extractos de PBMC a seguir a neutralizagdo por freon/tri-n-
~octilamina. O 2-5A extraido por TCA foi entdo liofilizado e
redissolvido em Agua, de wauelra que todas as amostras ivram nor
malizadas num volume de &gua eqguivalente a § ug de proteinas/ul.
As concentracg8es de 2-5A presente em extractos de PBMC foram me-
didas em ensaios de ligag¢8o a radioisdtopos com extractos de cé-
lulas como fonte de Rliase L. Dos 1€ 00 dpn de P3A4{329)p3p
(actividade especifica de 3 000 Ci/mmol, Amersham) adicionados
por ensaio, 9 400 dpm foram ligados a RNase L na auséncia de 2-
~5A adicionado. AproximacGamente % a lép e 9334(32P)pCp foram
substitufdos nas experiéncias em ¢ue se adicionou 5 pL das amos-
tras 2~-5A isolados. A concentragfio de 2-5A em PBMC foi determi-
nada por comparagdc com cusvas de calibragdo de 2-5A auténtico
e foi baseado num cdlculc ce concentracgdic de proteina citoplas—
matica de 25 Fg/pL. Foi também medida a concentragdo de 2-53
isoclado de PBMC em ensaios de celulose de nicleo com extractos
de células L929 como fonte de RNase L. A activagdo de kKNase L
por 2-5A neste ensaio basea-se na conversfio de poli(U) (32P)pCp
em fragmentos soliiveis em &cido. Aproximadamente 5 & 20% do to-
tal de poli(U) (32p)pCp (15 000 dpm) foi cindido na presenga de
2,5 pl das amostras de 2-5a4 isoladas. As concentragbes Zoram
determinadas a partir de curvas de calibracdo com 2-52 auténti-
co, como descrito acima. O nivel de RNase L livre foi medido em
ensaios de ligagdo a radioisdtopos apds a adigdo de 20 GUU apm
de PBA4(’3P)pCp a extractos de PEMC (50 py de proteina/ensaio).
0s resultados obtidos foram os seguintes:
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A actividade da enzima sintetase de 2-35A induzida por
interfer8o em extractos de PBMC obtidos de humanos com LES, ARC
e SIDA foi medida com ensaios in vitro e comparada com ¢ Ge ex-
tractos de individuos s8os como se mostra no Quadro 1 acims a-
presentado, s niveis ue sintetase ae Z=ba eut NLhEDUs GOk Siud
(#3 e #5) eram de 16 a 20 vozes mais elevados do gue os cbaerva-
dos em pacientes normais (Quadro 1, coluna 1). Em contraste, oS
nfveis de sintetase de 2-5& em pacientes com LAS [#1), ARC (i2)
e SIDA com o sarcoma e Kaposi (SK) (#4) eraw sé 1,3 a & veues
mais elevados, em coacordfncia com observacdes feita por outroes

que ndo revelavam qualquer elevagdo.

T

para deteraminar se esta mediglc in vitro de sintetase

de z-5A era uima indicagdo ga ocorrénclia ae enziaa funciounad i

vivo, extraiu-se z-5i de P.uC. A5 actividades wicldgicie de Z-
~-5A da fracgdo soliivel em 'CA dos entractos du PoiC foram carac-
terizadas completamente por andlises de ligagdo a radicisdtopos
e de celulose Ge nicieo. as concentragles uc 4-Li lordi simila-
res 3s determinadas pelos dois procedimentos de andlise ({uadro
1, colunas 2 e 3). O acordo entre resultados obtidos pelos mé-
todos A e B (yuadro %, colunas z e 3) aemonstra gue o z=-53 iso-
lado de extractos de sDMC humanc pode ligar-se ¢ activar RNase L

de células L929 com a mesma intensidade gue 2-5A autentico.

A falta aparente de correlagdo guantidativa entre os
niveis de sintetase de 2-5A e do 2-5A enddgeno em LAS, ARC e Sl-
DA (guadro 1, comparar coluna 1 con coluna Z & 3} pode &, onn ser
explicada, pela primeira vez, como se segue, A determinacdo de
gintetase 2-5A por ensaios in vitro basea-se na purificagdo par-
cial via poli(ri)-poli(rC)-agarose; conseyuentemente esta andli-
se média sd a sintetase ¢e 2-5A livre e nfo a sintetasc de 2-5A
que se encontra activada in vivo-pelo ARNdc. No entanto, nedi-
¢do directa de sintetase 2-3A endégena mais as enzimas 2-5A de-
gradativas (i.e., 2'-fosiouiesterase e fosiatase). Por conse-
guinte, a acumulagdo de 2-5A em PBMC de humancs com LAS, ARC e
SIDA indica uma baixa actividade das enzimas degradativas. A
presenga de 2~5A em PoiC tamcém indica yue existe um Akiuc endid-
geno até aqui nfc detectzdo nem em individuos normais nen en pa-

cientes com SIDA.

- 12 -
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ARN de cadeia duyla desemparelhado & uma forma coube-
cida de ARN macromulecular (ver patente norte americana u2,
4 024 222 e patente norte americana n2 4 130 641) em ygue a deses
tabilizag3o da hélice dupla evita a formagdo de pares de base,
O ARNdc desemparelhado é pem conhecido pelas suas propriecaies
indutoras de interferfc, o ,ue indica um mecaniemo ndc relacio-
nado com a indugdo de interferSo per se (p. ex., pedido de Pa-
tente Europeia 83305426.5 apresentado em 15 de Ayosto 1983 inti-

tulado "Antiproleferative actiun uvi GsruAs un Tuwor Celis').

Uma concretizagiu tipica e anl we Cautli Upil WS
parelthado é o ARNdc sintético formado por complexos de &dcido po=
liriboinosinico e de 4cido poliribocitidilico/uridilico, como

P ' ¥
por exemplo rin r{Cx,U ou &}n em gue x possue o valor ae 4 a 29,
Ar)
L)

Pe €Xe, rIn.r(Clzu)n agul referido como AuPLadi UL parda
registada por HbEM Researcn, IncC., da Rockville, maryland, zJA.

7ém sido estudados muitos polimeros de ARNdc desempareliado gue
se comportam de modo sikilar ao aupligen. a» Vaulayeu terapéuii=-
ca chave de ARNdc's imperfeitos sobre outras formas de ARN's na-
turais e/ou sintéticos reside na sua toxicidade reduzida em ani~
mais e homens. Por exemplo Lampson et al. na patente Norte Ame-
ricana n® 3 665 646 tinha descritce anteriormente complexos de

ARNdc que s3o capazes de desencadear varios efeitos relacionados
com interferdes, mas a toxicidade de tais compostos impossibili-
tam qualguer utilidade no tratamento u0 canCre ou afecyfes rela-

cionadas.

Sabe-se presentemente que o ARNdc desemparelhado, p.ex
Ampligen, possui actividade terapéutica contra alguns tumores
humanos, particularmente o cancre do rim, Apesar de corrente-
mente os ARNdc's serem encarados como juramente “indutcres de
interferio”, s3o activos em certos tumores humanos gue sdo com-
pletamente resistentes a interferfes, como vastamente descrito
no pedido de Patente Lurvpelc ua qual ¢ reguerente da Jrecente
aplicac8o é um inventor.

Noutro pedido de patente {ver pedido de Patente Euro-
peia 86306582,7, apresentado em 26 de Ayosto de 1586 intitulado
wModulation of Virus-Related Events by Double~Stranaed rias), o
inventor descreve a inibicZo do virus da SIDR en cultura de cé-

- 13 -
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lulas humanas por ARNdc's utilizaado amgligen como um AREOY gro-

tétipo.

Por "ARNdc emparelhado" entendem-se aguelas em que li-
gagbes de hidrogénic (empilhamento de bases) entre as cadeias
opostas estfio relativamente intactas, isto é, estdo interrompi-
das em média menos do gue um par de vases em cada 29 residuos
de bases consecutivos. O termo "ARNdc desemparelhado' deve ser

entendido de acordo com esta definigdo.

O ARNdc pode ser um complexc de poliinosinato e um po-
licitidilato contendo uma propor¢3o de bases de uracilo ou de
bases de guanidina, p. ¢x., de 1 em 5 a 1 eu U uestas mABes

(poli I. poli (C4-29 x U ou G).

O ARNdc pode ser da férmula geral RIn.(Cle)n. nutros

exemplos apropriados de ARNdc sdo discutidos a seguir,

0s ARNdc desemparelhados preferidos para uso na pre-
sente invengdo s8o baseados em co-polinucledtidus selecionados
a partir de poli (Cn,U) e poli (Cn,G), nos guais n unm ndnero in-
teiro com um valor de 4 a 29 e sfo andlogos desemparelhados de
complexos de icido poliriboinosinico e goliribocitidilico, forw-
mados pela motificagdo de rim.rCn a f£im de incorporar -5uscs nado
correspondentes (uracilo ou guanina) ao longo da cadeia de poli-
ribocitidilato {(xCn}. Alternativamente, o ARNdc pode ser deri-
vado de ARNde poli (I). wpoli {C) através de mouificagdo da espi-
nha dorgal do ribosilo de Acido poliriboinosinico (rIn) 2. ex.,
por inclusdo de resfduos de 2'-O-metil-ribosilo. Estes anflogos
desemparelhados de rIn.rCn, dos guais os preferidos sfo da fér-
mula geral rIn.r(Clz,U)n, 550 Cescritos gJor Carter ¢ Te's naE ga-
tente Norte-~Americana 4 130 641 e 4 024 222, cujas descobertas
s3o aqui incorporadas por referéncia, Os ARNdc's descritos nes-
tas refertncias s3o geralmente apropriauos para uso de acoroo
com a presente inveng¢Zo.

Exemplos especificos de ARNCGc cdesemparclhade para usc
na presente invengdo incluem: -

pPoli (I). poli (C4,U)

poli {(L}. poli €u7,u)

poli (I). soli (o, ,U)
LD

- i4 =




poli (I}, pgoli CZZ,U)
poli (I). gold (CEU,U)
poli (I). poli (ng,u) @
poli (I). poli (CP) 23 G i

As composi¢les farmacduticas contempladas pela presen—
te invencfo incluem as adaptadas para administragdc parenteral
num veiculo farmaceuticamente aceitdvel. Assinm, vor esenplo,
solugBes parenterais, suspenses ¢ dispersSes podem ser prepara-—
das como requerido de acordo com técnicas farmacuticas conheci-
das com &gua estéril ou livre de pirogénio como soclvente/diluen—
te, upcionalmente tancdn con sals farmacluticeimente aceitlvels.

- - L - .
i

A quantidece Je¢ Loode dessmparsliuads oo
preferencialmente suficiente para alcangar uma concentra;io mé-
xima no sangue de a partir de 0,01 microgramas por mililitro

do nivel de Arnac através wv ilufiv wo curpu até luuv wiceogra-
mas por mililitro na circula¢fo sistémica Jo sanjue imedintamen-
te a seguir num ponto distanciado do sitio de perfusdo.

Em alternativa, pode ser adicionada uma concentragdo
efectiva pode ser adiclomada ac wproduto do sangue imeqiatamente
antes da injecglo no receiior. lesses Caos O v erador sode sim
plesmente referir-se a um guadro normalizado de volumes de flui-
dos do corpo que interrelacionam o peso do receptor com o volume
de flufdos do corpo, o yual & o total oo volume de fluido o
corpo do paciente e o volume de fluido do corro Aisconivel para
equilibrar com a guantidade necessiria de ARNdc., Um paciente
de sessenta a setenta quilogramas de peso terd um volume de fiui

do de corpo de aproximadamente cinco a sels litros.

RETVINDICACOES

- 18 -

Processo para determinagSo da presenga do virus da i-
munodeficidncia humana (HIV) ou de outro virus gue causa condi-

¢Oes clinicas substaiCiailieiite siunilares caracterizaas pol o~




-
P ey

preender uma fase de Jdeterminagdc de uxm inibider Je Rilas: L, uld

[ T

(01N

marcador para a pgresenga de HIV ou informagldc gendtica dirigida

por HIV, num extracto celular dum animal.

- 4T -

Processo de acordo com a reivindicagdo 1, para a de-
terminacdo num fluido bioldyico humano ou em células humanas da
presenga de virus da imunoceiiciéncia numana ccultos caracteri-
zado por compreender uma fose de Adetecclo da presenga o rm inde
bidor de RNase L no flufdo bioldyico humano ou nas células huma~

nas.

Processc ae aCurdu Cow a reivinuicagydu £, caracteriza-

do por o flufdo bioldgico ser sanjue ou uma fracglo de sangue.
- 48 =

Processo de diagnéstico para a determinagdo da inci-
déncia presumivel de HIV num animal caracterizado por compreen-—
der uma fase de exame Aum extracto de tecidos oo animal e de de-
terminacdo da presenca ou da auséncia de pelo menos um inibidor
de RNase L de acordo com a reivindicacgdo 1, constituindo a res-
pectiva presencga uma indicagdo positiva da presumivel presenga

de virus HIV.

- 5* -

Processo para a monitorizag¢do de progresso de recupe-
ragdo de HIV ou dum virus que cause condigles bioguimicas e/ou
clinicas similares caracterizado por compreender as ifases de:
(1) determinaglo da presenya ou ce aus€ncia Je pelo aencs i inds
bidor de RNase I, num extracto de células do paciente e, no caso
de se detectar um inibidor de RNase L, (Z2) administragdo de uma
guantidade de ARu Ge aupla cadeia (Axdac) suliclente para redu-
zir a quantidade de ininicdur (ou de inibidores) de Ri¥ase i de

- 16 ~
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condi¢8es induzidas por DIV ou por outroz VIIUs Jue Caussh con-
{2) continuac8c fa
inicos do paciente

dig8es bioquimicas e/ou clinicas similares =
administrac8c de ARNdc até que os sintomas cl
se estabilizem e melhorem.

i
[8)
&)
L

!

Processo de acordo com gualquer das reivindicagles 1

ou 5 caracterizado por ARISUC ser um ARNde desempsralhadlo.
- 72 -

Processo de acorde com g reivindica¢8c 6, carasteri-
zado por ¢ ARNdc ser um complexo dum poli-inosinato com um poli-
-citidilado contendc desde 1 a 5 até 1 em 30 bases uracilo ou

guanidina (x).

-~ 82 -
Processo de acurdo com @ reivindicagfo 7, caracteri-

zado por o ARNdc ser da férmula geral rIn.(ClZU)n.

A requerente declara que o primeirc pedido desta pa-
tente foli apresentado nos Estados Unidos da América, em 23 de
Dezembro de 1987, sob o nimerc ce série 136,978,

Lisboa, 2 de Margo de 1988

vl BRI R

i
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“PROCESSO PARA A DETERMINAGAC DA PRESENGA DE VIRUS DA IEUEﬂEEFI-?

CIENCIA HUMANA (HIV) MEDIANTE A UTILIZAGAC DE Ui INIBIDOR DE
RNase L"

A invengdo refere-se a Uil processo para deterainagdo
da presenga do virus da imunodeficilnecia humana (HIV) on <o ou-
tro virus que causa condig¢Bes clinicas substancialmente simila-
res gue compreende uma fase de determinagdo de um inibidor de
RNase L, um marcador pard a presenya de LIV ou ianforma iy sant-

tica dirigida por HIV, num extracto celular dum animal,
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