REVISAO

OS DNA SINTETICOS ANTI-SENTIDO

Alfredo Cravador

UCTA - Universidade do Algarve - Campus de Gambelas - P-8000 - Faro - Portugal

Recebido em 4/6/97; aceito em 7/11/97

ANTISENSE SYNTHTETIC DNA. One old dream of the chemist in the field of the drug research
is to create molecules capable of reaching their target with the precision of a missile. To accom-
plish it these molecules must have the propriety of distinguishing qualitative differences between
healthy and diseased cells. A therapy based on this principle, able of eradicating specifically de-
fective cells, or cells affected by a pathogen has an enormous advantage with the regard to the
classical approach in which the cytotoxic drugs merely exploit quantitative biochemical and ki-
netic differences between abnormal and normal cells. We present in this article a review on the
chemical synthesis of analogues of desoxyribonucleotides and on results obtained on the specific
and irreversible inhibition of undesired genetic expression using the antisense principle.

Keywords: antisense oligonucleotides; synthetic analogues; chemotherapeutical agents.

INTRODUCAO

Durante muitos anos as Unicas macromoléculas consideradas
como exercendo uma atividade reguladora dos genes, ativadoras
ou repressoras eram as proteinas. No inicio da década de oitenta
foram descobertos genes regulatorios que dirigem a sintese de
RNAs que controlam, direta ou indiretamente, a expressdo gené-
tica. Tornou-se entdo evidente que os RNA podem se comportar
como moléculas reguladoras. Estes RNAs possuem sequiéncias
complementares do RNA alvo da regulagdo. Os dois RNA
interagem por emparelhamento de bases complementares. O prin-
cipio desta agdo esta representado no esquema 1. Durante a trans-
cricdo, a cadeia de DNA anti-sentido serve de molde para a
sintese da cadeia complementar “sentido” de RNA mensageiro
ribossdmico ou de transferéncia, que séo os produtos de trans-
cricBo da maioria dos genes. No entanto, a regulag@o de certos
genes e processos ¢ efetuada por um RNA anti-sentido sintetiza-
do a partir da cadeia sentido do DNA. Um RNA anti-sentido
pode hibridar-se, por exemplo, a0 RNA mensageiro e bloguear
a suatraducdo em proteina. A descoberta dos RNAs anti-sentido
naturais levou ao desenvolvimento répido de sistemas destina-
dos a regularem artificialmente a expresséo de genes com RNA
ou DNA anti-sentido.

HELICE BICATENARIA TRANSCRICAQ

HELICE BICATENARIA
DE RNA
DE DNA

A

C—G

R

C—aG

D

T—A

v Nao hi tradugio
ATT Cadeiade DNA KNA. u—a / el rihussonos
A—T sentido ensagain =

L c—=a Degrado
G—¢C ™~ Aol por enzins

) -

T—A o

G ————> G—C ——> (=G kNAuntisonide
[ G=—-C

CoG  (oeinsie INA caindernia §75 7

AT anti-setid A= A—T, -~ wenlido U4 < Anmadithude

U—A el miicleo

Cadeinde DA A—T

anti-sentidy [ Su:

Esquema 1.

QUIMICA NOVA, 21(4) (1998)

ESTRATEGIAS DE CONTROLE DA EXPRESSAO
DE GENES

O desenvolvimento destes sistemas artificiais tem recorrido a
vérias abordagens, de que distinguiremos dois tipos principais:
uma das abordagens baseia-se na transcricdo de um fragmento
de DNA inserido num vetor de expressdo na orientacdo inversa
do DNA natural entre um promotor e um terminador de transcri-
¢do. O transcrito resultante € complementar do RNA mensageiro
alvo, natural e podera pois interferir com a expressdo do mensa-
geiro in vivo. Esta estratégia conduz a inibi¢do constitutiva de
uma funcdo alvo, porque neste sistema procura-se que a sintese
do RNA anti-sentido seja permanente.

A segunda estratégia que desenvolveremos neste artigo,
baseia-se na sintese de curtos fragmentos de DNA, ou de an&
logos ou derivados, complementares de uma por¢&o da regido
alvo. Nesta abordagem, estas moléculas sdo exdgenas e 0 seu
efeito é transitério.

O desenvolvimento desta metodologia tem como finalidade,
por um lado caracterizar fungfes genéticas desconhecidas e por
outro, controlar genes estrangeiros que entram na célula por
via de agentes patogénicos que se desgja inibir. Esta aborda-
gem recorre a adi¢do ao meio de cultura, ou a injegdo de oli-
gonucleotideos anti-sentido ou de analogos que podem ser pre-
parados por via quimica.

MODOS DE ACAO

Quais sdo os modos de agdo possiveis dos oligonucleotide-
os anti-sentido? Estes oligonucleotideos, uma vez absorvidos
pelas células, funcionam no citoplasma bloqueando a tradugdo
do mensageiro, ou no nucleo, interferindo com o processamen-
to nuclear, ou ainda em infec¢Bes virais bloqueando a replica-
¢do viral. O esquema 2 esguematiza os sitios possiveis de agdo
de um oligonucleotideo ao longo das etapas sucessivas de ex-
pressdo de um gene. Se o oligonucletideo se associar a hélice
dupla do DNA formando uma hélice tripla, bloqueia a transcri-
¢do0. Pode ainda fixar-se num fragmento de DNA quando a
cadeia bicatenaria é aberta pela RNA polimerase, ou ainda, se
for dirigido para a regido de origem de replicagdo pode
blogueé-la formando uma hélice dupla ou tripla com o DNA.
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Esguema 2.

Se se fixar sobre 0 RNA mensageiro no momento da sua for-
magdo, pode provocar 0 término prematuro da transcrigdo. O
oligonucleotideo pode bloquear o processamento do RNA men-
sageiro ao fixar-se as juncdes intron-exon, ou ainda impedir a
sua passagem através da membrana nuclear, bloqueando o
transporte do nucleo para o citoplasma. O oligonucleotideo
pode também fixar-se em diversos sitios do RNA, impedindo a
associacdo deste RNA com fatores de associagdo, ou a associ-
acdo das sub-unidades do ribossoma sobre o codon de inicia-
¢8o, ou ainda a traducdo do RNA mensageiro.

PROPRIEDADES DOS OLIGONUCLEOTIDEOS
ANTI-SENTIDO

Quais sdo os requisitos para uma inibigdo eficaz? A aborda-
gem que recorre aos oligonucleotideos expde uma problemati-
ca diferente e em parte nova em relagdo aos RNA anti-sentido,
expressos de maneira permanente dentro de uma célula. Os
oligonucleotideos tém a vantagem notéavel de poderem ser sin-
tetizados répida e automaticamente e de serem, portanto, hoje
em dia, de acesso relativamente f&cil. Possuem sobretudo o
extraordindrio potencial de modulagdo das suas propriedades,
conferida pela sintese quimica. O efeito inibitério, qualquer
que seja a aplicacdo, pode ser aperfeigoado através de modifi-
cacOes quimicas, a sintese de andlogos e derivados, cujas pro-
priedades sdo criadas e estudadas para a obtencdo dos efei-
tos desejados.

Para obter um efeito inibitorio especifico méximo é funda-
mental que o oligonucleotideo possua 1) uma interagdo eficaz
e especifica com as segiiéncias alvo (em geral o RNA mensa-
geiro, mas pode ser também o DNA); 2) uma captacdo celular
e uma compartimentacdo eficazes; 3) uma estabilidade no meio
de cultura e dentro dos diferentes compartimentos celulares.

Tomando o RNA mensageiro como alvo, foram efetuadas
vérias experiéncias que permitiram concluir que os oligonucle-
otideos com maior probabilidade de serem eficazes sdo os di-
rigidos i) ou para o sitio do “cap” do mensageiro, ii) ou para
a regido de iniciacdo da traducdo, no sitio de fixagdo do
ribossoma, ou iii) para o sitio do processamento.

Paul Miller da Universidade de Johns Hopkins de Baltimore
foi um dos pioneiros destes estudos'. Utilizou como alvos os
RNA mensageiros da o.- e da -globina de coelho e como siste-
mas de expresséo lisados de reticul écito de coelho e extratos de
germe de trigo. A figura 1 representa a regido dos mensageiros
indo do “cap” até aos nucleotideos 70 e os oligonucleotideos
sintéticos com cerca de doze nucleotideos de comprimento, utili-
zados neste estudo, assim como a localizagdo dos seus alvos res-
pectivos. Os produtos da tradugdo destes genes foram analisados
em gel de poliacrilamida e a quantificagdo foi efetuada por con-
tagem das regides de gel seco correspondentes as proteinas
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o- e B-globina que incorporaram a metionina marcada radioati-
vamente com enxofre %S, Na figura 2, nas colunas 2 a 5 esta
representada a andlise das experiéncias em lisados de reticul 6cito
de coelho, e de 6 a 9 em germe de trigo. A banda que corre
mais rapidamente corresponde a o-globina e a mais lenta a
B-globina. Em 2 e em 6, o sistema de tradugéo na auséncia de
mensageiro ndo sintetiza globinas, como se esperava. Em 3 e 7
pode-se observar o resultado da traducdo a partir dos mensageiros
das globinas - e . Quando se adicionam os oligonucleotideos
anti-sentido ao meio de incubacdo observa-se claramente inibicéo
da sintese destas proteinas, no lisado de germe de trigo. Assim,
em 8 a traducdo é efetuada em presenca de um oligonuclectideo
anti-sentido dirigido contra 0 mensageiro da o.-globina e pode-se
observar inibicdo da traducdo desta proteina. Em 9 é a traducéo
da B-globina que é inibida pela presenca de um oligonucleotideo
anti-sentido dirigido contra 0 mensageiro desta proteina. No lisado
de reticul 6cito de coelho ainibigéo ndo é téo nitida, provavelmen-
te devido a baixa atividade da RNase H, (vide abaixo mecanismo
da inibicdo) que por vezes ocorre neste sistema de lisados. No
sistema de lisados de germe de trigo esta inibicdo ocorre ja a
concentracdes relativamente baixas, da ordem de 5 uM, e aoligo-
nucleotideos com comprimento de 12 nucleotideos, quando estes
sdo dirigidos para a regido a montante do sitio de iniciagdo da
tradugdo dos mensageiros. Os oligonucleotideos dirigidos para a
regido do “cap” na extremidade 5' sdo também eficazes, mas a
uma concentracdo mais elevada.

«_GLOBIN wRNA
1 10 30 0 60 70
GMp PP AMCMACUUCUGG--—--AAGGAACCACCAUGGUGCUG--GACCAACAUCA (Al
TTACCACG
CCTTGETGGTAC GGTTGTAGT
5 _GLOBIN wRNA
1 10 50 50 60 70
GMepe AMCMACUUGCUUUU------- AAACAGACAGP@:Ilf‘f‘le‘“"W‘f‘" Ay
TIACCACG
GAACGAAAA TGTCTTAC

TGTCTGTCTTAC CGTAGACA

Figura 1. Seguéncias nucleotidicas parciais dos mRNAs o- e -globina
de coelho. As seguiéncias dos oligodesoxirribonucleotideos complemen-
tares estdo indicadas por baixo de cada segiiéncia de mRNA.
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Figura 2. Efeitos dos oligodesoxirribonucleotideos anti-sentido na tra-
ducéo fora de célula do mRNA de globina, hum lisado de reticul écito
de coelho (colunas 2-5) e num extrato de germe de trigo (colunas 6-
9). As tradugbes no lisado de reticuldcito foram realizadas a 37°C
sem RNA (coluna 2), com mRNA de globina (coluna 3), com mRNA de
globina + 25uM de d-CATGGTGGTTCC (coluna 4) e com mRNA de
globina + 25uM de d-CATTCTGTCTGT. As tradugBes no extrato de
germe de trigo foram efetuadas a 25°C sem mRNA (coluna 6), com
mMRNA de globina (coluna 7), com mRNA de globina + 25 pM d-
CATGGTGGTTCC (coluna 8) e com mRNA de globina + 25 uM d-
CATGGTGGTTCC. As colunas 1 e 10 tém os marcadores moleculares
seguintes: (a) ovalbumina (43 000daltons), (b) o~ quimotripsina (25
700daltons), (c) B-lactoglobulina (18 400daltons), (d) lisozima (14
300daltons) e citocroma ¢ (12 300 daltons), (e) inibidor de tripsina
bovina (6200 daltons), (f) insulina (3 000 daltons). A a-globina (ban-
da mais rapida) e a $-globina (banda mais lenta) nas colunas 2-9
comigraram com as proteinas auténticas.
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Outras experiéncias, e nomeadamente um estudo efetuado
sobre a inibicdo do virus HIV em células em cultura, mostra-
ram que oligonucleotideos dirigidos para sitios de juncdo de
certos genes (tat, por exemplo), sdo téo eficazes quanto os
dirigidos para a regido do “cap”.

O MECANISMO DA INIBICAO

A inibicdo da traducdo pode ser em muitos casos devida a
atividade da RNase H, enzima que degrada o RNA quando este
esta envolvido em hibridacdo com DNA. Para verificar esta hipé-
tese foi efetuada uma experiéncia de inibicdo competitiva da
RNase H realizada com o mensageiro de globina de rato e com
oligonucleotideos anti-sentido em lisados de reticuldcito de coe-
Iho?. A figura 3 representa a andlise por hibridag&o em blot com
uma sonda oligonucleotidica marcada com %P e dirigida para a
regido 5' dos mensageiros da globina de rato. Estes RNA mensa
geiros, apos terem sido incubados no sistema de reticul6cito, nas
condigdes a seguir indicadas, foram extraidos com fenol e subme-
tidos a uma corrida el etroforética em gel de agarose e em seguida,
transferidos para filtros. Na coluna 1 é unicamente 0 RNA men-
sageiro e em 2 em presenca de um oligonucleotideo anti-sentido
com 25 nucleotideos de comprimento. Em 3 é o resultado da
digestéo do mensageiro pela RNase H em presenca do oligonu-
cleotideo. De 4 a 7 é o mensageiro colocado em presenga de um
inibidor competitivo, poli(rC)-poli(dG) - em 4 e em 5 - ou
poli(rA)-poli(dT) - em 6 e em 7. Em 4 e em 6, aém do inibidor
competitivo foi adicionado o oligonuclectideo anti-sentido. O re-
sultado mostra claramente que a RNase H desempenha um papel
importante na inibi¢do, degradando o RNA mensageiro hibridado
ao oligonucleotideo anti-sentido.

Figura 3. Inibidores competitivos da RNase H e clivagem do mRNA
da S-globina de rato em lisados de reticulécito de coelho (vide texto).

LIMITACOES DOS OLIGONUCLEOTIDEOS

Apesar das potencialidades amplamente demonstradas em véa
rias experiéncias, 0s oligonucleotideos anti-sentido possuem toda-
via limitagBes importantes: 1) por um lado apresentam uma gran-
de sensibilidade, tanto in vivo como in vitro, as nucleases celula-
res e as nucleases presentes nos meios de cultura e nos soros.
Com efeito, o grupo fosfodiéster € substrato das DNases e pode
ser clivado antes do oligonuclectideo atingir o alvo; 2) por outro
lado, sendo moléculas com uma carga elevada proveniente dos
grupos diésteres fosfato, tém poucas probabilidades de penetra
rem na célula rapidamente atravessando a membrana; 3) uma ter-
ceira limitagdo é a dificuldade de preparar oligonucleotideos em
quantidades substanciais necessérias para algumas das aplicactes
de maior interesse pratico, como por exemplo as terapéuticas. As
técnicas de sintese atualmente praticadas apresentam custos
proibitivos para as aplicagbes em massa.

Estes inconvenientes levaram varios laboratorios a desen-
volver oligonucleotideos modificados afim de melhorarem i)
resisténcia as nucleases, ii) a penetracdo celular, iii) a eficacia
da acgéo inibitoria.
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ANALOGOS DOS OLIGONUCLEOTIDEOS

As modificagdes foram introduzidas ou 1) no esqueleto
fosfodiéster-agicar, ou 2) nas extremidades da cadeia do oli-
gonucleotideo, ou 3) sdo anoméricas, i.€, visam o carbono

anomeérico (esquema 3).
6
x-P=0
8

ibose oucares
e 2-O-metitrribose 11-anomeéricos,

Oo_éa=o

6 ® e bases
modificadas
)

Esquema 3.

Nas modificagbes de esqueleto mais importantes, um ou 0s
dois atomos de oxigénio que ndo participa(m) na ponte inter-
nucleotidica, foi(ram) substituido(s) por um grupo X ou Y. O
grupo fosfato natural corresponde a X=Y=0". Quando um des-
tes substituintes € um grupo metilo obtém-se um metilfosfonato.
Quando X ou Y é um atomo de enxofre temos um fosforotioato
e quando ambos correspondem a um &omo de enxofre trata-se
de um fosforoditioato.

a. Analogos modificados no grupo fosfato internucleotidico
a.l. Metilfosfonatos

Estes derivados foram desenvolvidos pelo grupo de P.
Miller. A sua estrutura geral esta representada no esquema 4.
Sao derivados ndo idnicos, que possuem uma série de propri-
edades notaveis postas em evidéncia pelo referido grupo. S&o
captados pelas células vivas, sdo resistentes as nucleases e sdo
estaveis nas condi¢des de cultura celulares.

cupo S WM
H’-g-o 0 N”‘Nl“l2
Hz
Q -

CH;E0 *o

0

OH
d-ApTpGp C

Esquema 4. Estrutura de um oligodesoxirribonucleotideo metilfosfonato.
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O exemplo seguinte € uma aplicacdo destes oligonucleotideos
metilfosfonatos & inibigdo do virus da SIDA, o HIV. O modelo
utilizado é um sistema de células em cultura artificialmente
infectadas com particulas virais®. O virus e os oligonucleotideos
sfo adicionados simultaneamente as células em cultura e o nivel
deinibicdo do HIV é determinado medindo as sincitia (aglomera-
dos caracteristicos de células infectadas) e a expressdo do antigene
viral P24, e comparado, em func&o do tipo de oligonucleotideo e
da concentracdo. Numa das experiéncias € utilizado um oligonu-
cleotideo metilfosfonato inteiramente metilfosfonatado e em outra
experiéncia, um oligonucleotideo diéster fosfato, ambos com 20
nucleotideos e de composi¢do idéntica em bases. Os oligonucleo-
tideos foram dirigidos para aregido 5' do “cap” do RNA viral ou
para o sitio de juncio de processamento do gene Tat do HIV. E
evidente a maior eficicia inibidora do andogo metilfosfonato,
sobretudo a baixas concentracoes (fig.4).

100 X

. _0-?-0.—.

% de inibig#o das sinctia

0 2 6 10 14 18
Comem—a;aodom.w

Figura 4. Aumento da atividade antiviral substituindo os grupos
fosfatos internucleosidicos por metifosfonatos.

A medida que o nimero de ligagdes metilfosfonatos aumen-
ta, a solubilidade destes andlogos diminui. Para evitar este pro-
blema foram sintetizados e utilizados oligonucleotideos com-
portando unicamente dois grupos metilfosfonatos nas extremi-
dades 3' e 5', esperando assim n&o alterar as propriedades de
resisténcia as nucleases. O comportamento destes derivados é
semelhante ao dos oligonucleotideos ndo modificados, o que
indica que sdo sensiveis as nucleases.

Os derivados metilfosfonatos possuem a propriedade de
conferirem resisténcia ao hibrido formado com o RNA contra
a RNase H. Por consequiéncia, o mecanismo de degradacdo pela
RNase H ndo é essencial para a atividade dos metilfosfonatos.

Além do problema da solubilidade ja referido, existe o da
concentragdo eficaz. Com efeito, a concentragdo necessaria em
oligonucleotideos metilfosfonatos para obter inibicéo é relati-
vamente elevada. Neste exemplo, uma concentracdo de 4 a 5uM
é efetiva. Seria desgjavel que fosse mais baixa, mas ha casos
em gue é necessario chegar aos 100uM para obter um efeito.
Este fato pode refletir o problema da quiralidade do atomo de
fosforo. Com efeito, durante a sintese quimica, que ndo é este-
reoespecifica, formam-se 2" diaestereoisdmeros, em que n é o
numero de centros quirais, i.€, de &omos de fésforo na forma
de metilfosfonato.

Em sintese sdo utilizados atualmente sintons metilfosfonami-
ditos que, a semelhanca dos fosforamiditos utilizados na sintese
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de oligofosfodiésteres, sdo muito reativos, reduzindo fortemente
os tempos de condensagdo, que sd0 mais elevados em série
metilfosfonato que com os oligonucleotideos ndo modificados®.
A sintese do sinton metilfosfonamidito e a reagdo de condensa-
¢30 estdo representadas no esquema 5. O diisopropilaminocloro-
metilfosfito é levado a reagir com o grupo hidroxilico em 3' do
nucleosideo protegido na base e no grupo hidroxilico em 5,
fornecendo o sinton. Este é em seguida condensado em presenca
de tetrazolo com a extremidade 5' livre do oligonucleotideo em
extensdo no suporte sdlido da sintese (CPG). Apds oxidagdo com
iodo em &gua, da ligacéo metilfosfonito internucleotidica obtida
na reacdo de condensagdo, formam-se as duas estruturas corres-
pondentes as configuractes R e S do atomo de fosforo, as quais
permanecem misturadas no suporte sélido da sintese (esquema 6).
Em n etapas de condensagéo obtém-se uma mistura final de 2"
diastereoisdmeros dos quais so alguns possuem afinidade com a
seqiiéncia alvo. Estes inconvenientes dos metilfosfonatos, a qui-
ralidade do &omo de fosforo e a fraca solubilidade estimularam
o0 desenvolvimento de outros analogos, dos quais os fosforotio-

atos merecem particular relevo.
DMTO
CH2CI2l4 \ [
/
\ A

DMTO B
)
+CHy = \ )\ DiPEAdeq "

HO 1.2 eq. \r 30 Min.

g+

DMTr - 0 g DMTr =
2) 15/H;0

@ memy=e

X b
N

WP

O=1—0

R
R: -0C,H, NplEN
R: -CH, NpN
Esquema 6.

a.2. Fosforotioatos

Estes compostos, em que um dos &omos de oxigénio &
substituido por um &omo de enxofre, sdo, como 0s metilfos-
fonatos, resistentes as nucleases, mas contrariamente a estes,
sdo, por um lado bem solUveis em meio aquoso, visto mante-
rem a carga ionica, e por outro lado formam complexos com
0 RNA avo que séo sensiveis & RNase H. A inibicdo medi-
ada pelos fosforotioatos pode pois ser estimulada pela ativi-
dade desta enzima.

Os fosforotioatos sdo potentes inibidores da proliferacéo
viral. S80 nomeadamente ativos contra a infeccéo por HIV de

QUIMICA NOVA, 21(4) (1998)



DMTr =0 o ght1 DMTr=0
o
Jk S S Ph
7 T
T_OCH3 S=I|>—0CH3
fe) (o]

Bn+1

thiophenol
EtzN

Esquema 7.

células em cultura®. Tém, no entanto, a desvantagem de exer-
cerem por vezes uma inibicdo ndo especifica, independente da
sequiéncia nucleotidica.

Estes andlogos possuem, como os metilfosfonatos duas con-
figuracbes, R e S, ao nivel do a&omo de fosforo. A sulfurizagéo
realiza-se com reagentes ricos em enxofre, tais como o
dibenzoilotetrassulfureto ou o fenilacetildissulfureto, reagcdo que
substitui a oxidagdo com 1,/H,O (esquema 7) na sintese dos
diésteres ndo modificados, em fase sblida, e conduz em cada
etapa a misturas complexas de diastereoisémeros®.

O problema da diaesteroisomeria pode ser resolvido se o
segundo &omo de oxigénio ligado ao fésforo, 0 que ndo par-
ticipa na ponte internucleotidica, for também substituido por
um segundo atomo de enxofre.

a.3. Fosforoditioatos

Foi M.H. Caruthers da Universidade de Colorado quem
desenvolveu esta quimica’, que faz intervir a condensagio de
um fosforotioamidito com um segundo nucleotideo sob catalise
do tetrazolo. O intermediario resultante é tratado com um agen-
te de sulfurizagdo e convertido em fosforoditioato. A sintese
pode ser efetuada em suporte solido como ilustrado no esque-
ma 8. A desprotecdo efetua-se em duas etapas: i) 0 grupo pro-
tetor S-(2,4-diclorobenzilo) é eliminado com tiofenol em
trietilamina/dioxano e ii) em seguida as bases séo desprotegidas
com amoniaco concentrado como habitualmente. Os sintdes
utilizados sdo ou N,N-dimetil- ou pirrolidinilfosforamiditos,
porgue o grupo N,N-diisopropilo, utilizado na série ndo modi-
ficada, revelou-se na série do enxofre demasiado inerte.

OMTr=0 OMTr—0. DMYr =0 o
2} dibenzoliotatrasitiureto o
1
e §—p=s
™ (:N/ N5 mon |
i [

3) tiofanolEtyNidioxano

< PG

Esquema 8.

Estes oligonucleotideos fosforoditioatos parecem ser inibi-
dores ainda mais potentes que os fosforotioatos, mas apresen-
tam, no entanto, como os seus homdlogos fosforotioatos, algu-
ma falta de especificidade.

a.4. Fosforoamidatos

Os fosforamidatos fazem parte dos and ogos modificados na
ligagéo internucleotidica, nos quais um oxigénio é substituido
por um grupo RN, tais como o butilamidato, o piperazidato
ou o morfolidato (esquema 9). Os fosforamidatos podem ser
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preparados por oxidagdo de fosfitos triésteres com |,/
alquilamina (esquema 10). Estes compostos, menos estudados
gue os fosforotioatos, apresentam potencialidades semelhantes
as daqueles andogos (Fig. 5).

0 0 0
~0-P-0~ —~0- P 0~ —0- P-0-
n-BuNH [ j [ i
Esquema 9.
OMTe ~C DMTe 'me
koj O
t Iy ¢ RNy, THF |
CH,0 - P R NH—f=° )
T T
Esquema 10.
100 X 9
] ~0-8-0~-
nBuNH
50+ .
—// 0
] x ~0-p-0—
£ x/ o
E
£ ]
g
2 ]
0 T L T L4 T T 1 T 1
0 2 6 10 14 18

Concentragac do oligémero, p

Figura 5. Aumento da atividade antiviral substituindo os grupos
fosfatos internucleosidicos por N-butilfosforamidatos.
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Os compostos que acabamos de analisar sdo derivados em
que foi modificado um ou dois &omos ligados ao fésforo, i.e.,
0S oxigénios que ndo participam na ponte internucleotidica. O
esquema 3 ilustra as possibilidades de modificagdo quimica dos
oligonucleotideos: ao nivel da ligag&o internucleotidica, ao nivel
daribose, da base e nas extremidades 5' e 3'. A estas extremida-
des pode-se ligar uma grande variedade de moléculas.

b. Analogos modificados nas extremidades

O desenvolvimento de oligbmeros derivatizados nas extre-
midades com reagentes ligados de maneira covalente visa i)
por um lado proteger o oligbmero das exonucleases, ii) por
outro lado estimular a penetragcdo através das membranas celu-
lares, iii) e ainda, aumentar a afinidade para com as sequiéncias
complementares.

Podemos dividir estes compostos em diferentes classes, de
acordo com a finalidade procurada:

a) conjugados oligopeptidicos;

b) agentes intercalantes;

c) agentes alquilantes

d) endonucleases artificiais e conjugados enziméticos;
e) transportadores lipofilicos e conjugados peptidicos

As modificagdes tém sido introduzidas tanto em 5' como em 3.

Na classe dos conjugados oligopeptidicos é de salientar o
trabalho do grupo de B. Lebleu do CNRS, Montpellier, que
sintetizou conjugados oligonucleotideo-polilisina com a finali-
dade de melhorar as propriedades de transporte dos oligonu-
cleotideos anti-sentido para dentro da célula®

Examinemos brevemente a abordagem seguida para a sinte-
se (esquema 11). Apds sintese em fase solida e clivagem do
suporte, os oligonucleotideos foram prolongados enzimatica-
mente de uma unidade ribose 3' terminal, utilizando uma ligase
de RNA do fago T4. Esta ribose foi depois oxidada com
periodato e o dialdeido resultante condensado com um grupo
6-aminado da polilisina e em seguida a diimina foi reduzida
com cianoboroidreto em conjugado N-morfolino. Uma alterna-
tiva seria a incorporagéo de citidina no oligonucleotideo em 3',
ligando-a ao suporte sélido nas condi¢des padréo e protegendo
o grupo hidroxilico em 2' (ou em 3') por acetilag&o.

.,
x‘c [ v‘—‘t'"o C %L'"O <
o }o\i o
NatO, . 1.Poyysine
-k__j - " ¢ ¢ T NaBH,CN _t j
Ko oM H N &7 T N
(CHy1,

Poty-Lys

Esquema 11.

Nos estudos realizados pelo grupo de B. Lebleu foram sin-
tetizados pentadecémeros conjugados a polilisina composta de
66 unidades. Estes derivados foram sintetizados para serem
dirigidos para as regifes 5' ou de processamento dos RNAs
mensageiros alvos e revelaram-se inibidores da sintese de pro-
teinas virais ou da expressdo de oncogenes, a concentracfes
td0 baixas de conjugado como 0,2 uM (200 nM)°. Esta efica-
cia deve-se ao aumento da estabilidade e a uma captura celular
superior. A figura 6 exemplifica o efeito inibitorio na prolife-
racéo de células (L929 em A e Hela em B) por oligonucleoti-
deos anti-sentido dirigidos para o codon de iniciacdo e os 4
codons seguintes dos RNA mensageiros do oncogene c-myc.

Nestes exemplos os oligdbmeros conjugados com a polilisina
sdo adicionados ao meio de cultura celular em presenca de
heparina. Observa-se uma inibi¢do superior a 50% com uma
concentragdo de 2uM. A uma concentragcdo de 1uM atinge-se
j& uma inibicdo de 50%.
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Figura 6. Efeitos antiproliferativos dos oligbmeros anti-sentido con-
jugados com polilisina (PLL). (A) em células L929; (B) Em células
HelLa. As células foram incubadas com os conjugados oligdbmero-PLL
dirigidos para c-myc (OU) ou para VSV (OM, controle), com (OO)
ou sem (1MW) heparina.

Igualmente impressionante, é o efeito antiviral observado
contra outros virus como o VSV (“vesicular stomatitis virus”)
com concentragdes em oligonucleotideo da ordem de 100 nM.
Até entdo sO se tinham obtido efeitos com concentragdes
micromolares de oligonucleotideos®.

A excelente atividade destes derivados s6 parcialmente pode
ser explicada por um aumento da estabilizacdo contra as 3'-
exonucleases, assegurada pela ligagdo covalente com a polili-
sina. E provavelmente uma combinacgo da estabilizac&o contra
as 3' exonucleases e um aumento da eficécia de penetraco nas
células, que pode ser estimulada pelo policétion, componente
estabilizador da hélice.

A utilizag8o destes compostos estd, no entanto, associada a
alguns problemas. Assim a polilisina tem um efeito toxico em
muitas células a concentragdes de 2 UM ou superiores. Possui
uma grande afinidade com as membranas celulares, devido a
permeabilizac8o desta e pode bloguear os receptores. A adi¢ao
de um policétion como a heparina, tem como resultado dimi-
nuir os efeitos toxicos da poli-L-lisina e aumentar ainda a es-
tabilizagcdo contra as nucleases. Além disso, os conjugados po-
lilisina oligonucleotideo tém tendéncia a formar agregados que
sdo tanto mais insollveis quanto maior for o oligdmero.

Em relagdo ao mecanismo de ag@o supbe-se que o efeito
inibitério se exerce por interferéncia com a tradugdo, porque
os niveis de RNA enddgeno ndo sdo afetados, pelo menos em
alguns casos estudados.

De uma maneira geral, um conjugado oligonucleotideo-
peptideo pode ser sintetizado em fase s6lida, como descrito
por J. Haralambidis et al.’°. A cadeia peptidica é primeiro sin-
tetizada no suporte sdlido pelo método do Fmoc, e em seguida
€ condensado na extremidade NH, da cadeia peptidica um
linker em C4. A sintese do oligonucleotideo € entdo iniciada na
extremidade hidroxilica livre deste linker. O conjugado é intei-
ramente desprotegido no fim da sintese em fase sélida e clivado
do suporte (esquema 12).

c. Oligonucleotideos conjugados com agentes intercalantes

O agente intercalante mais utilizado e estudado é um deri-
vado da acridina, mais precisamente o 2-metoxi-6-cloroacridi-
na, desenvolvido por Claude Héléne et al.'! do Laboratério de
Biofisica do Museu Nacional de Histéria Natural de Paris e
por Nguyen Thuong do Centro de Biofisica Molecular de
Orléans. Este grupo derivado da acridina foi ligado, tanto na
extremidade 3' pela quimica do fosfato triéster (esquema 13),
como na extremidade 5' de um oligonucleotideo, pelo método
do fosforamidito (esquema 14). Os analogos metilfosfonatos e
fosforotioatos foram também derivatizados em 3' por este agen-
te intercalante derivado da acridina.
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A finalidade de utilizar um agente intercalante ligado a um
oligonucleotideo € de fornecer uma energia suplementar de
interacdo gue estabilize o complexo formado entre o oligonu-
cleotideo e o alvo. O grupo de Héléne mostrou que, efetiva-
mente, o residuo acridina ligado covalentemente na extremida-
de 3' do octadecamero timidinilico (Tg) aumenta a temperatura
Tm (temperatura & qual 50% da cadeia dupla se dissocia em
cadeias monocatendrias) do hibrido formado com um poli A de
33 para 47°C, em relacéo a um dodecdmero T1,*? (Fig. 7).
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Figura 7. Curvas de fusdo de complexos poli(rA) com diversos
oligotimidilatos. Ac = Acridina; Et = etilo. A absorvéncia foi medida a
425 nm para 0s compostos comportando o grupo acridina e a 260 nm
para os compostos (Tp)nEt.

O comprimento da cadeia alquilo que liga a acridina ao
oligonucleotideo anti-sentido tem um efeito crucial na estabili-
dade do hibrido. As cadeias em C5 e C6 asseguram uma esta-
bilidade bem superior as cadeias menores (por exemplo 10°C
de diferenca entre um linker com 5 domos de carbono e um
linker com 3 carbonos, para um oligbmero tetratimidinilico,
como é aparente na figura 8).

Al A

1 L 1 4 1 : i L |

0 10 20 30 40 S0
Temperature, °C

Figura 8. Curvas de fusdo medidas a 425 nm para os complexos for-
mados entre (Tp)4(CHz)sAcr (4) ou (Tp)4(CHy)sAcr (O) e poli(rA).

O esquema 15 é uma representacdo esquematica das estru-
turas dos complexos formados com o agente intercalante. A
estrutura da acridina representada pelo retangulo ligado por
uma ponte metilénica ao fosfato 3' do oligonucleotideo pode
empilhar-se no topo da ultima base do hibrido ou intercalar-se
entre dois pares de bases. As vantagens destes compostos po-
dem resumir-se da seguinte maneira: 1) a energia de estabiliza-
¢do suplementar permite formar complexos fortemente
hibridados com oligonucleotideos curtos; 2) a penetracdo celu-
lar é facilitada porque oligonucleotideos curtos possuem me-
nos cargas negativas. Além disso, o agente intercalante arrasta
o oligonucleotideo para dentro das células pela sua natureza
lipofilica; 3) o agente intercalante em 3' protege o oligonucle-
otideo das 3' exonucleases.

Algumas experiéncias significativas mostraram que é possi-
vel inibir eficazmente o efeito de certos patégenos em células
em cultura pela ac&o destes derivados®®. Exercem, por exem-
plo, um efeito letal no Trypanosoma brucei, parasita unicelular.
Estes parasitas ludibriam a resposta imunitéria do hospedeiro
fazendo variar periodicamente a glicoproteina VSG de superfi-
cie que cobre a célula. Estes organismos possuem uma seqién-
cia comum de 35 nucleotideos na extremidade 5' dos seus RNA
mensageiros, chamada miniexon. Um oligonucleotideo anti-sen-
tido ligado a um derivado acridina dirigido para a regido do
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3 3

Esquema 15.

miniexon, ndo sO inibe especificamente a sintese proteica a
partir do mRNA de T. brucei num lisado de reticul6cito de
coelho, mas também tem um efeito letal sobre o parasita. Apos
45 h de incubagdo a 26°C nenhum parasita sobrevive a uma
concentracéo de 130 puM.

d. Oligonucleotideos conjugados com agentes alquilantes

O objetivo destes andlogos consiste em obter uma modifica-
¢ao irreversivel e especifica do DNA ou do RNA alvo através
de um “cross-linking" provocado pela agdo alquilante do grupo
ligado ao oligonucleotideo anti-sentido (esquema 16). Estaidéia
foi posta em prética hé cerca de 30 anos pelo grupo de Grineva
et ali'*. Estes investigadores russos utilizaram um dirribonu-
cleotideo funcionalizado em 3' através de uma ligagdo acetal,
com um grupo 2-(cloroetil)amino aromético (esquema 17).
Devido a participacdo do azoto enquanto grupo vizinho, o gru-
po cloroetilamino é particularmente apto para a alquilagdo e
portanto para um "cross-linking”. Esta abordagem foi ulterior-
mente desenvolvida com oligonucleotideos. O grupo alquilante
é introduzido em 5' por via de uma ligagdo fosforoamidica
(esquema 17).

i
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Esquema 16.

CI-CH,-CH,
AN

, o
H 1!
o0 HyC e b

N
HyC” N CH,-CH,-Cl

Esquema 17.
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Os derivados que tém sido mais investigados sao as
[N-(2-cloroetil0)-N-metilamino] benzilaminas'®.

Qualquer das quatro bases do &cido nucleico alvo é alquilada
pelas 2-cloroetilaminas com uma ordem de reatividade:
G>A~C>T.

A reac&o ocorre em duas etapas: forma-se inicialmente um
cétion etilamdnio por ciclizag8o intramolecular e, em seguida,
este é atacado por nucledfilos de acesso fécil.

A alquilagdo parece ser estimulada pela hibridag&o, visto
ndo se observar "self"-alquilagdo.

No que diz respeito as aplicacdes, foram testados nomeada-
mente sistemas baseados, por um lado em células de mieloma
de rato, em que foi suprimida a expressao dos mRNAs codifi-
cando para as cadeias ligeira (L) e pesada (H) pela agcdo de um
oligonucleotideo alquilante, complementar da regido do mRNA
gue codifica para a parte variavel da cadeira ligeira da imuno-
globulina®®, e por outro lado em fibroblastos de frango
infectados com o virus da influenza.

Os virus da influenza tém um genoma constituido por oito
cadeias de RNA monocatendrio. Todos estes fragmentos pos-
suem sequiéncias terminais 5’ e 3' conservadas entre os seg-
mentos e entre os diferentes subtipos virais. S&o, pois, um alvo
ideal para a modificagdo dirigida por oligonucleotideos com
seqiiéncias complementares. Oligonucleotideos alquilantes di-
rigidos para as regides conservadas foram adicionados aos
fibroblastos imediatamente apos a infec¢do e uma segunda vez
mais tarde, e os efeitos foram comparados com os dos contro-
les. Em concentracBes da ordem dos 100 uM estes oligonucle-
otideos inibem efetivamente a multiplicagio do virus’.

Outros agentes altluilantes foram sintetizados e utilizados tais
como o 5-metil-N* N*-etanocitosing, cuja sintese esta representa-
da no esquema 18'8. Este derivado poderia apresentar vantagens,
pois dispensa a ciclizagdo obrigatéria dos derivados cloroetilami-
nados, que € a etapa determinante da velocidade da reagdo. Con-
tudo, a velocidade de aquilacdo com estes derivados é demasiado
baixa para ser ttil. Mais recentemente foi introduzido um terceiro
agente alquilante na forma de 2-(N-iodoacetilaminoetil)tio-
adenina®®. A eficécia de alquilagdo foi determinada por clivagem
de um oligonucleotideo complementar pontado com o oligonucle-
otideo anti-sentido, seguido de tratamento com piperidina e veri-
ficou-se ser, no entanto, muito reduzida.
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Esquema 18.

e. Endonucleases artificiais e conjugados enzimaticos

Esta classe de andlogos compreende as endonucleases artifi-
ciais e os conjugados enziméticos. As endonucleases artificiais
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s80 os conjugados em que o componente ndo nucleotidico € capaz
de clivar os &cidos nucleicos, mas ndo especificamente e sb ad-
quire uma especificidade de clivagem num sitio preciso do avo,
a0 ser ligado covalentemente ao oligonucleotideo. Esta classe de
compostos inclui nomeadamente complexos de metais tais como
EDTA-Fe (I1), o-fenantrolina-Cu (1), ou a porfirina-Fe(l1).

O grupo EDTA pode ser ligado a um oligonucleotideo in-
troduzindo primeiro um derivado alquilaminado por condensa-
¢do do fosfodiéster com o aminopropanol protegido e, em se-
guida, apds desprotecdo da amina, efetuando a acilagdo com o
anidrido do EDTA (esquema 19)%°
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Esguema 19.

Orgel et ali do Salk Institut, San Diego?* adotaram um es-
guema semelhante, com a diferenga de terem utilizado uma
ponte etilenodiamina.

A atividade nucleasica obtem-se incubando o hibrido for-
mado entre o oligonucleotideo anti-sentido conjugado com o
EDTA, e o DNA alvo, em presenca de Fe'* (esquema 20). A
clivagem do DNA foi exemplificada com um DNA alvo de 37
nucleotideos ao qual se hibrida um hexadecamero complemen-
tar conjugado (esquema 21). A experiéncia mostra que as
clivagens mais eficientes ocorrem cerca de 4 nucleotideos de
cada lado do fosfato 5’ terminal do hexadecamero.

HN/'O CH, ?e /\ '_<
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Esguema 20.
37 mer s . 37 mer
va.UJ.LULUJ.LUJ.I
16 mer FW"‘
Esquema 21.

O grupo EDTA pode também ser introduzido na posi¢éo 5 da
timina. Dervan et ali utilizaram esta abordagem, sintetizando
primeiro um sinton timidinilico derivatizado no carbono 5 com
0 grupo 3-propanil(2-aminoetil)amida, o qual foi em seguida
acilado com um derivado N-hidroxissuccinimidico do EDTA
(esquema 22)%. A vantagem deste sinton reside na possibilidade
de poder ser incorporado em qualquer posicdo que se pretenda
do oligonucleotideo. A acdo e as condicBes de clivagem estao
esguematizadas no esquema 23. Em presenca do ion Fe**, de
oxigénio e de ditiotreitol (DTT), 0 conjugado oligonucleotideo-
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EDTA, que é complementar de um fragmento de 167 nucleoti-
deos, proveniente da desnaturagdo de DNA bicatenario, provoca
a clivagem do fragmento de DNA. As espécies ativas sdo 0s
radicais hidroxilicos gerados pelo quelato Fe™*-EDTA, em pre-
senca de O, e de ditiotreitol. Estes radicais atacam o &omo de
carbono 4, originando a ruptura do esqueleto de DNA. O pa-
dréo de clivagem esta representada no esquema 24. O compri-
mento das flechas representa a percentagem relativa de clivagem
nos sitios indicados. A clivagem preferencial ocorre em dois
sitios situados 4 nucleotideos distantes de cada lado do
nucleotideo (Timidina neste exemplo) portador do grupo EDTA.
Sitios secundarios de clivagem estéo representados por flechas
menores. Estes resultados indicam que deve haver espécies
difusiveis responsaveis pela clivagem multipla

o G
Esquema 22.
167 4 4
3p 9 :
p 3 5
—19 —
, 3
< tethered EDTA
1) heat-denature
2) Fe(ll), DTT
— 73 : 94 -

Esquema 23.

Os oligonucleatideos metilfosfonatos foram também derivatiza-
dos com grupos queladores ligados por uma ponte etilenodiamina.

Estes analogos tém a vantagem em relacdo as endonucleases
de restricdo de poderem ser programados para clivarem em qual-
quer ponto escolhido antecipadamente. No entanto, como vimos,
a clivagem observada néo é Unica é antes multipla, mesmo se
existe uma certa seletividade. Por esta razdo se procuraram ou-
tras solugdes.

C. Hélene et ali, por exemplo, desenvolveram compostos
oligonucleotidicos ligados em 3' a um grupo intercal ante deriva-
do da acridinae em 5" ao grupo quelador EDTA. O objetivo é
tornar irreversivel a interagdo do oligonucleotideo anti-sentido
com a seqiiéncia alvo gracas a acdo do intercalante®. O grupo
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3 -TATTCGAAATTACGCCATCAAATAGTGTCAATTTAACGATTGCGTCAGTCCGTGGCACATACTTTAGATTGTTAC-%

5 - TAACGCAGTCAGGCACCGT-3

Esquema 24.

quelador foi nesta abordagem introduzido no fosfato em 5’
por um linker hexametileno, ligado a um dos 4 grupos
carboxilicos do EDTA por uma ligagdo amida. O complexo
com o Fe (Il) foi formado preliminarmente e em seguida adi-
cionado ao DNA alvo. O agente redutor é adicionado em Ul-
timo lugar. No entanto, a clivagem observada continua a ser
multipla, como esta ilustrado no esquema 25, em que a distri-
buicdo estatistica de clivagem esta representada pelo compri-
mento relativo das flechas. Em 3’ esta representado esquema-
ticamente o agente intercalante.

5
TGAGTGAGT A
10 P4 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Esquema 25.

Estes agentes de clivagem podem também clivar a hélice
dupla do DNA. Esta agdo passa pela formacgdo preliminar de
uma hélice tripla . A formacdo de hélice tripla é conhecida ha
mais de 30 anos. Por exemplo poli(U) e poli(A) formam um
complexo estével poli(U)-poli(A) em propor¢do de 2:1 e poli(C)
forma uma tripla com poli(G). As ligagdes hidrogénio que asse-
guram aformag&o destes complexos sdo chamadas de Hoogsteen
e estdo representadas pelos tripletos TAT e C*GC (esquema 26).

LYERES]

Esquema 26.

As duas cadeias polipirimidinicas estdo orientadas em
antiparalelo (esquema 27)%. A posicZo e a assimetria do padréo
de clivagem revela que os oligonucleotideos homopiridinicos
derivatizados com EDTA se hibridam no sulco maior da cadeia
homopurinica do DNA de Watson e Crick em orientagdo para-
lela. As setas indicam a posi¢do dos fragmentos de clivagem do
DNA de um plasmideo marcado numa extremidade, ou na extre-
midade oposta, gerando fragmentos de comprimento de 3.04 e
1.02 Kpb, como é visivel nas colunas 3 e 6. As colunas 2 e 5
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representam marcadores de comprimento e 1 e 4 o plasmideo na
auséncia de agente de clivagem.

Estes oligonucleotideos homopirimidinicos e os seus andlo-
gos derivatizados com grupos de clivagem podem vir a ser ins-
trumentos de grande utilidade em analise cromossdmica,
mapeamento de genes, ou ainda como repressores artificiais para
uma quimioterapia baseada na formac&o de triplex com DNA.

f. Transportadores lipofilicos e conjugados peptidicos

E importante ainda referir as tentativas efetuadas para me-
Ihorar o transporte dos oligonucleotideos para dentro das célu-
las. A abordagem utilizada recorre a ligag&o covalente de trans-
portadores lipofilicos®® e de peptideos. A incorporagdo e a uti-
lizacdo da polisina conjugada a oligonucleotideos, que ja refe-
rimos, € um exemplo desta abordagem. A sintese de nucleo-
peptideos através dos ésteres fosfatos das cadeias laterais da
tirosina e da serina foram também descritos por Van Boom et
ali da Universidade de Leiden?.

Além destes derivados peptidicos convém citar a sintese de
conjugados oligonucleotidicos com alcodis de longa cadeia
lipidica?” e com o colesterol (esquema 28)%. Estes derivados,
gue sdo frequentemente preparados na forma de fosforotioatos,
apresentam um aumento consideravel da atividade inibidora, que
pode ser explicada por um aumento de estabilidade e pela inte-
ragdo com as camadas lipidicas das membranas celulares.
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Esquema 28.

Um outro meio de melhorar a penetragdo dos oligonucleoti-
deos anti-sentido através das membranas recorre & sua incor-
poracdo em lipossomas?®. Esta abordagem estd muito pouco
documentada devido, sem dlvida, a baixa estabilidade dos
lipossomas. Trabal hos estdo atualmente em curso, com vista ao
desenvolvimento de lipossomas mais estaveis.

g. Oligonucleotideos a-anoméricos

Dentro dos analogos modificados nas unidades nucleosidicas,
um grupo muito particular é aguele em que a ligagdo glicosidica
esta na configuracdo o-anomérica (esquema 29). Oligonucleoti-
deos a-anoméricos foram sintetizados por Imbach et ali da Uni-
versidade das Ciéncias e Técnicas do Languedoc, Montpellier®.
Imbach mostrou que estes oligonucleotideos formam uma hélice
com a cadeia complementar de configuracdo B3, e que as duas
cadeias se orientam com polaridades paralelas™.

RO ? R Ho
—a., b,
B
Ri R OH. .
1a 2 B:T,
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Esquema 29.

Estes derivados o-anoméricos revelaram-se muito estaveis as
nucleases. Os hibridos formados em orientagdo paralela com os
[-anoméricos sdo muito mais estéveis que os hibridos naturais
que se hibridam em anti paralelo®. Estas propriedades levaram
aqueles investigadores a utilizar estes compostos como reagen-
tes anti-sentido. Eles revelaram-se, contudo, muito menos efica-
zes, enquanto inibidores de tradugdo que os seus homologos f3.

Uma explicagcdo simples para esta observagdo seria o fato de
os hibridos formados com 0 RNA n&o serem substratos da RNase
H, enguanto que os formados com os homologos 3 sdo substratos
gue sdo rapidamente degradados por esta enzima. Esta interpre-
tacdo ndo é contudo, inteiramente satisfatéria, pois como ja
vimos, os analogos metilfosfonatos possuem propriedades seme-
Ihantes e manifestam uma atividade anti-sentido eficaz.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Vérias companhias farmacéuticas estudam os efeitos da es-
trutura dos oligonucleotideos anti-sentido na estabilidade, afi-
nidade, permeabilidade e compartimentac&o celulares e tentam
melhorar o seu perfil farmacocinético. Uma complicacdo que
tem sido freqlientemente encontrada resulta de um efeito bio-
l6gico nem sempre especifico, isto & baseado num puro efeito
anti-sentido. No entanto, a especificidade e a aplicacdo dos
oligonucleotideos anti-sentido, nomeadamente dos andlogos
fosforotioatos, tém sido validadas em varios modelos animais,
visando controlar doencas provocadas por genes endégenos ou
exogenos. Ensaios clinicos humanos estdo atualmente em cur-
so, com a finalidade de estabelecer a sua eficécia e o seu ca-
réter indcuo.

Os sucessos descritos em numerosos trabalhos e nomeada-
mente in vivo, abrem na realidade perspectivas encorajadoras e
estimuladoras de novos desenvolvimentos. Os progressos a
realizar situam-se nos dominios da sintese, visando diminuir
0s custos irrealistas para uma aplicagdo em massa, no aumento
da eficéacia dos oligonucleotideos anti-sentido a atravessarem
as membranas e a serem pilotados especificamente no interior
das células e compartimentos onde se aloja 0 alvo. Se estas
condi¢Bes forem realizadas, estaremos provavelmente perto de
dominar um novo tipo de agentes terapéuticos com potenciali-
dades praticamente ilimitadas.
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