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PHARMACOLOGICAL STRATEGIES FOR ANTI-HIV THERAPY. The replicative cycle of HIV presents several events. The
proteins involved in these events can be anticipated as pharmacological targets, aiming to the development of anti viral agents.
Presently, there are fifteen commercially available anti-HIV drugs, which act at substrate binding site of reverse transcriptase
(zidovudine, didanosine, zalcitabine, stavudine, lamivudine and abacavir), at a non-substrate binding site of reverse transcriptase
(nevirapine, delavirdine and efavirenz), or by inhibiting HIV protease activity (saquinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir, amprenavir
and lopinavir). The present review focus both on these established classes of drugs and on new classes of compounds acting on

other virus specific steps.
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INTRODUCAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) é uma doen-
ca pandémica que tem como agente etioldgico o virus HIV (Human
immunodeficiency virus), um retrovirus pertencente a subfamilia
Lentivirinae. Retrovirus séo virus que contém RNA'. No mundo in-
teiro, estima-se que 33,4 milhdes de pessoas (32,2 milhdes de adul-
tos e 1,2 milhdes de criancas com menos de 15 anos) estdo vivendo
com HIV/AIDS. No Brasil, de 1980 até agosto de 1998, foram assi-
nalados 140.362 casos de AIDS, com 71.733 6bitos conhecidos
(Ministério da Sadde-Brasil, 1999). Através de inquéritos sorol6gicos
feitos pelo Ministério da Satide estima-se a existéncia de 536.000
pacientes infectados pelo HIV em nosso pafs.

O alvo principal do virus HIV durante a infeccdo € o linfécito T
CD4*. Por esta razdo, o quadro clinico da AIDS ¢ caracterizado em
fun¢do da contagem sangiiinea de linfécitos T CD4* no individuo
infectado com o HIV, e da caracterizagdo das condicdes clinicas re-
lacionadas & infec¢do com o HIV2.

Os HIV estdo relacionados a lentiviroses animais com base em
critérios patolégicos, morfoldgicos e genéticos. O mapa genético do
HIV mostra trés regides principais: a regido gag, que codifica as prote-
inas estruturais internas p17 (MA), p24 (CA), p7 (NC) e p6, a regido
pol, que codifica a protease (p11, PR), transcriptase reversa (p66/p51,
RT) e integrase (p31, IN) e, finalmente, a regido env, responsdvel pela
codificagdo das protefnas do envoltério, gp120 (SU) e gp41 (TM)%. O
genoma do HIV-1 codifica ainda seis outras protefnas acessorias, sen-
do duas (tat e rev) relacionadas com a regulagéo da expresséo génica’.

Internamente as glicoproteinas de superficie (gp120 e gp41) e a
membrana de lipidios, a proteina p17 completa o envelope viral. J4 o
cerne ou capsideo viral é envolvido pela proteina gag p24*. No inte-
rior do capsideo hd duas cépias do RNA gendmico de mono-fita
(35S RNA)* que, supostamente, existe na forma de uma
ribonucleoproteina contendo transcriptase reversa (RT), Integrase (IN)
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e a protefna p7 (NC) de ligacdo ao RNA. No interior do capsideo
encontram-se ainda as proteinas p6, Vif, Vpr e Nef?.

Apesar da caracteristica mais marcante da infec¢do por HIV ser
uma deplegdo seletiva de linfécitos CD4*, macréfagos, mondcitos e
células de Langerhans, entre outras, sdo também susceptiveis a in-
fec¢do por HIV*.

Figura 1. Morfologia do HIV

CICLO DE REPLICACAO DO HIV

O primeiro passo para o inicio da infec¢do € a ligagdo da particula
viral a receptores especificos na superficie da célula alvo. No caso de
retroviroses e outros virus com envelope, a interagdo com o receptor
celular € mediada por uma glicoproteina do envelope. A proteina res-
ponsavel pelo reconhecimento do HIV por suas células alvo é a gp120
(SU)°. O principal correceptor para HIV-1 € o CD4, uma proteina tipo
imunoglobulina (Ig) expressa na superficie de células T e macréfagos
primdrios®. A protefna de 515 amino dcidos gp120 liga-se ao receptor
CD4 com alta afinidade (Kd ~ 4 nM) aparentemente através de uma
regido altamente conservada proxima a por¢do carboxi-terminal (C-
terminal) que compreende os residuos 397-439’. Entretanto, apenas a
interacdo gp120-CD4 ndo € suficiente para a entrada do HIV na célula
alvo. Um grupo de receptores de quimiocinas (pertencentes a familia
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dos receptores acoplados a proteina G), que mobilizam calcio
intracelular e induzem quimiotaxia em leucdcitos®, atuam como re-
ceptores essenciais ao reconhecimento da célula alvo®. As duas maio-
res classes de HIV-1, as que apresentam tropismo por células T (T-
trépico) e as que apresentam tropismo por macrofagos (M-tropico),
diferem quanto aos receptores envolvidos no reconhecimento viral'.
Os virus M-trépicos, que ndo tem capacidade de formar sincitios, uti-
lizam-se dos receptores CCRS para a interagdo com a célula, enquanto
os HIV-1 tipo T-trépico, formadores de sincitios, necessitam dos re-
ceptores CXCR4!". A alga V3 da proteina gp120 € a provével respon-
savel pelo reconhecimento dos receptores e conseqiiente tropismo ce-
lular, esta estrutura da gp120 parece ser exposta a interacdo com os
receptores de quimiocinas apés mudangas conformacionais decorren-
tes da interac@o inicial entre gp120 e CD4'”. Entretanto, a alga V3 ndo
parece ser a Unica determinante na especificidade viral, uma vez que
ela apresenta uma grande varia¢io na seqiiéncia de aminodcidos, mes-
mo em isolados de HIV-1 que apresentam o mesmo tropismo, e utili-
zam 0s mesmos correceptores'?.

Ap6s a ligacdo a membrana celular, a proteina gp120 dissocia-se
da proteina gp41 (um trimero de um dimero)', que passa por modi-
ficacdes conformacionais que promovem a fusdo virus-célula, per-
mitindo a entrada do capsideo na célula'®>. Um residuo peptidico N-
terminal hidrofébico, rico em glicina, presente na gp41 parece inici-
ar a fusdo, enquanto a regido transmembrana ¢ importante tanto para
a fusdo quanto para a ancoragem da proteina Env na membrana viral'®.

Ap6s a fusdo, o capsideo do virion € entio desencapado em um
processo que consiste na liberacdo no citoplasma do conteido do
capsideo, 0 RNA gendmico e enzimas virais, o que se faz necessario
para a etapa posterior, a transcricdo reversa’. A transcriptase reversa
(RT) promove a sintese de uma copia de DNA de fita dupla, catalisando
as reacdes de polimerizagdo de DNA dependente de RNA e depen-
dente de DNA, além de clivar a por¢éio de RNA do hibrido RNA-DNA
formado durante o processo (atividade ribonuclease H, RN)*. Seguin-
do-se a transcricdo reversa, um complexo nucleoproteico, incluindo
IN, MA e o DNA formado, € rapidamente transportado para o nticleo
da célula hospedeira em um processo mediado pela Vpr, uma proteina
de 96 amino dcidos'. A acdo desta proteina permite o transporte do
complexo nucleoproteico mesmo na auséncia de quebra mitdtica do
envelope nuclear'”. A acfo de uma terceira enzima viral, a integrase
(IN), resulta na integragdo estdvel do cDNA do genoma viral no DNA
cromossOmico através de vdrias etapas como endonuclese, transferén-
cia de fita, desintegracio e ligacdo, estabelecendo um pré-virus e com-
pletando assim a fase pré-integrativa's.

Uma vez que o pré-virus € integrado no DNA hospedeiro, com-
porta-se como um gene celular residente. Para a maioria das
retroviroses a expressdo dos pro-virus integrados é governada exclu-
sivamente por proteinas celulares®. Entretanto, a expressdo génica
das retroviroses humanas ¢ regulada adicionalmente por proteinas
virais®. Os RNAs virais transcritos sdo expressos a partir do promo-
tor localizado no 5” LTR (“long terminal repeat™)' e a proteina aces-
soria Tat (“trans-acting transcription transactivator”) aumenta consi-
deravelmente a velocidade de transcricdo®. Na auséncia de Tat, as
RNA polimerases sdo geralmente incapazes de transcrever seqiién-
cias maiores que algumas centenas de nucleotideos. Ao contrdrio de
ativadores de transcri¢do usuais, a Tat ndo se liga em sitios no DNA,
mas sim a uma dobra na regido 5’ terminal do RNA em formacao
conhecida como TAR (“trans-activating response element”)*..

O conjunto de RNAs transcritos, de tamanho gendmico ou divi-
didos, s@o entdo transportados para o citoplasma, onde serdo entdo
traduzidos, ou constituirdo novas particulas virais em um processo
regulado pela Rev?. A traducdo citoplasmatica dos mRNAs virais
fornece as proteinas Vif, Vpr, Nef, além das poliproteinas gag e gag-
pol que serdo processadas posteriormente em MA, CA, NC, p6, PR,
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RT e IN*. As proteinas gp120 e gp41, presentes na membrana exter-
na do HIV-1, séio formadas a partir da poliproteina Env que, por sua
vez € coexpressa com os receptores CD4 no RE*. A degradagio dos
receptores CD4 recém sintetizados, necessdria ao transporte da Env
até a membrana celular, € assistida pela proteina Vpu?.

A Vpu é uma proteina de 81 amino dcidos ativada apds a
fosforilagdo de Ser52 e Ser56 por uma proteina andloga a
caseinacinase-2'7. Além de sua funcao na degradagio de CD4, a Vpu
promove a “downregulation” de proteinas de superficie celular da
classe MHC I, que estfio envolvidas no reconhecimento das células
infectadas por linfécitos T citotéxicos®. A proteina parece ainda es-
timular a liberagdo de particulas virais®.

As modifica¢oes das poliproteinas pro-virais gag, gag-pol e env,
recém sintetizadas envolve a miristolilacdo das duas primeiras e a
glicosilacio da Env®. A adi¢do de dcido miristico fornece um dominio
hidrofébico necessdrio a interagdo com a membrana celular, facilitan-
do a montagem do virus*. Um fator relevante no ciclo de replicagdo do
HIV ¢ a atividade das poliproteinas formadas antes mesmo de sofre-
rem processamento proteolitico. A por¢io p17 da gag promove a agre-
gacio da gag e da gag-pol no citoplasma*, enquanto a p7 (NC) liga-se
e carreia 0 RNA, iniciando assim a montagem do virus®.

Os virions sdo inicialmente montados préximo a membrana ce-
lular na forma de particulas imaturas compostas de um envelope
glicoprotéico, RNA gendmico e poliproteinas virais*’. Apds, ou du-
rante o “brotamento”, as particulas virais passam por uma modifica-
¢do morfoldgica conhecida como matura¢do®. A maturacgdo consiste
na clivagem das poliproteinas gag e gag-pol pela protease viral (PR,
pl1), produzindo enzimas e proteinas estruturais do capsideo”. O
processamento proteolitico das poliproteinas ocorre apenas em um
estdgio avangado do ciclo de replicacdo, provavelmente em virtude
de uma baixa atividade enzimadtica da protease ndo processada, re-
querendo assim altas concentragdes de substrato, o que ¢ alcancado
apenas durante o “brotamento”®. Apés uma hidrélise inicial, a
protease liberada pode entdo exercer sua atividade maxima, processan-
do de forma rdpida as poliproteinas®*. O processamento das
poliproteinas no virion completa o ciclo de replicagdo do HIV. Os
virions maduros séo entdo capazes de infectar um linfécito adjacente®.
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Figura 2. Ciclo de replicacao do HIV.1 adsor¢do; 2 fusdo; 3
desencapeamento; 4 transcri¢do reversa; 5 integracdo ao genoma do
hospedeiro; 6 transcricdo em RNA viral genomico e mRNA; 7 tradug¢do em
poliproteinas env, gag e gag-pol; 8 montagem; 9 brotamento; 10 maturagdo

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA O TRATAMENTO
DA INFECCAO POR HIV

O ciclo de replicagdo do HIV apresenta diversos eventos exclu-
sivamente relacionados a componentes virais, que podem ser utili-
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zados como alvos para interven¢do quimioterdpica®. Os compostos
disponiveis atualmente como farmacos anti-HIV atuam na inibicéo
no sitio de ligagdo da enzima transcriptase reversa®, na inibi¢do
alostérica da transcriptase reversa® ou na inibi¢do “competitiva” da
protease*. Uma eficdcia clinica efetiva foi alcangada com a combi-
nacgdo de diferentes inibidores de transcriptase reversa e inibidores
de protease. Entretanto, a euforia inicial com o avango terapéutico
foi rapidamente desfeita frente a velocidade do aparecimento de ce-
pas resistentes a diferentes combinagdes dos farmacos disponiveis®'.
A resisténcia viral a terapia anti-HIV disponivel torna imperativo o
rapido desenvolvimento de inibidores das enzimas alvo, RT e PR,
novos e eficientes, assim como de farmacos que atuem em outros
pontos do ciclo de replicagio viral.

Inibidores de transcriptase reversa

A auséncia de uma enzima andloga a RT em células humanas e o
conhecimento prévio de inibidores de RT, utilizados no tratamento
de retroviroses animais tornaram a inibi¢ao da RT o alvo terapéutico
6bvio para o tratamento da infec¢do por HIV*. Um destes inibidores,
0 AZT sintetizado inicialmente como um agente antitumor e apre-
sentando atividade antiretroviral contra virus de leucemia em murinos,
demonstrou atividade inibitdria contra HIV-1 in vitro e tornou-se o
primeiro farmaco a ser aprovado para o tratamento da AIDS e condi-
¢des relacionadas a ela®. Este sucesso inicial estimulou a avaliagdo
da atividade anti-HIV de diversos andlogos de nucleosideos, descri-
tos ou recém sintetizados, o que resultou na aprovagdo de cinco
inibidores de RT nucleotidicos/nucleosidicos (NRTIs)*.

O dominio catalitico da transcriptase reversa, o heterodimero p66/
p51, chamado dominio “palma”, apresenta dois sitios de ligacdo que
podem ser considerados alvos para interven¢do quimioterdpica: o
sitio de ligagdo do substrato, local de atuacdo dos inibidores de RT
nucleotidicos/nucleosidicos (NRTIs) e um sitio de ligagdo alostérico,
onde atuam os inibidores de RT ndo nucleosidicos (NNRTIs)¥.

Os seis NRTIs disponiveis para o tratamento da infec¢do por
HIV, zidovudina (AZT, 1), didanosina (ddl, 2), zalcitabina (ddC, 3),
stavudina (d4T, 4), lamivudina (3TC, 5) e abacavir (6), atuam de
forma similar a outros agentes antivirais. Estes firmacos precisam
sofrer fosforilagdo intracelular que os converte e sua forma 5’-
trifosfato, a qual atua como um inibidor competitivo ou um substrato
alternativo da RT*. Se o inibidor for incorporado a cadeia de DNA,
torna-se impossivel a continuidade do crescimento desta. Assim, 0s
NRTIs atuam como terminadores de cadeia®.

O ponto chave para a atividade anti-HIV dos andlogos de
nucleosideos € a etapa inicial de fosforilagdo por cisases intracelulares
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(Esquema 1). Andlogos de nucleosideos que ndo apresentam a capa-
cidade se serem convertidos em nucleotideos serdo fatalmente inati-
vos contra HIV3!'. Com o objetivo de contornar este problema foram
desenvolvidos novos andlogos aciclicos fosforilados de nucleotideos
como PMEA (7) e PMPA (8). Estes derivados necessitam apenas
duas etapas de fosforilacdo para serem convertidos nos trifosfatos
ativos que atuam como terminadores de cadeia®.
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Esquema 1. Fosforilagdo intracelular do AZT

A avaliagdo farmacolégica em cultura de células, modelos ani-
mais e em humanos, demonstrou a alta poténcia e seletividade de
PMEA (7) e PMPA (8)*'. A baixa biodisponibilidade por via oral
destes compostos faz necessdria a sua administragdo como pro-
farmaco. Entre os derivados sintetizados, o bis(POM)PMPA (9) al-
cangou estagio avancado em ensaios clinicos (o derivado (9) foi apro-
vado pelo FDA para o tratamento da infec¢do por HIV em outubro
de 2001).
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No final da década de oitenta, dois compostos, HEPT (10) e TIBO
(11) foram identificados como potentes protétipos anti-HIV em pro-
gramas de selecdo em cultura de células infectadas***. Posterior-
mente, foi verificada a alta poténcia e especificidade destes compos-
tos na inibi¢do da RT de HIV-1%%. A descoberta destes novos
inibidores estimulou o rastreamento de novos compostos com ativi-
dade semelhante, o que resultou na identifica¢do de nevirapina (12)*,
piridinonas como L-697,661 (13)*, bis(heteroaril)piperazinas (BHAP)
como U-90152 (delavirdina, 14)*, TSAO-m°T (15)*, loviride (16),
além de compostos estruturalmente derivados de HEPT (10) e TIBO
(11), como MKC-442 (17)*! e tivirapina (18)%, respectivamente.

Estes derivados foram qualificados como inibidores de
transcriptase reversa nao nucleosidicos (NNRTI), com base em sua
capacidade de interacdo especifica com a RT de HIV-1. Atualmente,
mais de trinta classes distintas de compostos, apresentando esta ati-
vidade farmacoldgica, foram identificadas. Trés destes compostos,
nevirapina (Viramune®) (12), delavirdina (Rescriptor®) (14) e
efavirenz (Sustiva®) (20), foram aprovados para o tratamento da in-
fec¢do por HIV®.
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A principal vantagem dos NNRTI sobre os inibidores
nucleosidicos da RT é que ndo necessitam de uma etapa inicial de
ativacdo intracelular, i.e. fosforilagdao®. Os NNRTIs ndo interagem
com o sitio ativo da RT, mas sim com um sitio de ligacdo alostérico,
localizado a aproximadamente 10000pm de distancia do sitio
catalitico®®. Embora os NNRTIs sejam quimicamente diversificados,
vérios estudos cristalograficos t€ém demonstrado que estes compos-
tos apresentam o mesmo modo de ligagdo a RT. A ligacdo dos
NNRTTs ao seu alvo leva a um reposicionamento da folha B, locali-
zada na subunidade p66, especialmente dos residuos de tirosina 181
e 188 além dos residuos cataliticos de dcido aspdrtico, o que inativa
a RT%. Estes dados sugerem que estes derivados fixam a enzima em
uma conformacao inativa. Segundo estudos de modelagem molecular,
diversos NNRTIs como oi-APA R 89439, loviride (16), 8-cloro-TIBO,
R86183 tivirapina (18), 9-cloro-TIBO R82913 (19), nevirapina (12)
e delavirdina (14) mantém uma conformac@o bastante similar, tipo
“borboleta”, atuando como doadores de elétrons T a cadeias laterais
de amino 4cidos arométicos ao redor do sitio de ligagdo™.

Em virtude dos NNRTIs apresentarem praticamente 0 mesmo
modo de ligacdo a RT, muta¢des que levam a resisténcia a farmacos
desta classe, como a substitui¢do da Tyr 181 por Cys, inviabilizam a
terapia com outros NNRTTIs, devido a resisténcia cruzada®’.

Inibidores de HIV protease

Como descrito anteriormente, a HIV PR ¢ a responsavel pelo
processamento das poliproteinas gag e gag-pol, levando a formacao
das proteinas estruturais e funcionais do virus*®. A inativag¢do da PR,
em estudos de mutagénese sitio dirigida® ou pela utilizacdo de
inibidores de protease®, demonstrou a incapacidade das particulas
virais formadas de se replicar, produzindo, apds a etapa de
“brotamento”, apenas virions ndo infectivos. Estes estudos sustenta-
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ram a hipédtese de que inibidores especificos de HIV PR poderiam
prevenir a formagdo de virions infectivos a partir de linfécitos T
infectados, o que resultaria em um efeito terapéutico anti-viral
significante®.

Entre os diversos inibidores de HIV-1 PR desenvolvidos, os com-
postos saquinavir (Ro 31-8959, Invirase®) (21), indinavir (MK-639,
Crixivan®) (22), ritonavir (ABT-538, Norvir®) (23), nelfinavir (Ag-
1343, Viracept®) (24), amprenavir (VX-478, Agenerase®) (25) e
lopinavir (ABT-378, Kalera®) (26) foram aprovadas em diversos
paises para comercializagdo como farmacos tteis no tratamento da
AIDS*.
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As proteases retrovirais pertencem a familia das proteases
aspdrticas, que apresentam residuos deste amino 4dcido em uma re-
gifio altamente conservada do sitio catalitico®. Ao contrdrio de
proteases asparticas “ndo virais”, estruturas apresentando geralmen-
te mais de 300 amino 4cidos™, as proteases aspdrticas retrovirais
possuem menos do que 130 residuos de amino 4cido, e apresentam
pouca homologia com as proteases ndo virais ou mesmo com outras
proteases virais®. A expressdo do gene pol do HIV em Escherichia
coli demonstrou a atividade autocatalitica da por¢do da protease
inserida na poliproteina gerada, levando a liberacdo de um peptideo
de 99 amino 4cidos, que foi posteriormente purificado, permitindo a
sua caracterizagdo bioquimica®”. Estudos de modelagem molecular
sugeriram que a protease de HIV poderia formar estruturas com ta-
manho equivalente ao das proteases ndo virais, através da dimerizacao
de suas subunidades de 99 amino acidos, e que cada mondmero for-
neceria uma triade catalitica Asp-Thr-Gly para o sitio ativo, localiza-
do na interface entre as subunidades®. Estes resultados foram poste-
riormente confirmados por estudos cristalograficos da enzima, que
demonstraram que a HIV PR se apresenta como um homodimero
contendo, em sua forma ndo ligada, um eixo de simetria C,*, que é
perturbado quando a enzima se liga a um substrato ou um inibidor
assimétrico®. As regides amino e carboxi terminal dos monémeros
sdo as responsdveis pela estabilizaciio da estrutura dimérica da HIV
PR. Estas regides apresentam-se na forma de folhas 3, que se entre-
lagam de forma antiparalela®. A HIV PR apresenta duas “abas” que
podem se movimentar cerca de 700pm, em relagio a posi¢do inicial,
permitindo a entrada do substrato e ligando-se a este, contribuindo
assim para a interacio enzima-substrato®.

O desenvolvimento racional de inibidores de HIV PR teve inicio
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Figura 3. HIV-protease

com o estudo da especificidade da enzima pelo substrato® e proposi-
¢do do seu mecanismo de acdo®. A substitui¢io de uma ligagio
amidica de um substrato conhecido por uma ligac@o nao hidrolizdvel
poderia, a priori, levar & obten¢@o de inibidores eficazes®. O
processamento dos substratos naturais da HIV PR, as poliproteinas
gag e gag-pol, envolve a clivagem em apenas oito pontos, sugerindo
uma alta especificidade da PR quanto a seqiiéncia primdria de seus
substratos®. Trés pontos de clivagem nos substratos naturais envol-
vem o reconhecimento da seqiiéncia Ser(The)-Xaa-Yaa-Phe(Tyr)*Pro
(* indica o ponto de clivagem). Outros pontos de clivagem sdo me-
nos especificos conservando, entretanto, residuos hidrofébicos nas
posicdes P1 e P1°. Estudos sistemadticos sobre os requisitos estrutu-
rais para os residuos P1, P2, P3, e P2’ foram realizados**%. Destes
dados, concluiu-se que um modelo adequado para o desenvolvimen-
to de um inibidor deveria apresentar um residuo pequeno e hidrofilico
em P4, grupamentos grandes de polaridade varidvel em P3 e P3’,
Asn ou residuos hidrofébicos em P2, residuos hidrofébicos ou
anidnicos em P2’ e grupamentos hidrofébicos em P1 e P1’. Adicio-
nalmente, estes estudos indicaram que o sitio catalitico pode acomo-
dar até um heptapeptidio, o que compreende os residuos P4 a P3’%.

ASP 25 Asp 25'

%
;
C

- N
—le50 lle50'

P.

Py
~_ " S \—)51

w

Figura 4. Diagrama das interagoes hidrofobicas e ligacoes de hidrogénio
entre a enzima e o substrato

O mecanismo provével da hidrélise promovida pela HIV PR, se-
gundo dados de efeito isotdpico e estudos cinéticos com a variagdo de
pHY, indica que tanto Asp-25 como Asp-25’ estdo envolvidos, um resi-
duo na forma protonada e o outro na forma idnica, como representado
no Esquema 2. A hidrata¢do da amida levaria a formagdo de um inter-
medidrio tetraédrico, provavelmente com grande afinidade pelo sitio
catalitico, que poderia ser utilizado como modelo para o desenvolvi-
mento de inibidores que mimetizem o estado de transicao da hidrélise®®.

Quim. Nova

Tabela 1. Residuos de amino 4cidos adequados e ndo adequados a
interagdo com a enzima nas posigdes P3, P2, P1 e P2’.

Adequado Nao adequado
P3 Gln, Cys, Tyr, Arg, Val, Pro
Asn, Asp, Glu
P2 Val, Ile, Leu, Phe, ala, Pro, Gly
Asp, Asn
P1 Tyr, Phe, Met, Leu, Glu, Arg, Ile, Val
norleucina

P2’ Ile, Ala, Leu, Trp, Phe, Gly

Aspys'

Asp,s Aspys' Asp,s

Esquema 2. Mecanismo de hidrolise da HIV PR

O primeiro protdtipo de inibidor de HIV protease foi o produto
de fermentacdo microbiolégica pepstatina®, um inibidor conhecido
de proteases aspdrticas como a pepsina. Embora a pepstatina ndo
tenha se mostrado um inibidor potente da HIV PR (K, = 1 uM), seu
andlogo acetilado, a acetilpepstatina (27), apresentou um K. da or-
dem de 35 nM™. A subunidade hidroxietileno do amino dcido ndo
usual statina, presente no derivado (27), pode ser considerado um
isdstero adequado para a ligagdo amidica e foi utilizado como base
para o desenvolvimento de inibidores que mimetizavam o estado de
transi¢do tetraédrico da hidrélise®.

Diversos inibidores de HIV protease foram desenvolvidos pos-
teriormente utilizando grupamentos como hidroxietileno,
diidroxietileno ou difluorocetonas, entre outros, como isosteros de
amida’$87172_ O isGstero ndo hidrolizdvel de amida mais simples, a
amida reduzida (alquil amina), ndo demonstrou ser um grupamento
adequado para inibidores de HIV PR3, Como para outras proteases
aspdrticas, a configuragdo absoluta das hidroxilas é fundamental para
a atividade inibitéria da HIV PR. Inibidores apresentando o dlcool
secunddrio com configuragdo S apresentaram poténcia farmacoldgica
mais elevada que seu isdmero R%.

Acetilpepstatina (27) Ki=0,035yM

O desenvolvimento do saquinavir (21) pelo grupo Hoffmann-La
Roche*, o primeiro inibidor de HIV PR aprovado, baseou-se na uti-
lizagdo do grupamento hidroxietileno e na especificidade da HIV
PR por ligacdes Phe-Pro e Tyr-Pro. Estudos enzimdticos permitiram
concluir que a configuracdo R inesperada para o grupamento
hidroxietileno era a mais adequada para a atividade bioldgica, assim
como o comprimento minimo do iséstero era de trés residuos de
amino dcidos em direcéio ao N-terminal e dois amino dcidos em dire-
¢do ao C-terminal. O aumento mais significativo na poténcia
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farmacoldgica foi alcangcado pela substitui¢do da prolina por

(S,S,S)decaidroisoquinolina-3-carbonil (DIQ). O composto resultan-

te, Ro 31-8959 (21) mostrou uma alta seletividade, inibindo menos

de 50% das proteases aspdrticas humanas. O composto foi posterior-

mente submetido a testes clinicos e aprovado pelo FDA em 1995.
substituigdo isostérica

do grupamento amida por
hidroxietileno

()

N
NH" ¢
o — b N

O NH OH

NH, j& O

seqiiéncia parcial do substrato natural da l
HIVPR: Asn-Phe-Pro-Ile

~
\ HH 1
NZNN NHZEN
(6] o
NH,

Saquinavir (21)

Esquema 3. Desenvolvimento do saquinavir (21) a partir da segiiéncia da
poliproteina gag-pol. O esqueleto em comum entre as estruturas é
representado em negrito

O grupo de pesquisas da Abbott desenvolveu o ritonavir (23)
baseado na premissa de que compostos contendo um eixo de sime-
tria C, apresentariam uma complementaridade estrutural adequada
com a enzima que contém da mesma forma um eixo de simetria C,
levando assim a uma poténcia farmacoldgica adequada’™. Compos-
tos com eixo de simetria C,, por mostrarem uma menor relagdo es-
trutural com peptideos, apresentariam ainda uma melhor estabilida-
de metabdlica in vivo e uma menor afinidade com enzimas huma-
nas*. Assim, foram sintetizados o hidroxietileno A-74704 (28) e o
diidroxietileno (29), que embora fossem inibidores potentes em cultu-
ras de célula, ndo apresentaram resultados satisfatorios in vivo quan-
to a seletividade enzimadtica frente a outras proteases aspdrticas e
biodisponibilidade*. Posteriormente, Dreyer e colaboradores™ de-
monstraram, através de estudos cristalograficos, que inibidores si-
métricos ligavam-se a HIV PR de forma assimétrica, o que desviou o
programa de pesquisas do conceito original dando origem ao deriva-

@

A-74704 (28)
1C50=0,18uM

(6] ; OH A o

A-75925 (29)
1C50=0,14uM
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do assimétrico A-80987 (30) e, posteriormente, ABT-538 (ritonavir)
(23)” aprovado pelo FDA em 1996.

Trés outros inibidores de protease foram aprovados para o trata-
mento da infec¢@o por HIV*: indinavir (22) desenvolvido pela Merck
e aprovado em 1996, nelfinavir (24) da Augouron, o primeiro inibidor
de HIV PR aprovado para uso pedidtrico em 1997, o amprenavir
(25) desenvolvido pela Glaxo e aprovado pelo FDA em 1999 e, mais
recentemente, o lopinavir (26) da Abbott aprovado em 2000.

A andlise por difratometria de raios-X dos complexos entre os
diversos inibidores descritos e a HIV-1 PR demonstraram que estes
compostos apresentam como caracteristicacomum a presenga de uma
molécula de dgua na rede cristalina, formando ligacdes de hidrogé-
nio com a enzima e o inibidor’. Nos cristais estudados, esta molécu-
la de 4gua promove o contato entre os 4tomos de oxigénio carbonilicos
na porc¢do P2/P1° dos inibidores e os grupamentos amida de Ile50/
ile50” da “aba” presente na enzima’” (Figura 4).

Estes estudos inspiraram a concepc¢do de inibidores contendo
grupamentos capazes de mimetizar as interacdes da molécula de dgua
com a enzima’®, como os derivados DMP-323 (31) e DMP-450 (32)”.
Nestes compostos, pertencentes a classe das uréias ciclicas, o resi-
duo diidroxietileno, contido nos anéis de sete membros, pode interagir
via ligagdes de hidrogénio com os amino dcidos da enzima’.

r@ﬂlﬂ
O

H,N )OL NH,
Oy

DMP-450 (32) IC5,=0.130y M

HO /
HO OH

DMP-323 (31)IC4)=0.057yM

Inibidores da integrase

A integracdo do DNA viral no cromossomo hospedeiro consiste
em um processo essencial no ciclo de reprodugdo do HIV®, A HIV-1
integrase (IN) € uma enzima de 32 kDa que promove a integra¢do do
DNA viral em um processo de duas etapas. A primeira etapa, chamada
de processamento 3’°, consiste na remocio de dois nucleotideos das
terminacoes 3’ do DNA viral. No passo seguinte, chamado de transfe-
réncia de fita de DNA, duas transesterificacdes integram as termina-
¢des do DNA viral no cromossomo hospedeiro®'. A integrase (IN)
contém trés dominios, o0 dominio N-terminal (residuos de amino &ci-
dos 1-50), onde se encontram dois residuos de histidina e dois de
cisteina que promovem a ligacdo com Zn(II). O dominio “cerne” (re-

@AO*EEN%*O “]

O N
@ N

A-80987 (30)
1C50=0.22uM

Ritonavir (23) 1C5,=0,025yM
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siduos de amino 4cidos 50-212) contendo os sitios cataliticos para a
endonuclease e polinucleotidil transferase, a triade acida Asp 64, Asp
116 e Glu52, onde se ligam Mn(II) ou Mg(Il), chamada de “motriz
DDE”. O dominio C-terminal (amino acidos 213-288) contém residu-
os de amino 4cidos bdsicos e liga-se a0 DNAZ.

A estrutura de cada um dos dominios da IN foi obtida com alta
resolu¢do por RMN (dominios N- e C-terminais) e cristalografia de
raios-X (dominio cerne)®. Embora cada um destes dominios forme
separadamente uma estrutura dimérica, € provavel que a enzima com-
pleta seja ativa na forma de um tetrdmero ou mesmo um octimero®.

Testes rapidos e sensiveis estdo disponiveis para a avaliacdo da
atividade inibitdria sobre a HIV-IN. A enzima pode ser obtida em
quantidade suficiente a partir de tecnologia de DNA recombinante®*.

Embora vdrios compostos, estruturalmente diversificados, apre-
sentem atividade inibitéria sobre a enzima isolada, apenas poucos
apresentam-se ativos contra o HIV em testes em cultura de células®.
Entre esta colecdo restrita, apenas os derivados dicetodcidos como
SCITEP* (36) e L.-731-988 (37)¥ tiveram sua acéo antiviral atribu-
ida especificamente a inibicdo da integrase. Aparentemente, estes
compostos t€m a capacidade de prevenir o processo de integracio
mesmo apds a formacdo do chamado complexo pré-integrativo, for-
mado pelo DNA viral, integrase e outras protefnas virais. Os com-
postos inativos em cultura de células inibem a integrase apenas antes
da formac@o deste complexo nucleoproteico®’.

Entre os compostos com atividade inibitdria da integrase descri-
ta, alguns tiveram seu sitio de ligagdo estabelecido como o derivado
nucleotidico AZT monofosfato (AZTMP, 33), que se liga a trés resi-
duos de lisina (K156,159 e 160) presentes no cerne da enzima e
responsdveis pela ligagdo com DNA®¥. Compostos dinucleotidicos

Hy H, N
Q N =N
d N_ /SN )
o B\
0 ort! Qﬁ» o AW
C] HN CH; O—| NH o
2 NH,
. 0® Uy |
0= 07> N o N/‘ 7 N
00 00©
0 o=" O)\N i )\]\

(33) (34) (35)
1C50=150uM 1C50=3uM 1C5=25uM
(inibigdo enzimitica) (inibigao enzimitica)

H
N
I N=N
NH
J Ny
Cl HO

(36) 37
IC50=2.3uM

(inibigdo enzimitica)

0]
MOH
/N ( S
oy

/N\

H;cO OC

(3
H; CO
(38)

1C50=0,73uM

(inibigdo enzimitica) (39) “0)

1Csp=62uM 1C50=60uM
o_ _OH oH
o
HO o
o oH
o]
HO HO” N0
“n

1C50=0.8uM
(inibigdo enzimitica)
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como pdApdC (34) e isodinucleotidicos como pisoApdC (35) sdo
capazes de se ligarem a este mesmo sitio, deslocando o DNA®.
Estudos cristalograficos demonstraram a liga¢do do derivado
SCITEP (35) em um sitio diferente dos derivados nucleotidicos, o que
acarreta no deslocamento do “motriz DDE” e do sitio de ligagdo com
o DNA, com conseqiiente inibi¢do da enzima®. A quela¢do com me-
tais divalentes Mg(Il) e Mn(II) no sitio catalitico da integrase é o pro-
véavel modo de ligagdo dos derivados aromdticos hidroxilados como a
diidrazida (38), o lamelarina o 2-sulfato (39) e o derivado (41)%,

Inibidores da adsorcéo viral

O primeiro composto a ter propriedades anti-AIDS reconhecida
foi a suramina®" (42). Posteriormente, foi verificado que seu meca-
nismo de acgdo era exercido através da prevencdo da ligagdo entre o
virus e a célula®. O efeito da suramina, um hexasulfonato, na adsor¢éo
viral pode ser atribuido a sua caracteristica polianidnica. A suramina
foi também o primeiro composto a ser testado clinicamente, demons-
trando uma redugdo expressiva nos niveis plasmdticos de virus apds
injecéo i.v.”. Entretanto, apds descontinuidade da terapia a carga
viral aumenta rapidamente. Os testes clinicos com a suramina foram
abandonados em virtude de sua alta toxidade. Adicionalmente, di-
versos compostos polianidnicos demonstraram capacidade de blo-
quear a adsorcéo viral®***. Entre eles estdo o dextran sulfato (43) e
poli-naftaleno sulfonato (44). O tltimo composto, conhecido como
PRO 2000, encontra-se em testes clinicos para terapia anti-HIV.

SO;Na SO;Na

g o0 5

CH
3 H 3C

Sumarina (42) IC5;=32 M

e

o O o
0805 so$

n

(43) 1Cy=10 mg/mL (44) 1C5=1 mg/mL

Inibidores da fusao virus-célula

O processo de fusdo virus-célula, mediado pela proteina TM
(gp41), pode ser inibido por albuminas negativamente carregadas®
como Suc-HSA (albumina sérica humana succinilada) e Aco-HSA
(albumina sérica humana aconitilada), além de derivados do acido
betulinico como RPR 103611 (45) e pentafuside T20%7, um peptidio
correspondente a uma regido de 36 amino 4cidos da TM.

Outros inibidores tipicos de fusdo sdo as biciclamas como JM
3100% (46). Estes derivados apresentam dois grupamentos ciclama
unidos por uma ponte aromadtica ou alifatica. O derivado JM 3100
(46) inibe a replicacdo celular em concentragdes nanomolares, atra-
vés de ligacdo especifica com os coreceptores CXCR4”.

Inibidores do descapeamento viral

Compostos da classe das 2,2’-ditiobisbenzamidas (DIBAs)'®
como (47) e (48) apresentam a capacidade de ligacdo com a proteina
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HN o~~~ )
N co,

(45)
1C50=0,054M

IM3100
(46)
1C50=0,042uM

NC (p7)', interferindo assim tanto na fase de desencapeamento
quanto na montagem do virus, etapas do ciclo de replicacdo viral
onde a protefna p7 tem papel relevante.

O NH HN ~0
: : i : CH
(48)

ICsp=6uM

3

DIBA (47)
1C50=8uM

Inibidores da transcricdo do DNA pré-viral

Entre os compostos capazes de interferir com o processo de
transativacdo da Tat estdo a benzodiazepina Ro 5-3335 (49) e seu
precursor sintético, o derivado (50)'!. Estes compostos, chamados
de antagonistas de Tat, ndo interferem diretamente na protefna viral
Tat, mas em outros fatores celulares que estdo envolvidos no proces-
so de transativagido®’.

[¢]
NH

- 0

cl _N Cl
/> NH
NH _
Ro 5-3335 (49) (50)
IC50=1uM 1C50=0,62uM

Inibidores da traducao de mRNA viral

Oligonucleotideos que se hibridizam especificamente com se-
qiiéncias definidas de mRNA viral podem interferir no processo de
sintese de protefnas virais. GEM91, um 25-mer oligodeoxinu-
cleotideo, complementar ao sitio de iniciacdo de tradu¢do do mRNA
viral®’, ¢ um exemplo de estrutura capaz de inibir a tradu¢ao. O mai-
or problema relacionado com a utilizacéo deste tipo de composto é
sua baixa capacidade de penetragdo celular.
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CONCLUSOES

Diversas etapas do ciclo replicativo do HIV foram identificadas
como alvos para intervengdo farmacoldgica. Assim, varios compos-
tos sdo candidatos a fairmacos terapeuticamente tteis, uma vez que
inibem as etapas do ciclo de replicacdo viral. Entretanto, apenas
inibidores de trascriptase reversa e protease estdo disponiveis como
farmacos para a terapia anti-HIV. A terapia combinada de NRTIs,
NNRTIs e inibidores de protease, o notdrio “coquetel” anti-AIDS,
permite manter niveis extremamente baixos ou mesmo indetectaveis
de particulas virais circulantes, o que estd diretamente relacionado
com o desenvolvimento da AIDS'®?. Apesar deste avanco terapéutico
efetivo, que permitiu o aumento da expectativa de vida de pacientes
soropositivos, a cura da AIDS ainda ndo foi alcancada, uma vez que
virus residentes em linfécitos T de “memoria” ndo sdo erradicados
através da terapia disponivel. Estes virus latentes se replicam conti-
nuamente, quando na descontinuidade da terapia ou no surgimento
de mutacdes que confiram a estes resisténcia aos farmacos utiliza-
dos. Assim, o desenvolvimento continuo de farmacos ativos contra
cepas de HIV resistentes aos quimioterdpicos disponiveis bem como
a obtencdo de agentes anti-HIV que atuem por outros mecanismos
de acdo se faz necessdrio e urgente.
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