74

Gongalves, R. S. B.;
Ferreira, M. L.; Ventura,
M. T.; Peralta, M. A.;
*De Souza, M. V. N.

Instituto de Tecnologia em
Féarmacos-Far-Manguinhos,
Fundagao Oswaldo Cruz,
Rua Sizenando Nabuco, 100,
Manguinhos, 21041-250,
Rio de Janeiro, RJ

*Correspondéncia: E-mail:
marcos_souza@far.fiocruz.br

Unitermos
Triterpenos, inibidores de
fuséo, virus VIH.

Key Words
Triterpenes, fusion inhibitors,
virus HIV.

Triterpenos como Inibidores de
Fusao: Uma Nova Estratégia no
Combate ao Virus HIV

Triterpenes as Fusion Inhibitors: A New
Strategy Against HIV Virus

Resumo

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) é uma das doencas mais
assustadoras no mundo. Inimeros esforgos tém sido realizados na descoberta
de novos agentes terapéuticos, capazes de combater o VIH-1 (Virus da
Imunodeficiéncia Humana tipo 1). Atualmente, a FDA (Food and Drug
Administration) tem aprovado vinte e dois medicamentos anti-SIDA,
classificados em quatro categorias; os nucleosideo-nucleotideo inibidores
da transcriptase reversa (zidovudina, abacavir, lamivudina, estavudina,
didadosina, zalcitabina, entricitabina e tenofovir), os ndo nucleosideo-
nucleotideo inibidores da transcriptase reversa (nevirapina, efavirenz e
delavirdina), inibidores de protease (saquinavir, ritonavir, lopinavir, indinavir,
nelfinavir, amprenavir, tipranavir, fosamprenavir, darunavir e atazanavir) e
os inibidores de fuséo (enfurvitida). Esta Ultima classe representa uma
promissora area de pesquisa, pois previne a entrada do virus VIH na célula
hospedeira, sendo uma importante estratégia no combate ao surgimento de
virus resistentes aos medicamentos comumente utilizados. Devido a
importancia de estratégias alternativas no combate ao virus VIH e a relevéncia
dos produtos naturais na descoberta de novos farmacos, esse artigo tem
como objetivo apresentar triterpenos antifusdo como uma promissora classe
de agentes anti-VIH.

Abstract

Acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) is one of the most frightening
diseases worldwide. Extensive effort has been spent to discover therapeutic
agents targeting the etiological agent of AIDS, human immunodeficiency virus
type 1 (HIV-1). Currently, the FDA (Food and Drug Administration) has approved
twenty two anti-AIDS drugs including nucleoside reverse transcriptase inhibitors
(zidovudine, abacavir, lamivudine, stavudine, didadosine, zalcitabine,
entricitabine and tenofovir), non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors
(nevirapine, efavirenz and delavirdine), protease inhibitors (saquinavir, ritonavir,
lopinavir, indinavir, nelfinavir, amprenavir, tipranavir, fosamprenavir, darunavir
and atazanavir) as well fusion inhibitors (enfurvitide). This last category
represents a promising strategy, due to it prevents the entrance of virus HIV in
the target cell, being an important weapon in the combat to the appearance of
resistant virus to medicines used. Due to the importance of alternative strategies
in the fight to virus HIV and the relevance of the natural products in the
discovery of new drugs, the aim of this article is to highlights triterpenes anti-
fusing as a promising category of anti-HIV agents.
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Introdugao

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) ou
Acquired Immuno Deficiency Syndrome (AIDS) é um
alarmante problema de salde publica mundial. Por
exemplo, estima-se que, em 2005, 38,6 milhdes de
pessoas eram portadoras do virus VIH (Virus da
Imunodeficiéncia Humana) ou HIV (Human
Immunodeficiency Virus), sendo esse responséavel por
cerca de 2,8 milhoes de ébitos. Esse quadro é ainda
mais grave em paises subdesenvolvidos, principalmente
na Africa SubSahariana, onde até o final de 2005,
existiam 24,5 milhdes de pessoas vivendo com HIV, ou
seja, 64% do nimero total de casos no mundo estao
concentrados nessa regiao (UNESCO, 2006). O
espectro dessa doenca ja atingiu uma dimenséo cujos
reflexos comegam a atingir o desenvolvimento
econdmico e social das nagoes, estando presente em
mais de 190 paises, com aproximadamente 95% dos
infectados presentes em paises subdesenvolvidos
(WHO, 2006).

O agente etiolégico da AIDS é o HIV, um retrovirus
gue necessita instalar-se no interior de células,
utilizando-se do material genético das mesmas para
se reproduzir. Seu alvo séo os linfécitos T do tipo CD4+
que integram o nosso sistema imunolégico. Ao atingir
estas células, o virus leva a uma descoordenagéo desse
sistema, provocando uma grave imunodeficiéncia, por
meio da qual o individuo portador torna-se mais
susceptivel a infecgdes por agentes oportunistas, como
a tuberculose (TB), por exemplo (DE SOUZA; DE
ALMEIDA, 2003). Estima-se que, em todo o mundo,
um terco dos quase 40 milhdes de pessoas que vivem
com HIV/AIDS estejam co-infectados com TB, sendo
70% desses casos, relatados em paises da Africa
SubSahariana (WHO, 2006). Sabe-se que o risco de
progresséo da infeccdo com Mycobacterium
tuberculosis, até o desenvolvimento da doenca aumen-
ta de acordo com a imunodepresséo do individuo.
Sendo assim, pessoas infectadas com HIV tém esse
risco dez vezes superior, se comparados com individuos
sadios (HARRIES et al., 2004).

O tratamento da AIDS baseia-se na terapia anti-
retroviral combinada (HAART) e, desde que foi
aprovada em 1996, essa terapia trouxe consideraveis
beneficios aos portadores da doenga, proporcionando-
lhes um maior tempo de sobrevida, reduzindo a fre-
gléncia de internacdes ocasionadas devido a
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infeccdes oportunistas, permitindo que os pacientes
tenham uma melhor qualidade de vida. Atualmente,
existem 22 medicamentos aprovados pela FDA no
combate ao HIV que atuam inibindo etapas especificas
do ciclo viral, suprimindo a replicagao do virus, o que
impede a infecgdo de novas células (FDA, 2006).
Estes se dividem em quatro classes: os nucleosideos
inibidores da transcriptase reversa (zidovudina,
abacavir, lamivudina, estavudina, didadosina,
zalcitabina, entricitabina e tenofovir) que impedem a
replicacéo do virus incorporando-se a cadeia de DNA
que sera produzida pela agdo da enzima viral
transcriptase reversa; os nao nucledsidos inibidores
da transcriptase reversa (nevirapina, efavirenz e
delavirdina) que se ligam a transcriptase reversa,
bloqueando seu funcionamento e impedindo a
producdo do DNA viral; os inibidores de protease
(saquinavir, ritonavir, lopinavir, indinavir, nelfinavir,
amprenavir, tipranavir, fosamprenavir, darunavir e
atazanavir) que atuam impedindo que novos virus
amadurecam e infectem outras células e os inibidores
de fuséo (enfuvirtida). (PECANHA et al., 2002).

Inibidores de fuséo

Trata-se de uma nova classe de farmacos anti-
retrovirais muito promissora, visto que sao capazes
de impedir a infeccdo de novas células, por nao
permitirem a entrada do virus nas mesmas (DE
SOUZA, 2004; GALLO et al., 2003). Para que se
entenda como agem esses medicamentos, é
necessario compreender os mecanismos moleculares
envolvidos no processo de fusdo do virus a célula
hospedeira (Figura 1). Ao entrar no organismo
humano e chegar a corrente sanguinea, o virus se
encontra com os linfécitos auxiliares do tipo T,
macréfagos e outras células do sistema imunoldgico,
gue expressam em sua superficie uma glicoproteina
denominada CD4. A glicoproteina externa gp120,
presente na membrana viral, interage com o CD4,
contando com o auxilio de co-receptores, que séo
moléculas de adeséao de origem celular, denominadas
CCR5 e/0ou CXCR4, que promovem a ligagdo entre
o virus e a célula-alvo. Uma vez concretizada esta
ligacéo, a glicoproteina transmembranar viral gp41
sofre uma alteragao conformacional que promove a
exposicao de um dominio hidréfobo, denominado
peptideo de fusao, permitindo assim a fusao do virus
a membrana da célula hospedeira (DE SOUZA,
2004).
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Figura 1 - Etapas que fazem com que ocorra a fusdo entre o virus e a célula hospedeira,
permitindo que o material genético viral entre na célula.
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Agp 41 se acopla com a célula, permitindo
que o material genético entre na célula.

O Unico farmaco desta classe existente no mercado
€ o Fuseon®, também conhecido como T-20, enfuvirtida
e pentafusida, que foi desenvolvido e fabricado pela
Roche Holding AG (Suica) e Trimeris Inc. (USA),
sendo aprovado pela FDA (Food and Drug
Administration) em marco de 2003 e em maio desse
mesmo ano pela Comisséo Européia (HUNTER et al.,
2000). Este é um peptideo com 36 residuos de
aminoécidos de sequéncia idéntica a da alfa-hélice
mais proxima do terminal carboxilico e da regido

Superficie da célula
hospedeira

CCRS/

O contacto gp 120-CD4 induz uma
alteragdo conformacional, possibi-
litando a sua ligag&o ao co-receptor
CCRS.

transmembranar da gp41, denominada HR2, cuja
seqliéncia pode ser representada por: CH,CO-Tir-
Tre-Ser-Leu-lle-His-Ser-Leu-lle-Glu-Glu-Ser-Gln-
Asn-GIn-Gin-Glu-Lis-Asn-Glu-GIn-Glu-Leu-Leu-Glu-
Leu-Asp-Lis-Trp-Ala-Ser-Leu-Trp-Asn-Trp-Fenil-NH,
(Figura 2) (DE SOUZA, 2005). Sendo assim, quando
uma copia dessa regiéo é introduzida no organismo,
essa se liga de modo competitivo a HR1, impedindo
que a gp41 se dobre, o que promove a inibigdo da
fuséo entre o virus e a célula-alvo (DE SOUZA, 2005).

Figura 2 - Fuseon®: o primeiro farmaco da uma nova classe de anti-retrovirais, denominada

inibidores de fusédo
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Para se ter idéia de quanto este medicamento é
inovador e promissor, um estudo realizado com 70
pessoas durante 48 semanas, demonstrou que 56%
dos pacientes tratados com 50mg de Fuzeon® por
injegao subcutanea duas vezes ao dia, em associacdo
a terapia oral convencional otimizada por testes de
resisténcia genotipica, apresentaram melhorias
significativas, com um decréscimo para menos de 400
copias de RNA de HIV-1 por mililitro de sangue. Estes
resultados permitem concluir que regimes terapéuticos
de combinagao do Fuseon® com outros compostos anti-
retrovirais sédo eficazes para ultrapassar resisténcias
adquiridas (RIMSKY et al., 1998). Além disso, um
estudo envolvendo o acompanhamento de 39 doentes
durante 3 anos demonstrou que a resisténcia primaria
ao tratamento com T-20 é um acontecimento raro
(ZOLLNER et al., 2001).

Mesmo com todos os avangos apresentados pela terapia
anti-retroviral atualmente utilizada, existem alguns
problemas relacionados ao aparecimento de cepas
resistentes do virus. Por exemplo, no Brasil, em pesquisa
realizada com 500 pacientes da Rede Nacional de
Genotipagem (Renageno) demonstrou que somente 7%
nao apresentavam resisténcia a nenhum dos anti-
retrovirais. Nos Estados Unidos, em 1998, a resisténcia
primaria a esses farmacos era igual a 3,5%, ja em 2000,
esta passou para 14%. A resisténcia pode ser
conseqUéncia ou causa da falha terapéutica. No primeiro
caso, o anti-retroviral deixa de atuar devido a falta de
adesdo do paciente ao tratamento, ja no outro a
resisténcia acontece devido a mutagdes sofridas pelo
virus, dada a frequiéncia e a consténcia de contato com
os farmacos (SBI, 2003). Tendo em vista a evolugéo da
epidemia mundial da AIDS, bem como os diversos
inconvenientes relacionados a terapia anti-retroviral
atualmente empregada, faz-se necesséario o
desenvolvimento de novos farmacos no combate ao virus
HIV.

Produtos naturais no combate ao virus HIV

A pesquisa de produtos naturais € uma importante
ferramenta no desenvolvimento de novos padroes
moleculares bioativos, servindo como modelo para criagcao
de novos anélogos sintéticos ou semi-sintéticos. Para se
ter uma idéia de quanto os produtos naturais sdo
importantes para o desenvolvimento de novos farmacos,
sabe-se que das 520 novas drogas aprovadas no periodo
de 1983 a 1994, 39% séo produtos naturais ou derivados
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e, ainda, que 60-80% das drogas antibacterianas e
anticancerigenas também sao derivadas desses (CRAGG
et al., 1997). Outro dado interessante é que dos 20
medicamentos mais vendidos em 1999, oito (simvastatina,
lovastatina, enalapril, pravastatina, atorvastatina,
augmentina, claritromicina e ciclosporina) derivam de
produtos naturais, movimentando mais de 16 bilhdes de
ddlares nesse mesmo ano (HARVEY, 2000).

Atualmente, existem relatados na literatura inimeros
estudos mostrando produtos naturais com atividade anti-
retroviral, tendo como origem as mais diversas fontes
(SINGH et al., 2005), como plantas, fungos, bactérias e
organismos marinhos (JUNG et al., 2000). Esses
produtos tém demonstrado um grande potencial
principalmente no desenvolvimento de novos quimio-
terapicos, devido sua baixa toxicidade e sua atividade
especifica. Dentre as diversas moléculas promissoras
existentes, destaca-se a Calanolida A (Figura 3), uma
cumarina extraida a partir de vérias espécies de plantas
do géneroCallophy llum. Esta se encontra em fase Il de
testes clinicos, enquadrando-se no grupo dos néo-
nucleosideos inibidores da transcriptase reversa.

Figura 3 - Calanolida A, uma promissora
cumarina em fase |l de testes clinicos

HiC,  CHs CH;

HaC v OH

A partir da necessidade do desenvolvimento de novas
terapias contra o HIV e tendo em vista a importancia
dos produtos naturais para tal, o objetivo dessa
revisdo é divulgar o estudo de triterpenos como
possiveis inibidores de fusao.

Triterpenos como agentes antifusédo

Os triterpenos constituem uma promissora classe
de compostos anti-HIV (SUN et al., 2003) que,
devido a seus promissores resultados no combate a
replicagao viral, vem recebendo especial atencao da
comunidade cientifica (HUANG, 2002). Esses
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referidos compostos sdo capazes de atuar em
diferentes etapas do ciclo de replicacao viral (SUN
et al, 2002), como na maturagao (KANAMOTO et
al., 2001), na transcriptase reversa (SUN et al, 2003)
e na fuséo entre o virus e os linfocitos (HOLZ-SMITH
et al., 2001). Os primeiros triterpenos a apre-
sentarem atividades anti-HIV foram os éacidos
betulinico e platénico (Figura 4), que ocorrem em
Syzigium claviflorum (Myrtaceae), exibindo atividade
inibitoria contra a replicagédo do virus HIV-1 em
células linfocitéarias H9 com valores de EC_,
(atividade anti-HIV) de 1.4 € 6.5 uM e valores de Tl
(indice Terapéutico) de 9,3 e 14, respectivamente
(FUJIOKA et al., 1994). Posteriormente, outros
triterpenos anti-HIV foram identificados, como o
&cido oleandlico (Figura4), EC_ = 3.7uMe Tl 12,8,
isolado de diferentes plantas, como a Rosa woodsii
(Rosaceae), Prosopis glandulosa (Leguminosae),
Phoradendron juniperinum (Loranthaceae), Syzigium
claviflorum (Mirtaceae), Hyptis capitata (Lamiaceae)
e Ternstromia gymnanthera (Theacea) (KASHIWADA
et al., 1998). Dois outros triterpenos apresentam
também atividade anti-HIV, o acido pomoélico, EC,
=3.0uM e Tl 16,3 e o 4cido ursolico, EC, | = 4,4
uM e TI 3,3 (Figura 4), os quais séo isolados a partir
da Prosopis glandulosa, Phoradendron juniperinum,
Syzigium claviflorum e Hyptis capitata (KASHIWADA
et al., 2000).

Figura 4 - Triterpenos naturais capazes de
impedir a interagdo do virus HIV-1 no
processo de fusé@o a célula hospedeira

X = CH, ACIDO BETULINICO
X =0 ACIDO PLATANICO
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Com o objetivo de se obter novos farmacos, diferentes
anélogos foram sintetizados e avaliados. Estes analogos
normalmente séo realizados via hemisintese a partir
do triterpeno, sendo as modificagdes comumente
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realizadas na hidroxila em posicdo C-3 e no &cido
carboxilico em posicéo C-17 (Figura 5). Um importante
triterpeno hemisintético, conhecido como RPR 10361
(Figura 5), € um composto de baixa massa molar ndo
peptidico capaz de interagir com a gp 41 (LABROSSE
et al., 2000), bem como estabilizar o complexo gp120-
gp41 (LABROSSE et al., 1997), blogueando assim a
infecgéo viral em concentracdes inferiores a 10 nM.
Seu estereoisomero, o IC9564 (Figura 5), € também
um potente inibidor de fus&o, capaz de atuar na gp120
viral (HOLZ-SMITH et al., 2001).

Figura 5 - Triterpenos hemisintéticos com
potente atividade antifuséo

Devido aos bons resultados do RPR103611 e IC9564
(Figura 5), analogos deste composto tém sido
sintetizados. Como exemplo, podemos citar a
obtencéo do dihidro 1C9564 (Figura 6), que é
preparado via hemisintese a partir do acido
betulinico (SUN et al., 2003) que, apds hidrogenacgao
da dupla ligacéo, acetilagdo da hidroxila em posicéo
C-3, em presenca de anidrido acético e formagao
do cloreto de acila em posicdo C-28, utilizando-se
cloreto de oxalila, fornece o intermediario 9. O
acoplamento sob condigbes basicas entre os
intermediarios 9 e 10 (HOLZ-SMITH et al., 2001),
seguido da desprotegao dos grupos acetila e benzila
em presenga de hidréoxido de soédio, fornece a
molécula alvo, dihidro IC9564 (Figura 6). A avaliagao
antifuséo do composto dihidro IC9564, EC_ = 0,33
UM, em células infectadas H9, mostrou ser
equipotente ao 1C9564, EC_ = 0,4 uM, indicando
que a dupla ligacéo do grupo isopropilideno poderia
nao ser importante para a atividade bioldgica. No
entanto, o seu intermediario precursor protegido
apresenta um EC_ > 28 uM, o que indica a
importéncia da hidroxila (C-3) e do &cido carboxilico
(C-28) livre para a atividade bioldgica.
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Figura 6 - Esquema da hemisintese do dihidro 1C9564

Um outro exemplo de andlogos do RPR103611 e IC9564
(Figura 5) séo os compostos 17-19 (Figura 7) (SUN
et al., 2002), obtidos via hemisintese a partir do acido
betulinico e de maneira similar ao descrito no esquema
da Figura 6. Apds o acoplamento em condigoes bésicas
entre o triterpeno 9 e os fragmentos 11, 12, e 13,
foram obtidos os intermediarios 14-16 (Figura 7), que
seguido da saponificacédo do éster em presenca de
hidréxido de sédio, acoplamento peptidico e finalmente,
desprotecao do éster em presenca de hidréxido de

1) Hy Pd-C
2) Acs0
3)(COCT),

HzN
Vi \fv){i\u €O0Bn
H

10 OH
DMAP, K5CO3, EtN, piriding, CHCla

2) 4N NaOH, THF, MeOH

sédio produz os analogos 17-19 (Esquema 2). Estes
analogos foram avaliados quanto a sua atividade
antifusdo em células infectadas H9, com o composto
17, apresentando perda de atividade EC_; > 28 uM
em relagdo aos compostos RPR103611 (0,33 uM) e
IC9564 (0,4 uM) (Figura 5). No entanto, os
compostos 18 e 19 apresentaram um aumento na
atividade antifusdo com os EC, de 1,1 e 0,33 uM,
respectivamente, indicando a importéancia do nimero
de atomos de carbono da cadeia lateral.

Figura 7 - Triterpenos hemisintéticos andlogos do RPR103611 e 1C9564

DMAP, K;C03, EGN,
piridina, CHCly

2) Ester Metilico L-Leucina

1) 4N NaOH, THF, MeOH
EDC, HBOT, CHCl,

3) 4N NaOH, THF, McOH
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Além de sua promissora atividade como agentes
inibidores de fuséo, os derivados do acido betulinico
também podem atuar em diferentes etapas do ciclo
de replicacao do HIV. Como exemplo, podemos citar o
PA-457 (Bervirimat) (Figura 8), que pode ser
considerado o primeiro farmaco de uma nova classe
de medicamentos contra o virus HIV: os inibidores de
maturagdo, capaz de inibir o Ultimo estégio do ciclo
reprodutivo do virus HIV (Ll et al., 2003). Esse produto
natural vem sendo desenvolvido pela Panacos
Pharmaceuticals, e se encontra em fase Il de testes
clinicos (COHLAN, 2006).

Figura 8 - PA-457, derivado do &cido betulinico
capaz de inibir a maturagéo do virus HIV

PA-457

Um ensaio preliminar em humanos, relatado em
agosto de 2005, mostrou que o PA-457 reduziu em
10 vezes o HIV presente no sangue, em apenas
algumas horas. Em breve, também seré ensaiado
em combinagéo com outros farmacos contra o HIV
e testado, num ensaio controlado por placebo, em
48 pacientes cujos tratamentos estao em faléncia.
No entanto, estima-se que esse farmaco esteja
disponivel no mercado somente em 2009
(COHLAN, 2006). Tendo em vista esse contexto,
pode-se concluir que triterpenos naturais e sinté-
ticos sdo uma classe de compostos capazes de
atuarem como inibidores de fuséo, representando
uma moderna estratégia no combate a replicacéo
viral, impedindo que o virus infecte as células e
nem sequer inicie a infecgdo destas. Essa estratégia
vem apresentando promissores resultados,
recebendo destaque como uma nova geracgdo de
farmacos anti-HIV.
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