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Efeito do fator de crescimento do nervo (NGF) sobre a replicagdo do HIV-1 em
células primarias humanas.
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Diego Queiroz Rodrigues

O virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), agente etiolégico da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), representa um dos patdogenos de maior
interesse clinico das Ultimas décadas. Durante a infec¢édo pelo HIV-1 muitas células
CD4" morrem; enquanto outras, como os macréfagos, sobrevivem e sustentam a
replicacdo do HIV-1 por longos periodos, transformando-se em reservatoérios virais.
Desta forma, o reconhecimento de fatores que possam manter esses reservatorios
celulares vivos e influenciar a replicagdo do HIV-1 é uma das maiores tarefas para o
desenvolvimento de uma estratégia terapéutica mais eficaz. Uma vez demonstrado
que a infeccdo pelo HIV-1 aumenta a secrecdo do fator de crescimento do nervo
(NGF) e que esta molécula é crucial para a sobrevivéncia de macréfagos, nos
analisamos se o NGF poderia modular a replicagdo do HIV-1 em PBMCs e
macrofagos e o0s mecanismos relacionados a esse fendmeno. Células
mononucleares de sangue periférico (PBMCs) e macréfagos infectados in vitro com
HIV-1 foram tratadas com NGF. A replicacao viral foi medida por ELISA para p24 em
sobrenadantes de cultura. Diferentes inibidores farmacoldgicos foram utilizados para
a andlise de possiveis vias de sinalizacdo intracelular envolvidas com a replicacao
de HIV-1 induzida por NGF. A participacdo de APOBEC3G foi avaliada em
macrofagos expostos ao NGF, utilizando RT-PCR e “immunoblotting”. Infec¢cdes com
HIV-1 sincronizadas foram utilizadas para estudar se o NGF poderia influenciar a
ligacdo e entrada do virus. A integracdo e a transcricdo do HIV-1 foram avaliadas
por PCR e real-time PCR, respectivamente. Nossos resultados demonstraram que o
NGF estimulou a replicacdo do HIV-1 em macréfagos mas ndo em PBMCs atingindo
um aumento de até 20 vezes em relagdo ao controle quando tratado com 10ng/mL.
Esta neurotrofina ndo afetou a adsor¢cao, a penetracdo, nem a integracdo do DNA
proviral. Desta forma, o NGF deve atuar através da estimulacdo da transcricdo das
proteinas virais. A via disparada por NGF que estimula a transcricdo do HIV-1 é
dependente do receptor TrKA, que leva a mobilizacdo de célcio intracelular derivado
do reticulo endoplasmatico e a ativagcdo de PKC. Uma vez disparado, PKC ativa
ERK1/2, p38quinase e NFkB. A diminuicdo da producdo de APOBEC3G em
macrofagos tratados com NGF, também foi observada, inclusive quando tratado com
interferon-y. Em conjunto, nossos resultados sugerem que o NGF estimula a
producdo de HIV-1 em macrofagos. Esse efeito envolve o receptor TrKA e esta
associado com a regulacdo negativa de APOBEC3G. Nosso estudo evidencia uma
nova forma de interagdo entre o HIV-1 e a célula hospedeira, trazendo bases para
uma melhor compreenséo sobre esta complexa relagao.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Diego Queiroz Rodrigues

The human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1), the etiological agent of the
acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), represents one of the main pathogens
of clinical interest of the last decades. During HIV-1 infection many CD4" cells die;
while others, such as macrophages, survive and sustain HIV-1 replication for long
periods, becoming viral reservoirs. Therefore, the recognition of factors that can
maintain these reservoir cells alive and influence HIV-1 replication is one of the main
tasks for the development of a more efficient therapeutic strategy. Since it has been
shown that HIV-1 infection increases nerve growth factor (NGF) secretion, and that
this molecule is crucial for macrophage survival, we further analyzed whether NGF
could modulate HIV-1 replication in PBMCs and macrophages and the mechanisms
underlying this phenomenon. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and
macrophages infected in vitro by HIV-1 were treated with recombinant human NGF.
Viral replication was measured by p24-ELISA in culture supernatants. Different
pharmacological inhibitors were employed to analyze the possible signaling pathway
involved in NGF-induced HIV-1 replication. Participation of APOBEC3G was
evaluated in macrophages exposed to NGF, using RT-PCR and immunoblotting
assays. Synchronized HIV-1 infections were also used to study whether NGF would
influence HIV-1 biding/entry. HIV-1 integration and transcription were evaluated by
PCR and real-time PCR, respectively. Our results demonstrated that NGF stimulated
HIV-1 replication in macrophages, but not in PBMCs reaching as much as a 20-fold
increase at 10 ng/mL. This neurotrophin did not affect viral adsorption and
penetration, nor integration of proviral DNA. Therefore, NGF probably act trough the
stimulation of viral transcription. The pathway triggered by NGF to stimulate HIV-1
transcription was dependent on the engagement of high affinity receptor TrKA, which
led to a mobilization of intracellular calcium, derived from endoplasmatic reticulum,
and to PKC signaling. Once triggered, PKC activated ERK1/2, p38kinase, and NF-
kB. We also observed a decrease of APOBEC3G production in NGF-treated
macrophages, even when they were stimulated with interferon-y. All together, our
results suggest that NGF stimulates HIV-1 production in an important HIV-1 reservoir,
such as macrophages. This effect involves TrKA engagement and is associated with
APOBEC3G down-regulation. Our study evidences a new feature of HIV-1/cell host
interaction, providing basis for a better comprehension of this complex interaction.



1. Introducéo

1.1. A sindrome da imunodeficiéncia adquirida e o virus da imunodeficiéncia

Humana.

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia Humana (HIV), agente etiolégico da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), € caracterizada por uma profunda
imunossupressdo associada a infec¢cdes oportunistas, tumores malignos e
degeneracéo do sistema nervoso central (Dybul, 2003).

A AIDS foi identificada pela primeira vez no inicio da década de 80, acometendo
majoritariamente homossexuais do sexo masculino e usuarios de drogas injetaveis
de cidades da América do Norte, como Nova York e Sdo Francisco, e de alguns
paises europeus. Estes primeiros pacientes apresentavam enfermidades atipicas
para individuos imunocompetentes, como Sarcoma de Kaposi e pneumonia
causada por Pneumocystis carinii (Fauci, 2003; Gottlieb et al., 1981).

A identificacdo do agente etiolégico da AIDS teve inicio a partir da analise da
biépsia de linfonodo de um paciente com AIDS, a qual revelou a presenca de
atividade da enzima transcriptase reversa (RT) nos extratos celulares, evidenciando
que o agente causador da doenca poderia ser um retrovirus (Barre-Sinoussi et al.,
1983). Na ocasido, os Unicos retrovirus humanos conhecidos eram os Virus T-
Linfotropicos Humanos tipos | e Il (HTLV-I e HTLV-II). No entanto, experimentos de
imunoprecipitacdo demonstraram que, embora houvesse semelhanca entre as
proteinas do provavel agente causador da AIDS e dos virus HTLV tipos | e I,
observava-se um diferente padrdo de bandas entre eles. Desta forma, o agente
causador da sindrome foi inicialmente classificado como retrovirus, e referido pelos
nomes de HTLV-Ill e/ou “Lymphoadenopathy-Associated Virus® (LAV) (Barre-
Sinoussi et al., 1983; Montagnier, 2002). Contudo, este virus ndo parecia pertencer
a mesma familia de outros retrovirus previamente descritos, como por exemplo, a
dos HTLVs. Isto porque tanto o HTLV-l quanto o Il classicamente levam a
imortalizacao de linfocitos (Miyoshi et al., 1981), e o que se observava nos pacientes
com AIDS era justamente 0 oposto, mais precisamente o declinio do nimero de
linfécitos T CD4" (Stahl et al., 1982).

Diversos estudos ent&o tiveram inicio com o intuito de entender melhor a natureza

deste virus recém-descoberto e buscar como classifica-lo de forma adequada.
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(Gallo et al., 1984; Sarngadharan et al., 1984; Schupbach et al., 1984). Porém,
apenas na segunda metade da década de 80 o agente causador da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida foi enfim classificado, sendo inserido num subgrupo
distinto dentro dos retrovirus, os Lentivirus, e denominado Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), considerado um dos mais importantes agentes infecciosos deste
século (Coffin et al., 1986).

Atualmente, dois tipos de HIV séo identificados, o tipo 1 e o tipo 2 (HIV-1 e HIV-2),
que séo classificados em grupos e subtipos, de acordo com a sua diversidade
genética. Analises filogenéticas de sequéncias pro-virais do HIV-1 revelaram a
existéncia de trés grupos genéticos: o M (Bachis et al.), O (Outlier) e N (Non-M/Non-
O) (Simon et al., 2006). No grupo M, variantes do HIV-1 séo classificadas como
subtipos (Al, A2, A3, A4, B, C, D, F1, F2, G, H, J, e K) (Taylor et al.,, 2008) de
acordo com o seu grau de similaridade genética. No Brasil predomina o subtipo B,
seguido pelos subtipos F e C e pelas formas recombinantes B/F e B/C (Bello et al.,
2007). O HIV-1 apresenta distribuicdo irrestrita no mundo, enquanto o HIV-2 é
encontrado principalmente na Africa Oriental e em algumas regides da Europa
(Requejo, 2006).

Sabe-se que, apesar de parcialmente semelhantes do ponto de vista genético, o
HIV-2 € menos patogénico do que o HIV-1, assim considerado tendo em vista que
0S pacientes apresentam imunossupressao menos grave, menor frequéncia de
infecgbes oportunisticas, e sobrevida mais longa (Poulsen et al., 1997; Rowland-
Jones & Whittle, 2007). Além disso, estes pacientes apresentam carga viral mais
baixa (MacNeil et al., 2007) e por isso oferecem menor risco de transmissao sexual
e vertical (Andreasson et al., 1993; Kanki et al., 1994).

Apesar de ter sido descoberto hd pouco mais de duas décadas, o HIV é
considerado como um dos mais importantes agentes infecciosos do séculos XX e
XXI, os numeros que elevam essa patologia ao status de pandemia sé&o
assustadores. Estima-se que cerca de 25 milhdes de pessoas ja tenham morrido em
decorréncia da AIDS, que entre 30 e 36 milhdes de pessoas estejam infectados pelo
virus (Figura 1), e que, apesar de esforgos integrados da comunidade cientifica e de
orgéos de saude publica, ocorrem ainda cerca 2,7 milhdes de novas infecgdes por
ano (UNAIDS, 2008) (Figura 2)
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Figura 1 - Numero estimado de pessoas infectadas pelo HIV, demonstrando o
carater pandémico da AIDS no mundo (Adaptado de UNAIDS, 2008).
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Figura 2 — Numero estimado de novas infecgbes por HIV em 2007 no mundo,

demonstrando que apesar dos esfor¢os milhdes de individuos ainda séo infectados
anualmente (Adaptado de UNAIDS, 2008).



1.2 Morfologia, genoma viral e ciclo replicativo

O HIV é um virus envelopado contendo em seu genoma duas cépias RNA em fita

Gnica, ndo segmentado. Analises por microscopia eletrdnica da particula viral
revelaram que o virion apresenta um didmetro entre 106nm e 186nm (Briggs et al.,
2006). Externamente, ele é formado por uma bicamada lipidica derivada da
membrana plasmética da célula hospedeira (Dybul M, 2003), onde estdo inseridas
as glicoproteinas do envelope, organizadas em trimeros (Welman et al., 2007).
Cada um dos monbmeros glicoprotéicos € formado por glicoproteinas
transmembranares de 41 kDa (gp4l) e glicoproteinas de 120kDa (gpl120),
ancoradas a gp41 (Weiss et al., 1990) (Figura 3).
Na camada seguinte do envelope externo encontra-se uma matriz protéica formada
pela proteina pl7. O core conico protegido pela matriz proteica, € composto pela
proteina do capsideo (p24) onde estd albergado o genoma do HIV, associado a
proteinas do nucleocapsideo (p7), e as enzimas transcriptase reversa (TR),
integrase (IN) e protease (PR) (Fields et al., 2001) (Figura 3).

gpl120

gp4l

Proteina de matriz (p17)

Envelope viral
derivado da membrana celular
do hospedeiro

Capsideo viral (p24)
contendo o material genético
e as enzimas (PR,TR e IN)

&N
rkm.com.au

Figura 3 — Estrutura esquemaética do virus HIV, destacando a disposicdo dos seus

principais componentes. (Adaptado de Russel Kightley Media)

O HIV apresenta uma estrutura gendmica complexa e capacidade para expressao

génica diferencial. O RNA gendmico tem 9.7 Kb, contendo nos flancos sequéncias
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LTR (Long Terminal Repeats) que contém importantes elementos regulatorios para
a transcricdo viral, inclusive o promotor viral, na LTR-5' (Frankel & Young, 1998).
Além dos genes comuns a todos os retrovirus - gag, pol e env, - o HIV contém mais
dois produtos génicos de funcéo regulatoria; tat e rev, e mais quatro com funcao
acessoria; nef, vpu, vpr e vif (Figura 4).

A partir do gene gag € produzido um RNA mensageiro policistrénico e,
consequentemente, um precursor protéico que é clivado durante o processo de
maturacdo do virus, dando origem a proteina p24 fosforilada, a p17 meristilada, e a
p9, rica em aminoacidos prolina. J& o produto do gene pol € clivado originando a
protease, a transcriptase reversa (heterodimero p66/p51), e a integrase. E o gene
env codifica a proteina precursora gpl60 que, quando clivada pela protease viral,

origina as glicoproteinas gp 120 e gp 41 (Arts & Wainberg, 1996)(Figura 4).
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Figura 4 — Organizagao génica e esquema de clivagem do HIV-1

(Adaptado de “Dr. Kaiser's Microbyologi Web Site”student.ccbcmd.edu).



O ciclo de replicacéo viral inicia-se com a ligacéo da proteina gp120 a proteina de
superficie celular CD4 (Figura 5). Essa ligacdo induz mudancas conformacionais na
proteina gpl120, levando a exposicdo de sitios que se ligam aos receptores de
guimiocinas CCR5 ou CXCR4 (Turner & Summers, 1999). Apés a ligacdo da gp120
com CD4 e o respectivo co-receptor, ocorrem modificacbes conformacionais nas
glicoproteinas virais que permitem a exposi¢ao de residuos hidrofébicos da gp41, os
quais medeiam a fusdo entre o envelope viral e a membrana celular. A fuséo é vital
para o processo infeccioso, pois ela é seguida pela introducdo do core viral no
citosol da célula alvo (Hottiger & Hubscher, 1996) (Figura 5). Ap0s essa etapa
ocorre o desnudamento viral, isto é a liberagcdo do material genético e das enzimas
essenciais para a replicacao do virus, o que é seguido pela transcrigdo reversa do
RNA viral (Hottiger & Hubscher, 1996).

A transcricdo reversa € uma das caracteristicas que definem os retrovirus. Em
resumo, € a capacidade de converter os genomas de RNA em DNA dupla-fita,
conversao essa catalisada pela enzima transcriptase reversa logo apés a infeccao
(Coffin et al., 1997). A transcricdo do RNA viral se inicia pela ligagdo de um primer
de tRNA"® complementar a um sitio préximo a extremidade 5° do RNA viral, que
serve de molde. A partir deste primer a transcriptase reversa sintetiza um segmento
de DNA, complementar ao RNA, que é translocado para o término 3’ da molécula,
para completar a sintese da fita de DNA. Uma subsequente atividade RNAse H,
desta mesma enzima, € necessaria para degradar o RNA do hibrido DNA-RNA. Por
fim, esta enzima ainda apresenta uma atividade DNA polimerase-DNA dependente
que é responsavel pela sintese da fita de DNA complementar. A transcricao reversa
muito comumente introduz erros no genoma viral a cada ciclo de replicagéo,
resultando em uma progénie viral geneticamente variada (Hottiger & Hubscher,
1996).

A enzima integrase promove a integragdo do DNA dupla fita linear viral no
cromossoma da célula hospedeira (Coffin et al., 1997). O DNA integrado, chamado
de provirus, se comporta essencialmente como um gene celular. Apos a integracao,
0 provirus serve como molde para a sintese de RNAs mensageiros (RNAm) virais,
que codificam as proteinas estruturais, regulatorias e acessoOrias usadas na
replicacdo viral. Essa sintese ocorre pela acdo da RNA polimerase Il celular
auxiliada por fatores de transcricdo celulares e pela proteina viral Tat (Greene &
Peterlin, 2002) (Figura 5).



Os primeiros RNAms formados sofrem processamento completo e originam as
proteinas Tat, Rev e Nef. Em seguida sdo formados RNAmM parcialmente
processados ou ndo-processados e, com o auxilio de Rev, séo transportados para o
citoplasma (Hope, 1997). Os RNAms para env sao traduzidos no reticulo
endoplasmatico e os produtos gerados pela traducdo de gag e gag-pol se associam
as novas fitas de RNA do virus e as proteinas do envelope (Frankel & Young, 1998).

As novas particulas virais produzidas nos linfcitos T CD4" s&o, entdo,
liberadas por brotamento e tornam-se infectivas apos a clivagem das poliproteinas

gag e gag-pol pela protease viral (Frankel & Young, 1998). (Figura 5)
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Figura 5 — O ciclo replicativo do HIV-1 (Peterlin & Trono, 2003).

1.3 Imunopatogénese da infec¢ao

Desde os primeiros casos da epidemia de AIDS, os linfocitos T CD4" foram
identificados como sendo as principais células-alvo para a infeccdo pelo HIV-1
(Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al., 1984). Poréem, com o fato de alguns
isolados virais apresentarem tropismo diferenciado para tipos celulares que

expressam a molécula CD4", como macrofagos e linfocitos T CD4, ficou claro que
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a molécula CD4 nao era o unico receptor requerido para a entrada na célula-alvo
(Dean et al., 1996).

Apenas em 1995, ou seja, mais de uma década apds a descoberta do HIV, um
estudo mostrando que as beta-quimiocinas Rantes, MIP-1a e MIP-1B impediam a
entrada do HIV em células humanas formulou as bases para a identificacdo dos
outros co-receptores envolvidos com o processo de fusdo e entrada do virus nas
células alvo (Cocchi et al.,, 1995). Em 1996, varios grupos demonstraram que 0
CXCR4 e o0 CCR5 eram os co-receptores do HIV-1 (Deng et al., 1996; Dragic et al.,
1996; Feng et al., 1996), acabando com a duvida sobre as razdes pelas quais certas
cepas virais tinham tropismo por determinado tipo celular e construindo o conceito
de virus R5-tropicos, X4-tropicos ou, em alguns casos, duplo-trépicos.

Como dito anteriormente desde a identificacdo dos primeiros casos clinicos de
AIDS, em 1981, demonstrou-se que a queda no nimero de linfécitos T CD4" é uma
caracteristica marcante da progressao clinica da enfermidade. Diversos estudos tém
sido realizados com o intuito de elucidar como o HIV-1 induz a destruicdo macica de
células T CD4" e, conseqilentemente, leva ao estado clinico da grave
imunossupressao caracteristica desta sindrome (Appay & Sauce, 2008).

As principais linhas de raciocinio aceitas hoje em dia pra explicar o fenbmeno de
destruicdo da populacdo de T CD4" apontam para os efeitos citoliticos diretos
mediados pelo virus, ou mecanismos indiretos, como auto-imunidade, apoptose,
ativacdo crénica do sistema imune, atividade de células T citotoxicas especificas
anti HIV-1 (CTL). (Dybul M, 2003; Picker, 2006). De fato, embora haja evidéncias de
um papel direto da replicagcdo e citopatogenicidade do HIV-1 na deplecdo de
linfécitos, também ndo sdo raros os trabalhos que sugerem danos causados pelo
HIV-1 as células que nio estdo infectadas. Por exemplo, células T CD4" ndo
infectadas e T CD8" de individuos HIV-positivos entram em apoptose tanto in vitro
como nos linfonodos (Finkel et al., 1995; Meyaard et al., 1992). Um dos mecanismos
de inducdo de apoptose em células ndo-infectadas é o de regulagdo positiva da
expressdo do ligante de Fas (FasL) em células infectadas; moléculas FasL
interagem com o recepetor Fas de células vizinhas, disparando o processo de
apoptose. Neste contexto, a proteina viral nef parecer ter um papel fundamental,
uma vez que promove a indugdo de FasL nas células infectadas, enquanto protege
estas Ultimas da morte, inibindo a expressao de proteinas apoptéticas, como ASK1
(Geleziunas et al., 2001). No entanto, a deplecéo de linfécitos T CD4" parece ndo

ser o unico fator responsavel pela progressao para a sindrome da imunodeficiéncia



adquirida, tendo em vista que macacos que sdo infectados pelo Simian
Immunodeficiency Virus (SIV) também apresentam importante deplecdo sem
apresentar quadro clinico semelhante a AIDS (Pandrea et al., 2006).

Alguns autores defendem que a ativacdo cronica e generalizada do sistema imune
possa ser o fator principal causador da aceleracédo e progresso até o quadro clinico
de AIDS (Picker, 2006). Em humanos e primatas nao-humanos, a deplecdo das
células T CD4" ¢ acompanhada por um estado de ativacdo imune generalizada,
manifestada na fase crbnica da infeccdo. Os sinais dessa ativacdo generalizada
sdo a maior frequéncia de células T que expressam marcadores de ativacdo (como
por exemplo CD38, HLA-DR), a elevada producao de citocinas pro-inflamatorias e o
aumento da reciclagem de células B, T, NK e mondcitos (Hasegawa et al., 2009;
Picker, 2006). Essa ativacdo ndo ocorre apenas em células especificas contra o
HIV, ou conta o SIV, e sim em diversas células com as mais diferentes
especificidades. Diversas teorias buscam explicar de que forma a infec¢ao pelo HIV
gera tal ativacao. Varios autores sugerem que essa ativacao generalizada se dé por
uma recorrente estimulacdo antigénica associada a resposta inflamatoéria (Picker,
2006). Alguns grupos atribuem que tal estimulacédo antigénica poderia acontecer via
ativagdo celular pela ligacdo das fitas simples de RNA viral produzidas pelas células
infectadas aos Toll like-receptors (TLR) 7/8 (Meier et al., 2007). Entretanto, talvez a
teoria mais aceita e discutida hoje em dia, defende a idéia de que esta ativacdo do
sistema imune se deva ao fendmeno da translocacdo microbiana, isto é, a entrada
de produtos microbianos na circulacdo sanguinea (Brenchley et al., 2006). Em
resumo, produtos microbianos derivados do trato gastrointestinal atingiriam a
circulacdo em conseqiéncia da aumentada permeabilidade intestinal, a qual é
secundéaria a severa reducdo do numero de células T CD4" no tecido linféide
associado ao intestino (GALT) (Figura 6). Essa ativacdo cronica leva a uma
regeneracao insuficiente de células T de memoaria central, destruicdo da arquitetura
dos linfonodos devido a inflamagé&o crénica, além de perda de células T “naive” pela
excessiva diferenciacdo em células de memoria (Brenchley et al., 2006). Contudo, o
papel desses fatores na historia natural da AIDS, individualmente ou em

combinacgao, ainda ndo estdo completamente elucidados.
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Figura 6 — Modelo de ativagdo do sistema imune. Modelo propbe a deplecdo das
células imune das placas de Peyer (células do GALT) como principal razdo da
ativacdo do sistema imune observada em pacientes HIV-1 positivos. A) Individuo
sadio, com arquitetura das placas de Peyer integra. Como consequéncia ndo ocorre
passagem de produtos microbianos derivados da luz intestinal. B) Individuo HIV™,
com arquitetura das placas de Peyer comprometida, permitindo a passagem de
produtos microbianos derivados da luz intestinal e consequente ativacao do sistema

imune (Brenchley et al., 2006).

Trabalhos recentes em modelos animais vém mostrando que, ao contrario do que
se pensava até recentemente a chave para o entendimento dos eventos que
desencadeiam a imunossupressao caracteristica da AIDS pode estar nas primeiras
semanas que se seguem a infeccéo (Picker & Watkins, 2005). Nas primeiras horas
e dias ap0s a infeccdo, a replicacdo viral atinge niveis muito altos, favorecendo o
aparecimento de diversos virions mutantes decorrentes dos erros proprios da
transcriptase reversa. Além disso, nessa fase 0s virus e células infectadas pelo HIV-
1 atravessam a barreira da mucosa intestinal e infectam a células-alvo residentes da

lamina propria, o que acarreta duas consequéncias diretas graves, uma a reducao
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macica do nimero de células T CD4", incluindo as de memodria, e a outra o
estabelecimento de reservatorios virais (Haase, 2005).

E justamente no contexto dos reservatorios virais que as células apresentadoras de
antigenos, como macrofagos e células dendriticas, receberam importancia para o
entendimento da progressao clinica para a AIDS. Estas células tem sido apontadas
como o0s principais reservatérios para o HIV-1, sendo fundamentais para o
entendimento dos mecanismos de persisténcia do virus no organismo (Brown et al.,
2006).

Diferentemente do que ocorre em linfocitos T CD4" os virus com tropismo por
macrofagos, com raras excecdes, sdo R5-tropicos (Dean et al., 1996; Liu et al.,
1996). Outra diferenca entre macrofagos e células T CD4" referentes ao curso da
infeccdo pelo HIV-1 é que grande parte da maturacdo de virus nos macréfagos
acontece nas membranas de vesiculas citoplasmaticas que, quando se fundem com
a membrana plasmatica, liberam os virions produzidos (Orenstein et al., 1988;
Raposo et al., 2002). Como resultado disso, a maioria das proteinas virais se
localiza na membrana destas vesiculas citoplasmaticas, e ndo na membrana
plasmatica, tornando assim os macréfagos infectados menos visiveis para células
citotoxicas (Stevenson, 2003). Dessa forma, macrdfagos infectados por HIV-1
apresentam uma meia-vida relativamente elevada, sendo capazes de liberar
particulas virais e mantendo-se livre dos efeitos citopaticos mediados pelo virus ou
pela resposta imune anti-HIV-1, reunindo, assim caracteristicas criticas para serem
considerados reservatorios virais privilegiados (Brown et al., 2006).

Diversos estudos mostram ainda que embora o nimero de células T infectadas
pelo HIV-1 exceda em muito, o numero de macréfagos infectados, esta
desproporcdo nédo reflete a real contribuicAo de macréfagos infectados para a
perenizacao da carga viral circulante (Embretson et al., 1993). Em macacos rhesus,
por exemplo, a infecgédo pelo SIV leva a uma deplecdo completa de células T CD4",
mas apos essa deplecdo a viremia € mantida por macrofagos tissulares (Igarashi et
al., 2001).

As células dendriticas, apesar de serem consideradas como 0s reservatorios virais
menos caracterizados, desempenham também importante papel no estabelecimento
e na disseminacdo da infeccdo pelo HIV-1. Elas sdo susceptiveis a infeccdo direta
pelo HIV- 1, e também s&o responsaveis pela transmissdo de virions através do

fendmeno da “sinapse viroldgica” para células T CD4" em tecidos linféides diversos
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(van Kooyk & Geijtenbeek, 2003), promovendo ainda um aumento da replicacdo

viral pela liberacdo de fatores soluveis (Groot et al., 2006).

1.4 Fatores que modulam a replicacéao viral

Como todos os retrovirus o HIV-1 se integra ao genoma da célula hospedeira,
consequentemente, a eficacia da producédo de novas particulas virais € influenciada
pelo estado metabdlico e de ativacdo da célula (Stevenson, 2003). Desta forma
fatores endogenos e exdgenos, que ativam linfocitos T CD4" e
mondcitos/macréfagos tém papel fundamental na replicacdo viral e, portanto, no
progresso da infeccao.

Diversos relatos na literatura sugerem que a infeccdo pelo HIV é um potente
estimulador da producdo de citocinas, em modelos in vivo bem como in vitro
(Chehimi et al., 1994; Chehimi et al., 1996; Clerici et al., 1996; Cohen, 2003). No
entanto, apesar de alguns autores demonstrarem que células infectadas pelo HIV-1
tém uma regulacdo positiva na producdo do fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
(Stevenson, 2003), a forma como isto ocorre ainda ndo esta completamente
esclarecida, este fato merece destaque, uma vez que mostra a formagcdo de uma
alca de retro-alimentacdo favoravel a disseminacdo do virus no organismo. Isto
porque, o TNF-a bem como IL-1B, cujos os niveis também estdo aumentados in
vitro, estimulam fortemente a replicacdo viral por induzir a ligacdo do fator de
transcricdo NF-kB ao gene promotor da replicacdo do HIV, o LTR (Swingler et al.,
1994). Outras citocinas, como IL-6, GM-CSF e IFN-y também séo descritas como
capazes de modular positivamente a replicacdo do HIV-1, mas diferentemente, do
TNF-a e IL1pB, estimulam eventos pos-transcricionais (Stevenson, 2003).

Entretanto existem citocinas que diminuem a replicacdo viral, seja através da
inibicdo da transcricdo, como IL-16, seja inibindo a transcricdo reversa e expressao
de genes do provirus, como IFN-a, ou mesmo por vias ainda nao totalmente
elucidadas, como IL-4, IL-13 e IL-27 (Alfano & Poli, 2005; Creery et al., 2006;
DeVico & Gallo, 2004; Fakruddin et al., 2007; Fauci, 2003).

De uma forma geral os estudos que buscam relacionar citocinas com o HIV-1
mostram que as pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a ) tendem a favorecer a
replicacdo viral, enquanto as do tipo 2 (IL-4, IL-10, IL-13) desempenham papel
contrario (Bahboubhi et al., 2004; Cassol et al., 2009).
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Outra forma recentemente descrita de modulac&o da replicacdo do HIV-1 mediada
por citocinas € através da capacidade destas em regular fatores celulares
intrinsecos que restringem a replicacdo do HIV-1. Destes fatores, os mais estudados
sao as enzimas citidina-deaminases que integram a familia de proteinas APOBEC e
gue séo fortemente induzidas por IFN-a e IFN-y. Desta familia de proteinas, as que
se destacam por conferirem maior restricdo a infeccdo pelo HIV sdo o APOBEC3G,
APOBEC3A e APOBEC3F (Peng et al., 2007). Estas proteinas podem se incorporar
a particula viral ainda em formacdo antes de sua saida da célula. Tais proteinas
induzem um grande namero de mutacdes hiper-somaticas no DNA pro-viral durante
0 processo de transcricao reversa, através da desaminacao da desoxi-citosina, com
consequente formacdo da desoxi-uracila. Este acimulo de mutacdes gera entdo
virions nao-infectivos, impedindo com isso novos ciclos de infec¢cdo (Chiu et al.,
2005; Soros & Greene, 2007) (Figura 7). A proteina viral Vif possibilita ao HIV-1 o
escape deste mecanismo celular, marcando a APOBEC3A, 3F e 3G para a
degradacdo nos proteossomas via ubiquitinizacdo (Marin et al., 2003; Sheehy et al.,
2003) (Figura 6). Alguns autores sugerem que € justamente pela alta expresséo de
APOBECS3A e 3G que algumas células como T CD4" quiescentes e mondcitos s&o
refratarias a infeccéo pelo HIV-1 (Chiu et al., 2005; Peng et al., 2007).

Outro fator intrinseco de restricdo a replicacdo do HIV-1 descrito recentemente é o
CD317. Esta proteina de membrana, induzida por IFN-a, foi vista como sendo capaz
de reter na membrana da célula os novos virions produzidos e em brotamento,
impedindo com isso sua liberacdo. Este efeito também é contraposto por uma
proteina viral, neste caso a Vpu (Neil et al., 2008), mas sua atividade neutralizadora

sobre o0 CD317 néo esta esclarecido.
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1.5 O Fator de Crescimento do Nervo

Fatores neurotroficos sdo moléculas fundamentais no desenvolvimento do sistema
nervoso. O primeiro fator neurotréfico descoberto foi o fator de crescimento do nervo
(NGF) através dos trabalhos pioneiros de Levi-Montalcini, Hamburger e Cohen no
inicio da década de 50 (Cohen et al., 1954; Levi-Montalcini & Hamburger, 1951).
Hoje, sabemos que existe em mamiferos uma familia de neurotrofinas composta
pelo fator de crescimento do nervo, pelo fator de crescimento derivado do cérebro
(Brain-derived neurotrophic factor - BDNF), pela neurotrofina 3 (NT-3) e pelas
neurotrofinas 4 e 5 (NT-4/5) (Davies, 1994; Thoenen, 1991). Estas moléculas
desempenham um importante papel no estabelecimento da populagdo neuronal
durante um periodo do desenvolvimento denominado de morte celular natural (Levi-
Montalcini, 1987). De uma maneira global, as neurotrofinas sdo produzidas por
neurdnios e apods sua liberagdo, mantém o0s contatos axionais entre os neurénios
alvo da sua atuacao para a formacao de sinapses. Através de mecanismos nao
totalmente conhecidos, estas moléculas permitem a sobrevivéncia dos neurbnios
gue conseguem captar estes fatores (Levi-Montalcini, 1987).

O NGF é sintetizado numa forma precursora com 305 amino&cidos que €, entdo,
clivada dando origem a forma basica madura de 118 aminoéacidos. Esta exerce suas
funcdes biologicas sob a forma de um dimero béasico de subunidades de
aproximadamente 13 KD (Covaceuszach et al., 2004). A existéncia de RNAm para
o NGF, bem como a presenca de receptores para essa molécula em células de
animais adultos, sugere que esta neurotrofina continua funcional ao longo de toda a
vida do animal (Bjerre et al., 1975).

Os mecanismos de sinalizacao celular das neurotrofinas compreendem a ativagao
de duas classes distintas de receptores: o receptor de baixa afinidade e os
receptores de alta afinidade. Ao receptor de baixa afinidade, denominado p75, se
ligam todas as neurotrofinas, e seus efeitos na sinalizacdo neurotréfica sao
controversos em relagcdo ao seu papel na sobrevida neuronal (Miller & Kaplan,
1998). Os receptores de alta afinidade pertencem a familia dos receptores tirosina-
quinases (Trk) e sao eles o TrkA, TrkB e o TrkC. A interacéo entre as neurotrofinas
e estes receptores se da da seguinte maneira: NGF ativa TrkA, BDNF e NT4/5
ativam TrkB e NT-3 ativa TrkC. No entanto, em situa¢gBes singulares, a NT-3 é
capaz de ativar os receptores TrkA e TrkB (Barbacid, 1993; Davies, 1994), como

ilustrado na figura 8.
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Figura 8 — Neurotrofinas e seus receptores. Esquema mostrando afinidade das
neurotrofinas da familia do NGF pelos seus receptores de baixa e alta afinidade.

(Adaptado de visiscience.com)

Estudos vém demonstrando que os efeitos biolégicos do NGF ndo estéo restritos
apenas ao sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP). Muitos trabalhos
mostram que esta neurotrofina desempenha papel relevante também em células do
sistema imune e enddcrino, reforcando a hipotese de que o NGF atue como uma
molécula critica na manutencdo da homeostase do eixo neuro-imune-enddcrino
(Levi-Montalcini et al., 1995).

Com relacdo ao sistema imune, o NGF ja foi caracterizado como capaz de
promover o crescimento e a maturacdo de precursores mieldides (Matsuda et al.,
1988), induzir a proliferacdo de linfécitos B e T, e a diferenciagéo de linfocitos B em
plasmacitos (Brodie & Gelfand, 1992; Otten et al., 1989; Thorpe et al., 1987),
estimular producéo de 1gG4 (Kimata et al., 1991), IgM e IgA (Otten et al., 1989),
modular a formacdo de mediadores lipidicos por basofilos maduros (Bischoff &
Dahinden, 1992), aumentar a permeabilidade vascular, o efeito quimiotatico para
neutrofilos humanos, o acumulo tecidual e degranulagdo de mastdcitos e a inducao

do potencial citotoxico e diferenciacdo de mondcitos (Otten et al., 1994).
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Em situacdes de estresse, a liberacdo de NGF induz a elevagcao dos niveis séricos

de corticosterdides (Otten et al., 1979), enquanto que, mediante estimulos
inflamatorios ocorre aumento da producdo de NGF induzida por de IL-1, IL-6, TNF-a
e TGF-B (Hattori et al., 1993; Lindholm et al., 1987; Steiner et al., 1991; Weskamp &
Otten, 1987).
Em relacdo ao tema do nosso estudo, sdo poucos os trabalhos disponiveis na
literatura relacionando o NGF com HIV/AIDS. Em 1994, Ensoli e colaboradores
mostraram que o NGF é capaz de induzir a replicacdo do HIV-1 em células da glia
(Ensoli et al., 1994), sugerindo que o NGF possa ter papel importante nos efeitos
deletérios da infec¢do pelo HIV-1 no SNC. Ainda na linha de patogénese das
lesBes nervosas secundarias a infec¢do pelo HIV-1, outros trabalhos mostram que a
proteina viral Tat interfere com a sinalizacdo intracelular induzida pelo NGF em
neurdnios, inibindo a fosforilagdo de proteinas cruciais para sobrevivéncia de células
neuronais. Este efeito pode, contribuir para o desenvolvimento do quadro de
deméncia em pacientes HIV-positivos (Bergonzini et al., 2004; Darbinian-Sarkissian
et al., 2006; Darbinian et al., 2008; Wong et al., 2005). Outro produto viral capaz de
gerar perda de células do sistema nervoso € a gp120, isto porque esta glicoproteina
quando internalizada induz a morte de células cerebelares, efeito este revertido pela
neurotrofina BDNF (Bachis et al., 2003).

Garaci e colaboradores (1999), mostraram que a concentracdo de NGF em
culturas de macréfagos infectados in vitro com HIV-1 € maior do que em culturas
com células nédo infectadas, e ainda que o NGF parece ser crucial para
sobrevivéncia desses macroéfagos infectados, bem como para a replicacdo do HIV-1
nestes. Estes achados sugeriram pela primeira vez um papel do NGF diretamente
sobre células do sistema imune no contexto da infeccdo pelo HIV-1. Porém, em
contradicdo a eles, Titanji e colaboradores (2003) relatam que em pacientes HIV-
positivos ha uma queda da concentragdo de NGF circulante (Titanji et al., 2003).
Independente desta dicotomia, os achados de Garaci et al. trazem a tona a idéia de
gque o NGF pode estar diretamente envolvido com questbes criticas para a
modulacdo da carga viral em pacientes infectados com HIV-1, como por exemplo, a
manutencdo de reservatorios virais viaveis e os fatores que estimulam a replicacéo

nestes.
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1.6 Hipodtese

Além do papel sobre o sistema nervoso central, 0 NGF também esta envolvido na
regulacdo do sistema imunoldgico (Bonini et al., 2003). Em células periféricas, a
secrecdo de NGF pode ser induzida por mediadores inflamatorios, como IL-1, IL-6,
TNF-o. e TGF-B (Hattori et al., 1993; Lindholm et al., 1987; Steiner et al., 1991;
Weskamp & Otten, 1987), e a sua producao pode repercutir sobre a atividade de
macrofagos e linfocitos. Em macréfagos o NGF participa na diferenciagéo celular,
producao de citocinas, fagocitose e ativacao de vias envolvidas com a destruicédo de
patdgenos intracelulares, etc (Torcia et al., 1996). Em células T CD4" o NGF
promove a sintese e liberagdo autocrina de mais NGF, resultando num aumento da
sobrevida linfocitaria (Ehrhard et al.,, 1993a). Partindo do principio de que
macréfagos e células T CD4" sdo células-alvo da infeccdo pelo HIV-1, que a
replicacdo deste virus pode ser aumentada por citocinas pro-inflamatérias, como
TNF-a, e que a imuno-neutralizagdo do NGF em cultura de macrofagos infectados
pelo HIV-1 diminui a replicagédo viral (Garaci et al., 1999), decidimos investigar o
envolvimento do NGF no aumento da replicacdo do HIV-1 em macrofagos e
PBMCs. A nossa hipotese, portanto, € que o NGF estimularia a replicagdo viral em
macréfagos e linfécitos primarios humanos infectados in vitro pelo HIV-1.
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2. Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar se o fator de crescimento do
nervo (NGF) aumenta a replicacdo viral em células primarias humanas infectadas in

vitro pelo HIV-1, e os mecanismos envolvidos neste processo.

2.1 Objetivos especificos

- Analisar se a adicdo de NGF em culturas de macrofagos e PBMCs infectados

pelo HIV-1 aumenta a replicacao viral.

- Verificar se o efeito do NGF sobre a replicacdo do HIV-1 é decorrente de eventos

pré- ou pés-integracao viral.

- Verificar quais vias de sinalizacao intracelular estdo envolvidas com o aumento

da replicacéo do HIV-1 induzido por NGF.

- Investigar se 0 NGF modula a expresséao celular de APOBEC3G, fator endégeno
de restricao a replicacéo do HIV-1.
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3. Material e Métodos

3.1 NGF e isolados virais e outros reagentes. A neurotrofina NGF recombinante
humana foi adquirida da empresa Peprotech (Rocky Hill, NJ, EUA). Os isolados
virais de HIV-1 tropicos para CCR5, ADA e Ba-L foram cedidos pelo NIH AIDS
Research and Reference Reagent Program (NIH, Bethesda, EUA), e usados tanto
para infeccoes em PBMCs quanto em macrofagos. Este isolado viral foi expandido
em culturas de PBMCs, como descrito abaixo, para obtencdo de estoque suficiente
para a execugdo do estudo. Reagentes diversos (citocinas recombinantes,
anticorpos monoclonais, isotipos, inibidores de sinalizagdo celular, “primers”, etc) e

kits de ELISA foram adquiridos de fornecedores comerciais.

3.2 Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMCs). PBMCs foram
purificados por centrifugacdo em gradiente de densidade (Histopaque, Sigma) a
partir de “buffy coats” de individuos soronegativos para o HIV-1 (doados pelo Banco
de Sangue do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, UFRJ, Rio de Janeiro).
Os PBMCs foram, entéo, estimulados por fitohemaglutinina (2 ug/mL; PHA, Sigma)
durante dois a trés dias, em RPMI 1640 com 10% de soro fetal bovino (Hyclone), e
mantidos em meio de cultura suplementado com 5 u/ml de Interleucina-2

recombinante (IL-2r, Sigma) para os ensaios de infecc¢éo viral.

3.3 Macro6fagos Primarios. Macréfagos derivados de mondcitos foram obtidos de
PBMCs por aderéncia em plastico (Cirne-Santos et al., 2006). Tais PBMCs foram
distribuidos em placas de cultura de 48 pocos (2 x 10° células/poco/500uL) e
cultivados em meio Dulbecco (DMEM, Hyclone) com 10% de soro humano (Sigma),
durante 7 a 9 dias. Em seguida, as células ndo-aderentes foram removidas, e meio
DMEM com 10% de soro humano (Sigma) foi adicionado a mono camada
remanescente. A pureza da preparacdo de macrofagos foi analisada por citometria
de fluxo, utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD3 (Pharmingen) e anti-CD16
(Pharmingen) (Cirne-Santos et al., 2006).

3.4 Infeccdo de PBMCs. PBMCs estimulados com fitohemaglutinina e IL-2, foram
incubados com HIV-1 (10ng/mL Ag p24) durante 2 hr a 37°C e 5% CO,. Em
seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS para remoc¢é&o do virus residual,
ressuspensas em meio de cultura RPMI 1640 com 10% de soro fetal bovino, e

distribuidas em placas de 96 pocos (2 X 10°poco/200 uL). As células infectadas
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foram cultivadas a 37°C e 5% CO,, e sobrenadantes de cultura foram colhidos apds
sete dias para avaliacdo da replicacdo viral pela técnica de ELISA (p24) (Cirne-
Santos et al., 2006).

3.5 Infeccdo de Macrofagos. Macrofagos foram expostos ao HIV-1 (10ng/mL Ag
p24) durante 18 hr, a 37°C e a 5% de CO,. Em seguida, as células foram lavadas 3
vezes com PBS para remocao do virus residual e realimentadas com meio DMEM
fresco com 10% de soro humano. Sobrenadantes de cultura foram colhidos a cada
sete dias, durante trés semanas, para avaliacao da replicacéo viral (Cirne-Santos et
al., 2006) em alguns experimentos o sobrenadante de cultura foi coletado 10 dias

apos a infeccao.

3.6 Avaliagcdo da replicagcdo do HIV-1. A replicagdo do HIV-1 foi medida nos
sobrenadantes de cultura das células infectadas pela deteccdo do antigeno p24,
através de ensaio imunoenzimatico (ELISA) em kits comerciais, de acordo com as

instrucdes do fabricante. (Zeptometrix Inc. Bufallo, NY, USA)

3.7 Andlise do efeito de NGF sobre a replicacdo do HIV-1 em PBMCs e
macrofagos. Células infectadas pelo HIV-1 foram tratadas com diferentes
concentracfes de NGF imediatamente ap0s a infeccéo, e sobrenadantes de cultura

foram colhidos periodicamente, para avaliagao da replicagcao viral.

3.8 Avaliacdo de “binding” e entrada viral. Para avaliacdo da modulacdo do
“binding” viral, macrofagos foram tratados com NGF (10ng/mL) por uma hora a 37°C
e 5% CO,, sendo posteriormente colocados a 4°C e 5% CO,. Apés 15 minutos, as
células foram expostas ao HIV-1 (30ng/mL) por mais 3 horas a 4°C, sendo entdo
lavadas com PBS e lisadas para posterior avaliacdo de P24 no sobrenadante como
descrito no item 3.6. Para andlise da entrada viral, macrofagos foram tratados com
NGF (10ng/mL) por uma hora a 37°C e 5% CO,, infectados com HIV-1 (30ng/mL),
mantidos por 3 horas a 37°C e 5% CO, lavados com PBS, tratados com tripsina a

0,25% e lisados para posterior avaliacdo de P24, como descrito no item 3.6.

3.9 Deteccao do DNA pro-viral total e integrado. Para a verificacdo do DNA pro6-
viral total e do DNA pré-viral integrado, foram realizadas respectivamente as
técnicas de semi-nested PCR e nested PCR adaptados do protocolo descrito por
Calcaterra e colaboradores (2001). Resumidamente, macréfagos foram infectados

com o isolado R5-tropico ADA (10ng/mL), seguindo o protocolo de infeccao
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conforme descrito no item 3.5 de Material e Métodos. As células foram, entéo,
tratadas com 10 ng/mL de NGF e mantidas por 24 horas em estufa de CO,, 37°C. O
DNA foi extraido usando-se o kit de purificacdo do DNA Qiamp DNA Blood mini-kit
(Quiagen, Alemanha). Parte do DNA extraido foi diluido em série 1:2, e a analise de
sua quantidade foi expressa em numero de células, o qual foi determinado
assumindo que 6.6 ng de DNA correspondia a 10° células (Calcaterra et al., 2001).
Para obter as sequéncias de DNA pré-viral total foram utilizados no primeiro round
0S primers: LTR-1 5"CACACACAAGGCTACTTCCCT-3 e LTR-2
5" AGGCAAGCTTTATTGAGGCTTAAG-3" e no segundo round os primers LTR-1 e
LTR-3 5 GCCACTCCCCAGTCCCGCCC-3. Para obter as sequéncias de DNA pro-
viral integrado foram utilizados 0s primers ALU
5" TCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGG-3" e LTR-2. As condicbes de ciclagem
foram: Ativagdo Taq Platinum a 94 °C, 5 min; 29 ciclos de amplificagéo: 95 °C/30 s;
60 °C/30 s; 72 °C/1 min. Extenséo final: 72 °C/10 min. O produto final das reagdes
foi visualizado por eletroforese em gel de agarose a 2% marcado com Brometo de
Etidio. Em todos os experimentos foram utilizados controles positivos e negativos

das reacoes.

3.10 Andlise da transcricdo proé-viral. Para a andlise da transcricdo proé-viral,
avaliamos os niveis de transcricdo de RNAm “Full Length”(FL) do HIV-1 e de RNAm
“Multiply Spliced” (MS) do HIV-1 em macréfagos infectados e tratados com 10
ng/mL de NGF ou 10 ng/mL de TNF-a por 48 horas por PCR em tempo real. O RNA
total foi extraido por Trizol e utilizado a 400ng por variavel em todos os ensaios. O
ensaio de PCR em tempo real foi realizado pelo sistema SYBR Green, como
descrito (Sundstrom et al., 2007), com as seguintes condi¢cées de ciclagem: 95°C
por 3 minutos, (94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto) x 40
ciclos, 4°C por 10 minutos. Os “primers” utilizados foram utilizados sempre a
concentracéo final de 200nM e tiveram a seguinte sequéncia; para FL (“sense”,: 5'-
CTGAAGCGCGCACGGCAA-3', e “antisense”, 5-GACGCTCTCGCACCCATCTC-
3'), e para MS (“sense”,: 5-GACTCATCAAGTTTCTCTATCAAA-3’, e “antisense” 5’-
GTCTCTCAAGCGGTGGT-3).

3.11 Anélise das vias de sinalizag&o celular. Macréfagos infectados pelo HIV-1
foram mantidos em cultura por trés dias, tratados com os inibidores farmacoldgicos

descritos na tabela 1 por 15 minutos antes da adicdo de NGF (10ng/mL), e mantidos
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apo6s a infeccao.

por dois dias com os inibidores. A replicacéo viral foi medida com duas semanas

Inibidor/Quelante | Especificidade [ ] utilizada
K252a Inibidor do receptor TrkA 50 nM
BAPTA-AM Quelante de célcio intracelular 1,3 uM
Tapsigargina Inibidor da Ca®*-ATPase do | 12,5nM
reticulo endoplasmatico
EGTA Quelante de calcio extracelular 1,27 mM
SN50 Inibidor da translocacdo para o 21 uM
nucleo do complexo NF-kB
JBD Inibidor de Jun-quinase 1,0 uM
PD98059 Inibidor de MAP quinase quinase 2,0 uM
SB203580 Inibidor de p38 quinase 50 nM
H89 Inibidor de PKA 48 nM
Queleritrina Inibidor de PKC 0,7 uM
u73122 Inibidor de Fosfolipase C 4,0 uM

Tabela 1 — Nome, especificidade e concentracdes dos farmacos utilizados para o
estudo das vias de sinalizacdo envolvidas com o efeito do NGF na replicacdo de

HIV-1 em macréfagos.

3.12 Isolamento do RNA e efeitos do NGF sobre a expressdo do APOBEC3G.
Para avaliacdo do efeito do NGF sobre a expressdo do APOBEC3G, o RNA total de
PBMCs ndao infectados foi obtido com o kit RNAeasy (Quiagen). Em seguida, 1ug do
RNA total foi submetido ao GeneAmp RNA PCR (Perkin Elmer). Entdo, o cDNA para
APOBEC3G foi amplificado (protocolo HS01043988 G1 disponivel online pela
companhia Applied Biosystems). Foram realizados também ensaios de “Western
blotting” para avaliar a expressdo protéica de APOBEC3G em macrofagos nao
infectados. Assim, as proteinas foram extraidas em tampé&o de Laemli, submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida, e transferidas para membrana de
nitrocelulose, a qual foi exposta ao anticorpo primario policlonal anti-apobec3g
(ABCAM; ab54257); a revelacdo foi feita com anticorpo secundéario conjugado a

peroxidase, e quimioluminescéncia.

3.13 Andlise Estatistica. A colecdo de dados foi analisada pelo método do teste T

de “Student” ndo-paramétrico, utilizando-se o software “GraphPad Prism 4”.
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4. Resultados

4.1 NGF estimula a replicacdo de HIV-1 em macréfagos humanos infectados in

vitro.

Em nossos primeiros estudos, tratamos macréfagos infectados com HIV-1 com
diferentes concentragdes de NGF recombinante. As concentragdes de NGF de 1
ng/mL, 10 ng/mL e 100ng/mL induziram um aumento médio da replicacao viral igual
a, respectivamente, 4, 9 e 4 vezes, em relacdo a células infectadas ndo expostas ao
NGF (Figura 9). Apesar da variacdo o aumento da replicacéo viral foi observado em
todos os doadores (Figura 10). O efeito de estimulo da replicagcdo causado pelo
NGF atinge seu ponto maximo no décimo quarto dia pos-infeccdo, apresentando

leve declinio no vigésimo primeiro dia (Figura 11).
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Figura 9 — Efeito da adicdo de NGF na replicacdo de HIV-1 em macrofagos.
Macréfagos foram infectados com HIV-1 (CCR5 trépico) e tratados com NGF nas
concentracbes descritas. A carga viral foi medida 14 dias apos a infeccdo pela
técnica de ELISA (Ag HIV-1 p24), no sobrenadante de cultura. A figura mostra a
replicacdo viral de células tratadas com NGF em relacéo ao controle + erro padrao
(SEM). N=6; p< 0.05.
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Figura 10 - Efeito da adicdo de NGF na replicacdo de HIV-1 em macrofagos.
Macrofagos foram infectados com HIV-1 e a replicacao viral avaliada como descrtito
na figura 9. A figura mostra a evolugdo da replicacdo viral individual para os
doadores apresentados na figura 9.
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Figura 11 — Cinética da replicagéo viral nos macrofagos tratados com 1ng/mL dos
doadores apresentados na figura 9. A figura mostra a replicagao viral em relagéo ao
controle + SEM. N=6; p< 0.05.
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4.2 NGF néao altera a replicacdo de HIV-1 em PBMCs humanos infectados in

vitro.

Uma vez visto que o NGF induz um forte aumento na replicacdo do HIV-1 em
macrofagos humanos infectados in vitro, avaliamos se haveria efeito similar em
PBMCs. De forma interessante, o NGF nao apresentou capacidade de estimular o
aumento da producéo viral em PBMCs de forma significativa em nenhuma das
concentracOes testadas (Figura 12). Nao observamos modulacdo da replicagéo viral
mesmo quando analisamos o crescimento do HIV-1 em diferentes momentos pos a

infecgcao (Figura 13).
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Figura 12 — Efeito da adigdo de NGF na replicagcdo de HIV-1 em PBMCs. PBMCs
foram infectados com HIV-1 (CCRS5 trépico) e tratados com NGF na concentracdo de
10ng/mL. A replicagédo de HIV-1 foi medida ap0s 7 dias da infec¢do pela deteccdo do
Ag do HIV-1 p24, por ELISA, nos sobrenadantes de cultura. A figura mostra a
replicacdo viral em relacéo ao controle + SEM. N=4.
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Figura 13 — Producado viral em diferentes dias pos infeccdo de PBMCs. PBMCs
foram infectados com HIV-1 (CCR5 tropico) e tratados com NGF na concentracdo
de 10ng/mL. A replicacdo de HIV-1 foi medida 3, 5 e 7 dias apds a infeccdo como

descrito na figura 12. Figura mostra um experimento representativo de um total de 4.

4.3 O NGF ndo modula a captura nem a entrada de HIV-1 em macro6fagos

humanos infectados in vitro.

O primeiro questionamento que fizemos sobre como o NGF estimula a replicacdo do
HIV-1 em macroéfagos foi se esta neurotrofina favoreceria o virus em algum estagio
pré-integracdo viral. Para comecar a responder tal pergunta, realizamos um
experimento funcional, com o intuito de observar se o NGF aumentaria a captura de
virions e/ou facilitaria a entrada destes nos macréfagos. Observamos que,
aparentemente, o NGF ndo incrementa a permissividade de macrofagos a infeccéo
pelo HIV-1 através do aumento da captura de virions (Figura 14), nem por uma
possivel facilitacdo na entrada viral (Figura 15), tendo em vista que os niveis de p24
detectado nos sobrenadantes de cultura de células tratadas e néo tratadas com a

neurotrofina ndo apresentaram diferenca significativa.
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Figura 14 — Ensaio de Binding do HIV-1 em macréfagos tratados com NGF.
Macroéfagos foram tratados com NGF (10 ng/mL) por uma hora, infectados com HIV-
1 (CCRS5 tropico; 30 ng/mL de p24) a 4°C por 3 horas, lavados com PBS e lisados
para quantificacdo de p24 no sobrenadante. N=4. Quadrante direito superior: dados

dos experimentos mostrados individualmente.
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Figura 15 — Ensaio de entrada do HIV-1 em macrofagos tratados com NGF.
Macréfagos foram tratados com NGF (10 ng/mL) por uma hora, infectados com HIV-
1 (CCR5 tropico; 30 ng/mL) a 37°C por 3 horas, lavados com PBS, tratados com
tripsina a 0,25% e lisados para quantificacdo de p24 no sobrenadante.N=3.

Quadrante direito superior: dados dos experimentos mostrados individualmente.
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4.4 O NGF néo altera a integracdo do DNA pro-viral em macréfagos humanos

infectados in vitro.

Ainda com o intuito de avaliar os possiveis impactos do NGF em passos pré-
integracdo viral, averiguamos se a quantidade de DNA pro-viral encontrada em
macréfagos tratados com NGF (10ng/mL) era diferente das células ndo tratadas.
Para tal analise utilizamos a técnica do ALU-PCR (Calcaterra et al., 2001), que
utiliza “primers” para os LTRs do HIV-1 e para a sequéncia humana ALU, o0 que nos
permite inferir sobre quantidade do DNA proé-viral total e a de DNA proé-viral
integrado respectivamente. Observando a semelhanca do padréo de bandas mesmo
em concentragfes ndo saturantes de DNA, tanto das células tratadas como no
grupo controle ndo tratado (Figura 16), temos o indicio que o NGF ndo aumenta a

sintese e/ou integracao pro-viral em macréfagos infectados pelo HIV-1.

LTR ALU

Controle NGF Controle NGF
8 o o o S o o o N
S8 388 88388 4 3
a4 b N 40 g BN A4 0 00 8

-
'
g}

50000
25000

‘ | 12500

3 6250
50000
25000
12500
6250

Figura 16 — Analise da sintese/integracao proé-viral. Macréfagos foram infectados
com HIV-1 (CCRS5 trépico) e tratados ou ndo com 10ng/mL de NGF por 24 horas.
Posteriormente, o DNA total foi extraido e diluido em série (1:2) para andlise de DNA
pré-viral total (LTR) e DNA pré-viral integrado (ALU) pela técnica de PCR
convencional. Dados expressos em numero estimado de células, considerando a

razdo de 6,6ng de DNA correspondendo a 10° células. N=2
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4.5 NGF induz o aumento da transcricao pré-viral em macroéfagos.

Com o intuito de estudar se o efeito de modulacéo da replicacdo viral causado pelo
NGF decorria do aumento na transcricdo viral, analisamos a modulacdo da
transcricdo de RNAm “Full Length” (FL) e "Multiply Spliced” (MS) do HIV-1 por PCR
em tempo real. Como controle utilizamos o TNF-a um classico fator de estimulagao
da transcricdo do HIV (Vicenzi et al., 1997). Nossos resultados preliminares sugerem
gue o NGF, induz a transcri¢do, tanto de RNAm FL quanto de MS, em niveis mais
elevados que o efeito mediado pelo TNF-a (Figura 17 A e B). Estes resultados
apontam para o grande potencial do NGF em favorecer a replicagcdo do HIV-1

atraves do estimulo da transcricdo do genoma viral.
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Figura 17 — Analise da transcricdo viral em macrofagos tratados com NGF. A)
Macrofagos infectados pelo HIV-1 foram tratados com NGF (10ng/mL) ou TNF-a
(10ng/mL) por 48 horas para avaliagao da transcrigao do RNAm “Multiply Slipced”. O
RNA foi extraido por Trizol e o0 ensaio de PCR em tempo real foi realizado por SYBR
Green. N=1. B) Macrofagos infectados pelo HIV-1 sofreram o mesmo tratamento

que na figura A para avaliagao da transcricdo do RNAm “Full Length”. N =2.
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4.6 O aumento da replicacéo de HIV-1 em macrofagos estimulados por NGF é

dependente do receptor TrkA .

Em seguida, avaliamos quais vias de sinalizacdo intracelular poderiam estar
relacionadas com o fendbmeno de aumento da replicacdo do HIV-1 em macréfagos.
Para tal, o primeiro passo foi identificar se o receptor de alta afinidade TrkA (K252a)
€ importante para o efeito mediado pelo NGF. Observamos que em macrofagos
infectados tratados com um inibidor farmacologico especifico para o receptor TrkA
(K252a), o aumento da replicacao viral causado pelo NGF foi completamente abolido
(Figura 18). Este resultado nos leva a concluir que o efeito de aumento da replicacao
do HIV-1 em macréfagos estimulados por NGF é dependente do receptor TrkA.
Curiosamente, a adicédo do inibidor de TrkA na auséncia de NGF exdgeno, foi capaz
de inibir a replicacdo em relacdo as células nado tratadas, efeito devido,
provavelmente, ao bloqueio da atividade natural NGF liberado pelas células. E
valido ressaltar que ao final desses experimentos a viabilidade celular era
invariavelmente alta, isto é, semelhante ao do controle, como avaliado por azul de

Trypan .

0

HIV HIV + K252a HIV + NGF HIV + NGF +
K252a

Replica¢do do HIV (n x controle)

Figura 18 — Andlise da participacdo do receptor TrkA no feito do NGF na replicagéo
do HIV-1 em macréfagos. Macréfagos infectados com HIV-1 (CCR5 trépico) foram
mantidos em cultura por 3 dias e, em seguida, tratados com K252a por 15 minutos
antes da adicdo de NGF (10ng/mL). As células foram mantidas por 48 horas em
cultura com o inibidor e 0 NGF. A replicagdo viral foi medida duas semanas apos a
infeccdo pela deteccdo do Ag do HIV-1 p24, por ELISA, nos sobrenadantes da
cultura. A figura mostra a replicacao viral em relagcédo ao controle ndo tratado + SEM.
N=4.
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4.7 Andlise de vias de sinalizac&o intracelular envolvidas no efeito do NGF na

replicacdo do HIV-1 em macréfagos humanos infectados in vitro.

Seguindo com os estudos de identificacdo de vias de sinalizacdo envolvidas com o
efeito do NGF na replicacdo do HIV-1 em macrofagos, realizamos diversos ensaios
nos quais macrofagos infectados foram tratados com quelantes de célcio intracelular
inespecifico (BAPTA-am) e especifico de reticulo (Tapsigargina), e de célcio
extracelular (EGTA). Macrofagos infectados foram também expostos aos inibidores
farmacolégicos SN50, JBD, PD98059, SB, HB89, Queleritrina e U73122 que,
respectivamente, inibem NF-kB, JNK, ERK, P38, PKA, PKC e PLC (Tabela 1).
Observamos que os quelantes de célcio intracelular inespecifico e o especifico de
reticulo anularam o efeito do NGF sobre a replicacdo do HIV-1. Da mesma forma, os
inibidores farmacologicos de NF-kB, ERK, P38, PKC e PLC também eliminaram o
estimulo na replicacdo do HIV-1 causado pelo NGF, sugerindo que o célcio contido
no reticulo, assim como NF-kB, ERK, P38, PKC e PLC participam do efeito mediado

pelo NGF na replicagdo do HIV-1 em macréfagos humanos in vitro (Figura 19).
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Figura 19 — Andlise das vias de sinalizacdo intracelular. Macrofagos infectados com
HIV-1 (CCRS5 tropico) foram mantidos em cultura por 3 dias, e em seguida tratados
por 15 minutos com os inibidores farmacologicos acima mostrados antes da adi¢cao
de NGF (10ng/mL). As células foram mantidas em cultura por 48 horas com o0s
inibidores e o NGF. A replicagdo viral foi medida duas semanas apos a infecgéo pela
deteccdo do Ag do HIV-1 p24, por ELISA, nos sobrenadantes de cultura. A figura
mostra a replicacao viral em relacdo ao controle + SEM. N=4.

32



4.8 O NGF regula negativamente a producdo de APOBEC3G ao nivel
transcricional.

Procurando elucidar os mecanismos pelos quais o NGF amplifica a replicacdo do
HIV-1, verificamos um possivel efeito regulador do NGF sobre a proteina
APOBECS3G, um importante fator endégeno celular de restricdo a replicacdo do HIV-
1 (Peng et al., 2007). Como controle positivo as células foram tratadas com IFN-y,
um conhecido indutor da sintese desta proteina (Peng et al., 2007). Vimos que
PBMCs tratados com NGF (10ng/mL) apresentaram uma acentuada diminuicdo na
sintese de RNAmM em relacdo a células tratadas com IFN-y (10 ng/mL) ou apenas

mantidas em meio de cultura (Figura 20).

«— A3G

Controle  IFN-y NGF

Figura 20 — Analise da expressdo de RNAmM para APOBEC3G. PBMCs néao
infectados foram tratados com NGF (10 ng/mL) ou IFN-y (10 ng/mL) por 24 horas. O
RNA total foi extraido com o kit RNAeasy (Quiagen). Em seguida 1 pg do RNA total
foi transcrito reversamente utilizando-se o kit GeneAmp RNA PCR (Perkin Elmer). O
cDNA para APOBEC3G foi amplificado de acordo com as condi¢cdes descritas no
protocolo HS01043988 G1( disponivel on-line em Applied Biosystems). A figura
mostra um experimento representativo de 3 com resultados semelhantes.
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4.9 O NGF regula negativamente a sintese protéica de APOBEC3G.

Buscando confirmar o efeito de inibicdo causado pelo NGF sobre a sintese do fator
de restricdo a replicacdo viral, APOBEC3G, analisamos por “Western blotting” a
producdo desta proteina em macrofagos tratados com NGF na presenca ou
auséncia do estimulo de IFN-y. Macrofagos tratados com 1 ng/mL e com 10 ng/mL
de NGF na presenca de IFN- y (10 ng/mL) apresentaram clara diminuicdo na
producdo da proteina APOBEC3G, quando comparados com células tratadas
apenas com IFN-y (10 ng/mL) (Figura 21 A). Da mesma forma, macrofagos tratados
somente com NGF (10 ng/mL) também apresentaram diminuicdo da sintese de
APOBEC3G em relacdo ao grupo tratado com IFN- y (10ng/mL) e apenas em meio
de cultura (Figura 21 C). Estes resultados corroboram assim os achados de inibicdo

na sintese de RNAm descritos no item 4.8.
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Figura 21 - Analise da sintese de APOBEC3G em macréfagos tratados com NGF. A)
Macréfagos nédo infectados foram tratados com IFN-y (10ng/mL) ou com NGF (10
ng/mL) por 48 horas. Em seguida foram lisados em tamp&o de Leammli e
analisadas por “western blot”. Figura mostra um experimento representativo de 4
com resultados semelhantes. B) Densitometria realizada no software EagleSight
(versdo 3.21; Stratagene; La Jolla, CA, USA) relativa aos “western blots” da figura 21
A. C) Macrofagos nao infectados foram tratados com IFN-y (10ng/mL) na auséncia
e na presenca de 1ng/mL e de 10 ng/mL de NGF por 48 horas. Em seguidas
processados como descrito acima. Figura mostra um experimento representativo de
3 com resultados semelhantes. D) Densitometria realizada no software EagleSight
(versao 3.21; Stratagene; La Jolla, CA, USA) relativa aos “western blots” da figura 21
C.
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5. Discussao

Estudos que buscam um melhor entendimento dos fatores que compdem a relagéo
entre o sistema imunoldgico e o HIV-1 causador da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) tem sido objeto dos esfor¢os de diversos grupos de pesquisa por
todo mundo. Esta mobilizacdo € motivada pela gravidade da pandemia causada pelo
HIV, de acordo com o0s numeros do Uultimo levantamento realizado pelo
UNAIDS/WHO em 2008 (figuras 1 e 2), e também pela dificuldade em se entender
toda a complexa rede de interacdes entre o HIV e o sistema imune humanao.

Dentro deste grande arcabouco que caracteriza a deficiéncia do sistema imune
causada pelo HIV-1, diversos fatores enddgenos e exégenos tém sido destacados
como pecas-chave na modulacdo do ciclo replicativo deste virus (Wahl et al., 2003).
Dentre estes, fatores solUveis como citocinas, por exemplo, desempenham papel
bastante relevante no contexto da infecgcdo pelo HIV-1 (Alfano et al., 2008). Um
exemplo bem consolidado de efeito de citocinas neste contexto é o Fator de Necrose
Tumoral (TNF-a), cujo nivel sérico estad aumentado na infeccdo pelo HIV-1, e ainda
induz uma maior replicacao viral in vitro (Ito et al., 1989; Roux-Lombard et al., 1989).

Em 1999, Garaci e colaboradores chamaram atencdo para um outro grupo de
moléculas sollveis que também poderiam estar envolvidas na modulacdo da
replicacdo do HIV-1, as neurotrofinas. Neste trabalho os autores demonstraram que
a inibicdo dos efeitos da neurotrofina NGF sobre macrofagos infectados in vitro pelo
HIV-1 (por meio da adicdo de anticorpos neutralizantes), reduzia a niveis muito
baixos a producao viral em comparac¢do com a dos macréfagos infectados expostos
apenas ao meio de cultura (Garaci et al., 1999).

Curiosamente, mesmo ap0s a publicacdo deste estudo poucos grupos se
interessaram pela andlise mais profunda estudo de um possivel efeito modulatério
do NGF sobre a replicacdo do HIV, sendo a Unica publicagdo com este perfil a de
Samah e colaboradores (2009) que, de forma conflitante com o mostrado por Garaci
et al. (1999), mostra uma auséncia de regulacdo positiva na producdo de NGF em
macroéfagos infectados pelo HIV-1, e a ndo modulagdo da replicagdo viral pela
adicdo de NGF (Samabh et al., 2009). As demais publica¢des disponiveis na literatura
sdo majoritariamente relacionadas com a importancia do NGF e das vias
intracelulares disparadas por este fator (principalmente a via das MAPK/Erk) em
neurdnios, e as implicacdes que a proteina do HIV-1 Tat gera nesse sistema. Alguns

autores mostram que Tat provoca um desequilibrio da cascata gerada pelo NGF, e
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consequente inducdo de apoptose em neurdnios de sinalizacdo, fendmeno critico
para o desencadeamento de uma das facetas mais graves da infeccdo pelo HIV-1, a
deméncia relacionada a AIDS (Bergonzini et al., 2004; Darbinian-Sarkissian et al.,
2006; Darbinian et al., 2008).

Baseados entdo nos achados de Garaci et al. (1999), nas evidéncias de que
fatores sollveis sdo importantes na histéria natural da infeccdo pelo HIV-1, e na
caréncia de trabalhos que exploram o mecanismo pelo qual o NGF poderia estar
envolvido com a modulacdo da replicagcdo do HIV-1, nés decidimos realizar um
estudo com o intuito de avaliar se a adicdo de NGF em culturas de PBMCs e
macréfagos teria a capacidade de alterar a replicacao viral nestas células, e quais
fenbmenos poderiam estar relacionados com tal possivel modulacao.

O primeiro resultado obtido por nés veio em complemento aos dados obtidos por
Garaci e colaboradores, tendo em vista que eles demonstraram que a neutralizacéo
do NGF naturalmente produzido por macréfagos diminuia a replicacdo do HIV-1 em
cultura. Nosso grupo, por nossa vez, mostrou que ndo sO a presenca do NGF
enddgeno é importante para a replicacdo do HIV-1, como a adicdo de NGF exdgeno
tem a capacidade de aumentar os niveis de producdo viral em macrofagos
infectados in vitro (figura 9). A diferenca entre nossos achados e os de Samah et al.
(2009) talvez se deva a diferencas no protocolo, ja que, nos diferentemente
daqueles autores, tratamos as células logo ap6s a infec¢cdo pelo HIV-1, enquanto
eles primeiro tratam as células com a neurotrofina e s6 entdo as infectam. O
aumento da carga viral causado pela adicdo de NGF exdgeno a cultura, observado
pelo nosso grupo, ndo apresenta uma curva dose-reposta, ja& que a maior
concentracdo testada (100ng/mL) possui a mesma capacidade estimulatéria da
replicacdo viral que a menor concentracdo utilizada (1ng/mL), enquanto que a
concentracdo de NGF de maior efeito para a replicagédo do HIV-1 no nosso modelo
foi a de 10ng/mL (figura 9). Esta caracteristica € bastante comum em diversos
fenbmenos biolégicos, principalmente quando envolve moléculas com grande
potencial de ativacdo, como PAF (platelet-activating factor), por exemplo, que,
guando em concentragdes acima das ideais, se torna menos potente quanto ao seu
efeito sobre ativacdo das plaquetas e sobre a estimulagdo de PBMCs (Chao &
Olson, 1993; Lacasse & Rola-Pleszczynski, 1991).

Houve grande variacéo do efeito de aumento da replicacdo viral causado pelo NGF
entre os doadores, com estimulagdes que variaram de cerca de 3 vezes a até 20

vezes em relacdo ao controle nédo tratado (figura 10). Duas conclusdes devem ser
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salientadas desse resultado: a primeira, que em todos os doadores o efeito esteve
presente, demonstrando com isso a consisténcia do fenbmeno; a segunda, que o
NGF possui um robusto potencial de estimulagdo da replicacdo do HIV-1 em
macrofagos, uma vez que foi capaz de induzir em até expressivas 20 vezes a
producéo viral nessas células.

A curva temporal do efeito de estimulagédo da replicagdo do HIV-1 em macréfagos
in vitro pelo NGF seguiu o mesmo perfil costumeiramente observado em culturas
mantidas apenas em meio de cultura. Detectamos uma taxa baixa de producéo viral
no sétimo dia apds a infec¢cdo, com pico de replicacao viral por volta do décimo-
quarto dia, e uma ligeira tendéncia de queda deste ponto em diante (Figura 11),
como visto em outros estudos (Lima et al., 2002; Samah et al., 2009).

E de se notar que, o efeito de aumento da replicacdo do HIV-1 observado em
macrofagos nao se repetiu em PBMCs. Nao vimos qualquer modulacédo da producéo
viral, independentemente das concentracdes testadas (figura 12), e uma aparente
tendéncia a inibicdo da replicacdo em tempos mais tardios (figura 13). Este resultado
provavelmente ndo é devido a uma possivel auséncia de sensibilidade de linfécitos
ao NGF, tendo em vista que, trabalhos do final da década de 1980 ja demonstravam
a presenca de efeito das neurotrofinas sobre a ativacdo de linfocitos (Dean et al.,
1987; Otten et al., 1989; Thorpe & Perez-Polo, 1987). Esta evidéncia se consolidou
com a demonstracdo, no inicio da década de 1990, que os linfécitos ndo so6
apresentavam receptores para o NGF e outras neurotrofinas, como também
possuiam a capacidade de sintetizar e liberar tais neurotrofinas (Ehrhard et al.,
1993a; Ehrhard et al., 1994). Estes achados trouxeram a luz a idéia de que os
linfécitos ndo s6 eram suscetiveis aos efeitos do NGF, como estes efeitos
provavelmente ocorriam de forma paracrina e autécrina (Levi-Montalcini et al., 1995),
bem como ocorre em macréfagos (Ehrhard et al., 1993b). Tais conclusdes jogam por
terra uma possivel suspeita de que a discrepancia entre os resultados de
macréfagos e PBMCs seja devido a uma diferenca no perfil de expressédo dos
receptores de alta afinidade TrkA, ou mesmo de sensibilidade ao efeito da
neurotrofina entre estes dois tipos celulares. Cogitamos, entdo, que esta auséncia
de efeito do NGF na replicacdo do HIV-1 em PBMCs possa estar relacionada com o
modelo experimental utilizado. Isto porque para a obtencao de linfocitos T infectados
pelo HIV-1 produtivos é crucial que estas células estejam ativadas e em estado
proliferativo (Stevenson, 2003) e, para tal, € comumente utilizado o agente ativador
mitético PHA (fitohemaglutinina). E possivel que o potente efeito de ativagdo desta
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lectina possa estimular estas células de tal forma que ndo possibilite a acdo de outro
agente, tal como o NGF. Porém, uma conclusdo definitiva sobre esta hipétese
somente sera possivel com a execugcdo de experimentos adicionais. Entre estes,
cogitamos verificar se a adicdo do inibidor farmacolégico de TrkA a cultura de
PBMCs infectados pelo HIV-1 resulta em queda da replicacdo viral, o que seria
resultado do bloqueio do efeito do NGF enddgeno sobre a ativacao linfocitaria.

Uma vez demonstrado que a adicdo de NGF exdgeno é capaz de regular
positivamente a replicacdo de HIV-1 em macrofagos infectados in vitro, iniciamos
estudos com o objetivo de entender de que forma tal fenbmeno ocorre. O primeiro
passo nesse sentido foi avaliar se o0 NGF exercia um papel facilitador em alguma
etapa do ciclo replicativo do HIV-1. Avaliamos inicialmente uma possivel modulacdo
do binding viral pelo NGF, através de um protocolo no qual os macrofagos foram
tratados com NGF por 1 hora a 37°C, com o intuito de permitir uma possivel
mudanca no perfil de expressao de receptores membranares; posteriormente, as
células foram trasferidas para 4°C a fim de interromper a fluidez membranar e evitar
o “turnover” de receptores e manter o perfil de expressao adquirido pelo tratamento
com a neurotrofina. S6 entdo acrescentamos o HIV-1 na cultura, de forma que os
virions pudessem se ligar aos receptores CD4/CCR5, mas ndo conseguissem entrar
na célula pela auséncia de fluidez da membrana. Com isso, conseguimos mensurar
a quantidade de virions que se ligaram aos receptores celulares necessarios para o
uptake viral na presenca e na auséncia do tratamento com NGF, e desta forma
avaliar se esta neurotrofina tinha o potencial de facilitar a ligacdo dos virions aos
macréfagos. Como observado na figura 14, a diferenca na quantidade de p24 obtida
no lisado das células tratadas com NGF e das células ndo tratadas né&o foi
estatisticamente relevante, indicando que o efeito de aumento da replicacao viral
obtido pelo tratamento com NGF ndo ocorre em razdo de uma facilitacdo do binding
viral. Outro resultado que também aponta na direcdo de que o efeito do NGF néo é
devido a uma facilitagdo nas primeiras etapas do clico do HIV-1 é o observado na
figura 15. Neste experimento, concluimos que o NGF tampouco influenciou a
entrada do HIV-1 nos macréfagos. Para tal, utilizamos um protocolo muito
semelhante ao experimento anterior, sendo a diferenca principal o fato de que as
células ndo sdo submetidas a baixas temperaturas, o que permite a fusdo entre as
membranas do virion e da célula hospedeira e, por conseguinte, a entrada da

particula viral na célula.
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Com o intuito de analisar se mesmo nédo tendo um papel facilitador no binding e
entrada o NGF poderia favorecer algum outro evento pré-integragdo, como a
transcricao reversa, transporte do pro-virus para o ndcleo ou integracdo, avaliamos a
quantidade de DNA pré-viral total e de DNA proé-viral integrado em macrofagos
tratados e ndo tratados com NGF. Para este estudo utilizamos um protocolo
adaptado de Calcaterra e colaboradores (2001) no qual, para avaliar o DNA pro-viral
integrado realiza-se um primeiro round de PCR com primers para a regidao ALU
humana e para o LTR do HIV-1, e um segundo apenas com primers para regido LTR
do HIV. A utlizagdo de primers desenhados para anelar com regides muito
conservadas e com alta taxa de repeticdo do genoma humano, como a regidao ALU,
em conjunto com primers especificos para as regides do HIV, como a regido LTR,
permite avaliar a presenca de DNA pro-viral integrado ao genoma das células do
hospedeiro (Kumar et al., 2002). Todavia, por se tratar de uma técnica de PCR
convencional, s6 nos permitiria uma interpretacdo qualitativa do resultado, ou seja,
se havia ou ndo integracdo viral nos macrofagos tratados. Tal interpretacao
responderia apenas parcialmente esta pergunta, uma vez que NOSSO interesse
consistia na andlise de uma possivel modulacdo do fenbmeno, e ndo em um efeito
absoluto. Tentando minimizar esta limitagdo realizamos, como proposto por
Calcaterra et al. (2001), uma diluicdo seriada do DNA obtido de macréfagos tratados
ou ndo com NGF, a fim de comparar a intensidade de bandas mesmo em
concentracfes nao saturantes de DNA. Para o estudo do DNA pro-viral total, que
consiste ndo s6 do integrado, como também nas trés formas encontradas de DNA
pré-viral extra-cromossomal (linear, 1-LTR e 2-LTR) (Kumar et al., 2002), utilizamos
dois rounds de PCR apenas com primers especificos para a regido LTR do HIV-1, e
a mesma estratégia de diluicio do DNA aplicada no estudo do DNA proé-viral
integrado (Calcaterra et al., 2001). Vimos que, de uma forma geral, mesmo em
concentragbes ndo saturantes de DNA, ndo houve aumento na intensidade das
bandas nos grupos tratados com NGF em relagédo aos grupos controle (figura 16).
Portanto, os resultados obtidos com essa estratégia experimental sugerem que,
aparentemente, o tratamento com NGF nao regula positivamente passos pré-
integracao do ciclo replicativo do HIV-1.

De forma a seguir com o objetivo de elucidar em que ponto do ciclo replicativo do
HIV-1, a adicdo de NGF exdgeno estaria sendo importante para 0 aumento da
replicagéo viral, realizamos um PCR quantitativo em tempo real para analisar o perfil

de expressdo de RNAm “Full Length” e “Multiply Spliced”, com ou sem a adicdo de
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NGF a cultura de macréfagos infectados (figura 17). Apesar do numero de amostras
reduzido, observamos uma clara tendéncia ao aumento na transcricdo de ambos 0s
tipos de RNAm. Este dado indica que o NGF tem o potencial de aumentar ndo s6
replicacdo como um todo, como também a eficiéncia e patogenia da infeccéo, por
estimular os RNAm que condificam as proteinas acessoérias Tat e Rev (RNAmM MS)
(Pasternak et al., 2008; Sonza et al., 2002). Esta andlise sera realizada mais
algumas vezes, com o0 objetivo de se obter um n que permita a comparacao
estatistica.

Os resultados obtidos até este ponto do trabalho indicam que o NGF
provavelmente favorece a replicagdo do HIV-1 da mesma maneira que outros fatores
soluveis o fazem. Citocinas classicamente conhecidas como potentes estimuladores
da replicacdo do HIV-1, como TNF-a, IL-1B e IL-6, tém como caracteristica a
participacdo em passos transcricionais e pos-transcricionais do ciclo replicativo do
HIV-1, ndo tendo qualquer efeito descrito em passos pré-integracao (Cassol et al.,
2009). Dos mecanismo moleculares conhecidos pelos quais as citocinas favorecem
a replicacdo do HIV-1 ao nivel transcricional, o0 mais estudado € a ativacdo do fator
de transcricdo NF-kB. Este fator tem a peculiaridade de, uma vez ativado no
citoplasma, migrar para o nucleo e se ligar em sitios proximos ao do gene promotor
da replicagéo do HIV (LTR), podendo com isso iniciar ou aumentar a expresséo das
proteinas virais e a consequente producao do HIV-1 (Breen, 2002).

Portanto, considerando que o NGF aumenta a replicacdo do HIV-1 sem influenciar
passos pré-integracdo, que esta neurotrofina, aparentemente, é capaz de estimular
a transcricdo pro-viral do HIV-1, que seu perfil funcional pleiotrépico é similar a das
citocinas, e que existem relatos na literatura que demonstram a capacidade do NGF
de ativar o LTR do HIV-1 (Recio & Aranda, 1997), nOs hipotetizamos que, assim
como TNF-a e IL-1B, o NGF poderia estimular a replicacdo através do disparo de
vias de sinalizag&o intracelular que, em ultima instancia, acarretariam o aumento
transcricional do HIV pela ativacdo do seu promotor, o LTR.

Para avaliar esta hipétese, o primeiro passo foi identificar qual receptor era
responsavel pela transducao do efeito mediado pelo NGF na replicacéo viral: se o de
alta afinidade, TrkA, o de baixa afinidade, p75, ou ambos. Esta resposta era critica
para a continuidade do estudo proposto, pois as vias intracelulares disparadas por
esses dois receptores, apesar de estimuladas pelo mesmo fator, em geral séo
bastante distintas, gerando muitas vezes efeitos opostos na fisiologia da célula. O

TrkA é classicamente associado a estimulacdo da sobrevivéncia, diferenciacéo,
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atividade e plasticidade neural, ao iniciar uma cascata que inclui, entre outros
fatores, fosfolipase C, PKC, P13, AKT e a via das MAPK-Ras-Erk (Micera et al.,
2007). Por outro lado, sabe-se que o p75, apesar de trabalhos apontarem um efeito
sinérgico ao do TrkA (Clary & Reichardt, 1994) e a aparente caracteristica pro-
sobrevivéncia via a ativacdo de NF-kB (Rao et al., 1995), tem como efeito classico
garantir uma rapida e eficiente apoptose de neurdnios neonatais e transmitir sinais
de morte a neurbnios danificados (Nykjaer et al., 2005). As vias de sinalizacao
disparadas pelo p75 incluem TRAF6, Caspase, BAX, citocromo C e Jun quinase
(Micera et al., 2007). Os efeitos e vias disparadas tanto pelo TrkA quanto pelo p75
sdo classicamente relacionadas a células neurais porque a grande maioria dos
trabalhos visando entender os seus mecanismos de acdo e caracteristicas sdo
realizados no modelo de células Feocromocitoma 12 (PC12), uma célula de
linhagem neural tumoral que se divide e se diferencia por completo quando tratada
com NGF (Greene & Tischler, 1976). Todavia, outros trabalhos mostram que o perfil
funcional desses receptores, observado nos neurdnios, se repete em outros tipos
celulares, inclusive do sistema imune. Em macréfagos, por exemplo, sua ativagao
por tratamento com LPS em conjunto com a neutralizacdo de NGF da cultura,
acarreta um aumento da expressao de p75 e um consequiente encaminhamento
dessas células para apoptose (Caroleo et al.,, 2001), enquanto que o aumento de
expressdo de TrkA em mondcitos esta correlacionado com a sua maior ativacao
(Ehrhard et al., 1993Db).

A nossa estratégia para avaliar o papel dos receptores p75 e TrkA no contexto da
estimulacdo da replicacdo do HIV-1 em macréfagos, foi a adicdo do inibidor
farmacoldgico especifico para o TrkA (K252a) a culturas de células previamente
infectadas e tratadas ou ndo com NGF. Desta forma pudemos comparar se houve
modulacao da replicacdo viral, quando na auséncia de atividade do receptor de alta
afinidade, em comparacdo com as células que possuiam TrkA ndo bloqueado. O
que observamos foi uma completa anulagéo do efeito estimulatério do NGF no grupo
de células tratado com o farmaco (figura 18). Concluimos que o receptor TrkA é
fundamental para que ocorra o fendbmeno de estimulo da replicacdo do HIV-1, e que
0 receptor p75, apesar de ter a capacidade de estimular NF-kB, um fator
intimamente relacionado com a ativagdo da transcricdo do HIV-1, ndo consegue
sustentar o efeito do NGF sem a presenca do receptor TrkA. A queda da replicagcéo

de HIV-1 mesmo em macrofagos ndo expostos ao NGF exdgeno, sugere assim
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como Garaci et al, (1999), que o NGF naturalmente produzido € um importante
componente na manutencao da replicagdo viral basal em macréfagos.

Para o estudo das vias de sinalizacao intracelular que poderiam estar envolvidas
com o efeito gerado pelo NGF na replicacdo do HIV-1, utilizamos a mesma
estratégia experimental que foi aplicada ao estudo dos receptores, modificando
apenas os inibidores farmacolégicos de acordo com a via a ser analisada. Utilizamos
inibidores de fatores que integram as principais vias ativadas pelo TrkA e p75, como
fosfolipase C (PLC) (U73122), PKC (Queleritrina), PKA (H89), ERK (PD98059), p38
(SB), NFkB (SN50) e Jun quinase (JNK) (JBD) (Huang & Reichardt 2003; Reichardt,
2006), além dos quelantes de ions calcio intracelular (BAPTA-am) e extracelular
(EGTA) e especifico de reticulo endoplasmético (Tapsigargina). Novamente
comparando a replicacédo viral entre os grupos tratados com NGF+Inibidor ou s6é com
NGF, pudemos avaliar quais desses fatores descritos acima eram criticos para o
efeito desencadeado pela neurotrofina. Vimos, entdo, que o célcio intracelular, mais
especificamente contido no reticulo endoplasmatico, juntamente com PLC, PKC,
P38, ERK e NF-kB eram fundamentais para o efeito do NGF (Figura 19). De posse
destes resultados sugerimos uma cascata de eventos (figura 22) que teria inicio com
a ligacdo do NGF nos receptores TrkA e p75, com o TrkA ativando PLC, que
catalisaria a hidrélise de fosfatilinositol (Steinman et al.) nos dois segundos
mensageiros, inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG); IP3 se ligaria a seus
receptores no reticulo endoplasmatico sinalizando para a abertura dos canais que
permitem a liberacdo de Ca?* no citoplasma, e DAG, juntamente com o Ca** liberado
no citosol, ativaria PKC. Uma vez ativado, PKC fosforilaria duas proteinas da familia
das MAPK, ERK e p38, que entdo migrariam para o nucleo e ativariam a transcricdo
celular. A participagcao de NFkB observada provavelmente ndo se deve somente a
ligacdo de NGF ao p75, j& que, como visto pelo ensaio com o inibidor do TrkA, s6 a
atividade de p75 ndo é capaz de gerar aumento na replicacédo viral. Desta forma,
possivelmente PKC esteja gerando também um co-estimulo critico para a atividade
de NFkB no efeito mediado pelo NGF. Esta cole¢cdo de resultados permite-nos
cogitar sobre um dos possiveis mecanismos para 0 aumento da replicacédo viral
gerado pela ligagdo de NGF a células infectadas pelo HIV-1. Isto porque a via de
NFkB é classicamente descrita como importante fator na replicagdo do HIV-1 via
modulacdo da transcricdo do LTR viral (Duh et al., 1989), e as MAPK sabidamente

aumentam a expressao génica celular, resultando em um aumento da producdo do
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genoma pro-viral e estimulando a sintese e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias,
também importantes no contexto da patogenia do HIV-1(Mangino et al., 2007).

Outro possivel mecanismo estudado por nés pelo qual o NGF poderia favorecer a
replicacdo do HIV-1 em macrofagos, foi a analise da sua capacidade em modular a
expressao celular de fatores enddgenos de restricdo a replicacdo do HIV-1, como a
proteina APOBEC3G (A3G) (Peng et al., 2007). Vimos que o tratamento com NGF
foi capaz de diminuir de forma dramatica tanto a producdo de RNAm (figura 20)
guanto a sintese protéica de APOBEC3G (figura 21), inclusive apresentado um
efeito capaz de contrapor a acdo do IFN-y, um potente agente indutor da produgao
desta proteina (Peng et al., 2007). Relatos na literatura apontam ainda que, além da
capacidade de inibir a sintese protéica do APOBEC3G aqui mostrada, o NGF
possivelmente também atua diminuindo a eficiéncia enzimatica de APOBEC3G que
ainda assim foi produzido. Assim entendemos porgue trabalhos demonstram que o
NGF aumenta a atividade do fator regulador de transcricdo C/EBPB (também
conhecido como NF-IL6, (Sterneck & Johnson, 1998), que, por sua vez, é
relacionado com a inibicdo da atividade do APOBEC3G no contexto da replicacéo do
HIV-1 (Kinoshita & Taguchi, 2008). Tal conjunto de informacfes traz a luz a idéia
que o NGF exerce um papel de forte modulacdo negativa sobre um dos fatores
enddgenos de restricdo a replicacdo do HIV-1 mais potentes e estudados
atualmente (Wabhl et al., 2006).

Este resultado, juntamente com os demais obtidos neste trabalho, ganha um peso
adicional por tratar da replicacdo do HIV-1 em macrofagos, células que exercem um
papel-chave na imunopatogénese da infeccdo pelo HIV-1 por sua peculiar
capacidade de produzir grandes quantidades de virions sem sofrer efeito citopatico.
Esta caracteristica Ihes confere a possibilidade de servir como reservatoérios virais,
mantendo o virus abrigado no organismo contra as acfes do sistema imune e das
drogas da terapia antiretroviral, representando com isso uma formidavel barreira
para a completa erradicacdo da infeccdo pelo HIV-1 do organismo (Stevenson,
2003). Portanto, sdo cada vez mais necessarios esforcos que visem um melhor
entendimento das nuances que montam o0 cenario da interagdo entre o HIV-1 e o
macréfago. E justamente neste contexto que o NGF parece se incluir, dado a sua
capacidade de influenciar de diversas maneiras o ciclo replicativo do HIV-1 em uma

célula critica para a evolucdo da histéria natural e clinica da AIDS.
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Figura 22 — Via de sinalizagdo envolvida com o efeito de NGF. Proposta de via de
sinalizacao disparada pelo NGF envolvida com o aumento da replicacdo do HIV-1

em macréfagos humanos infectados in vitro.
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6. Conclusdes e Perspectivas

De maneira geral, o corpo de resultados apresentados nesta dissertacdo nos

permite concluir que:

- O NGF tem a propriedade de estimular a replicagcdo do HIV-1 em macréfagos

primarios humanos infectados in vitro.
- O efeito mediado pelo NGF na replicagdo do HIV-1 aparentemente ndo se deve
ao favorecimento de passos pré-integracdo no ciclo replicativo do virus, como

binding ou entrada.

- O efeito mediado pelo NGF na replicacdo do HIV-1 provavelmente também

decorra da ativacao da transcricdo pro-viral.
- A acao de NGF na replicacdo do HIV-1 requer a participacdo do receptor de alta
afinidade TrkA, a mobilizacdo de ions calcio contidos no reticulo endoplasmatico,

além da ativagéo de PLC, PKC, p38K, ERK e NFkB.

- O efeito do NGF na replicacdo do HIV-1 pode ser devido a uma diminui¢do da

sintese do fator de restricdo endégeno APOBEC3G.

E como perspectivas em curto prazo para a continuacdo desse estudo, podemos

citar:

- A analise por multiplex da modulacdo causada pelo NGF na producédo de citocinas

classicamente descritas como importantes na regulacéo da replicacédo do HIV-1.

- Confirmacéo dos dados de integracao pro-viral por PCR em tempo real.

- Confirmacéo da regulacéo negativa do APOBEC3G por PCR em tempo real.

- Aumentar o numero de amostras da quantificacdo do efeito do NGF na transcricao
viral do HIV-1 por real-time PCR.
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- Realizacdo de ensaio funcional, utilizando uma cepa viral deficiente da proteina
acessoria Vif, a fim de definirmos a real importancia da regulacdo negativa da

proteina APOBEC3G no efeito na replicagdo do HIV-1 mediado pelo NGF.

- Sequenciamento do genoma do HIV-1 a partir de cDNA obtido de virus produzidos

por macrofagos tratados com NGF, e quantificacdes de hipermutacdes C/G—T/A.
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8.Anexos

8.1 Artigos cientificos publicados durante a realizacdo do mestrado sem relacdo com
a dissertacao.

8.1.1- Characterization of HIV-1 enzyme reverse transcriptase inhibition by the
compound 6-Chloro-1,4-Dihydro-4-Oxo-1-(B-D-Ribofuranosyl) Quinoline-3-Carboxylic
acid through kinetic and in silico studies.
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Characterization of HIV-1 Enzyme Reverse Transcriptase Inhibition
by the Compound 6-Chloro-1,4-Dihydro-4-Oxo-1-(B-D-Ribofuranosyl)
Quinoline-3-Carboxylic Acid Through Kinetic and In Silico Studies
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Abstract: We recently described that the chloroxoquinolinic ribomucleoside 6-chloro-1.4-dihydro-4-oxo-1-(B-D-
rbofiuranosyl) quinoline-3-carboxylic acid (compound A) inhibits the human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) en-
zyme reverse transcriptase (RT), and its replication in primary cells. Based on these findings, we performed kinetic stud-
ies to investigate the mode of inhibition of compound A and its aglycan analog (compound B). We found that both mole-
cules inhibited RT activity independently of the template/primer used. Nevertheless, compound A was 10-fold more po-
tent than compound B. Compound A inhibited the RINA-dependent DNA polymerase (RDDP) activity of RT with an un-
competitive and a noncompetitive mode of action with respect to dTTP incorporation and to template/primer (TP) uptake,
respectively. The kinetic pattern of the inhibition displayed by compound A was probably due to its greater affinity for the
ternary complex (RT-TP-dNTP) than the enzyme alone or the binary complex (RT-TP). Besides, by means of molecular
modeling, we show that compound A bound on the NNRTI binding pocket of RT. However, our molecule targets such a
site by making novel interactions with the enzyme RT, when compared to NINRTIs. These include a hydrogen bridge be-
tween the 2°-OH of our compound and the TyrG75 of the enzyme RT’s chain B. Therefore, compound A is able to syner-
gize with both a NRTI (AZT-TP) and a NNRTI (efavirenz). Taken together. our results suggest that compound A displays

a novel mechanism of action. which may be different from classical NRTIs and NNRTIs.

Keywords: AIDS. HIV-1, reverse transcriptase, chloroxoquinolinic acid.

1. INTRODUCTION

The reverse transcriptase (RT) 1s a critical enzyme for
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) replication,
the etiological agent of the acquired immunodeficiency syn-
drome (AIDS). The enzyme RT is a heterodimer composed
of two subunits, p66 (66 KDa) and p51 (51 KDa). RT be-
longs to the family of type B DNA polymerases [1] and is a
multifunctional enzyme able to catalyze RINA-dependent
DNA polymerase (RDDP), DNA-dependent DNA polym-
erase (DDDP). and RNAse H activities [2.3]. The combina-
tion of these different catalytic activities 1s required to con-
vert the viral genomic RNA mto a double-stranded cDNA
[4.5]. In order to perform these reactions, RT follows a high
standardized sequence of reactions: initially. free RT binds

*Address comespondence to these authors at the (TMLS) Laboratorio de
Virus respiratorios e do Sarampo, Laboratono de Referéncia Nacional e da
OMS para Influenza e Viroses Exantematicas, Pavilhdo Helio e Peggy
Pereira, sala B103, Rua Leopoldo Bulhdes 1480, Manguinhos. Rio de Ja-
neiro, RJ 21041-210, Brazil; Tel: +55 21 2562-1801;

E-mail: tmoreno@iocc fiocruz br, (CFLF) Laboratério de Estrutura ¢ Regu-
lagdo de Proteinas, Instituto de Bioquimica Médica. Universidade Federal
do Fio de Janeiro, Rua César Pemetta, 400, Bloco H-2 sala 026, Prédio do
CCS, Cidade Universitiria Rio de Jameiro, BJ 21941-590, Brazil; Tel: 35-
21-2562-6784 E-mail: cfontes@biogmed ufij br

1570-1623/02 $52.00+.00

to the template-primer (TP), forming a bmary complex (RT-
TP); next, this complex binds to the mcoming deoxynucleo-
tides (dNTP), formmg a temary complex (RT-TP-dNTP)
[6.7].

Antiretroviral agents that target RT are categorized as
nucleoside/nucleotide RT inhibitors (NRTIs) and as nonnu-
cleoside RT mnhibitors (NNRTIs). The NRTIs, after follow-
ing phosphorylation steps, bind the binary complex and act
as chain termiators, bemg therefore competitive mhibitors
of the dNTP incorporation [8]. The NNRTIs, on the other
hand. are noncompetitive inhibitors of RT. because they m-
teract with the allosteric site at the palm region of the RT [9].
Due to this interaction, NNRTIs might target any catalytic
form of the RT [6].

In order to contrel HIV-1 replication and chnical pro-
gress to AIDS, diverse classes of antiretrovirals can be em-
ployed. and the enzyme RT is aimed by most of these drugs.
Several problems are associated with the long-term use of
antiretroviral agents. such as metabolic disorders and emer-
gence of drug-resistant viruses [10-12]. Regarding the emer-
gence of multi-resistant strains of HIV-1. mutations in the
amino acid sequence of RT may emerge due to selective
pressure of the antiretroviral drugs, allowing HIV-1 virions
to escape from the therapeutic regime [11].

© 2009 Bentham Science Publishers Ltd.
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Together, these observations motivate the search for
novel molecules endowed either with new mechanisms of
action and/or with the ability mhibit multi-resistant strains of
HIV-1 [13]. Since we have previously described that the
chloroxoquinolinic compound 6-chloro-1.4-dihydro-4-oxo-
1-(f-D-ribofuranosyl) quinoline-3-carboxvlic acid (com-
pound A; Fig. 1) inhibits HIV-1 replication in primary cells
by targeting the enzyme RT [14], we decided to further ana-
Iyze its effects towards the mhibition of this enzyme. Here,
we report, by means of kinetic assays, that compound A
probably presents a novel mechanism of RT inhibition, dif-
ferent from that of the classical NRTIs and NNRTIs. Our
molecule blocked the RT catalysis by an uncompetitive
mechanism of action, with respect to dTTP incorporation.
and targeted preferentially the ternary complex of this en-
zyme. Although this compound aimed the NNRTIs binding
pocket of RT. it seems to use different amino acid residues
for its docking, when compared to the NNRTI efavirenz
(EFZ) Another feature of our molecule 15 1ts '1b1]1t§ to syn-
ergize with NRTI and NNRTI compounds m a cell-free
based assay.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Reagents

The compound A (Fig. 1) was synthesized as previously
described [15]. The NRTI 3"-azido-3 -deoxythymidine 5°-
triphosphate (AZT-TP) was from Sierra Bioresearch (Tuc-
son, AZ). The NNRTIs nevirapine (NVP) and efavirenz were
kindly donated by Dr. Nubia Boechat (Department of Or-
ganic Synthesis, Farmangumnhos. Fiocruz. Rio de Janeiro,
EJ. Brazil). The negative control acyclovir triphosphate
(ACV-TP) was purchased from Sigma Chemical Co. (St
Louis, MO, USA). The recombinant HIV-1 enzyme reverse
transcriptase was obtamned through the AIDS Research and
Reference Reagent Program, NIAID, NIH: Reverse Tran-
scriptase from the University of Alabama at Birmingham,
Center for AIDS Research., Gene Expression Core Facility.
The template-primers were purchased from Amershan Phar-
macia, Biotech, Inc.. Piscataway, NJ).

2.2, Effect of Compound A on the Activity of the HIV-1
Enzyme RT

The inhibitory effect of compound A on RDDP activity
of RT was evaluated using a solution contamnmg 25 mM

0
COOH Cl
N
0
HO
HO OH
Compound A

Souza etal

Tris-HCI (pH 7.8). 75 mM KCl. 8 mM MgCl; and 2 mM
DTT at final velume of 25 pL (buffer A). To analyze the
dTTP  incorporation.,  saturating  concentrations  of
poly(tA)o(dT)21s (100 nM) and wvarious concentrations of
dTTP (rangmng from 0 — 30 uM) were added to buffer A.
Inversely. to analyze the TP uptake, a saturating concentra-
tion of dTTP (60 pM) and wvarous concentrations of
poly(tA)o(dT)215 (ranging from 0 — 100 nM) were added to
buffer A. The isotopic dilutions were performed with the
ratio of 2 pCi FH]dTTP (49 Ci/mmol) / 2.7 uM dTTP, and
all reactions were performed according steady-state kinetics
by using 3 U (equivalent to 50 nM) of recombinant HIV-1
RT (1U 1s defined as the amount of enzyme necessary to
catalyze 1 pmol of radiolabeled dTTP per mm per mg of
enzyme) at 37°C for 30 min. Reactions were stopped by the
addition of 10 L of 0.5 M EDTA and the entire volume was
filtered through Whatman DES81 filters to collect the new
synthesized strand of DNA . Then, filters were washed three
times with sodmum phosphate (100 mM), and incorporated
nucleotides were measured by liquid scintillation counting
(Packard. model TRI-CARB 2100 TR. Downers Grove, IL,
USA). The K, and Vg values were calculated by
Lineweaver-Burk plot and the Ko by dividing the Ve, by
the amount of total RT used.

Alternatively. we used different template/primers,
poly(rC}o(dG} or denaturated salmon sperm DNA. For the first
primer, we followed the methodology described above substi-
tuting the cold and radio-labeled substrate dTTP for dGTP. On
the other hand, to measure the DDDP activity of RT,
12 5ug/mL of salmon sperm DNA were employed m a reaction
muxture composed of 50 mM Tris—HCI (pH 8.0), 8 mM MgCl.,
05 mM DTT, 0.5 pg/mL bovine serum albumm, 100 uM of
each nucleotide (dATP. dGTP. dCTP and [H]-dTTP—
0.5 pCinmol), and 3 U/mL of the enzyme RT. These reaction
mixtures were incubated with the test compound at 37 °C for
30 mun, and the reaction was stopped by the addition of 10%
(w/v) trichloroacetic acid (TCA). The resulting radwactive
DNAs were adsorbed onto GF/C fiberglass membranes
{Whatman) and counted by liquid scintillation.

2.3, Evaluation of the Effect of Compound A on Different
Catalvtic Forms of RT

To evaluate the affinity of compound A towards different
catalytic forms of RT, 3 U of enzyme was diluted 1n buffer A

COOH Cl

N
H

Compound B

Fig. (1). Chemical structure of compound A (6-chloro-1.4-dihydro-4-oxo-1-(f-d-ribofuranosyl) quinoline-3-carboxylic acid) and compound

B (6-chloro-1 4-dihydro4-oxo-1H-quinoline-3-carboxylic acid).
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containing various concentrations of compound A= This mix-
ture was mcubated with different concentrations of TP and
dTTP to study mteractions between our molecule with the
free enzyme, with the bmary or with the ternary complexes
[6]. In summary, the free enzyme 1s the major catalytic form
of RT m reaction mixtures with low concentration of TP (1
uM) and with high concentration of dTTP (60 pM). The bi-
nary complex is the major structure when preparations were
mcubated with high concentration of TP (100 nM) and with
low concentration of dTTP (0.5 pM). The ternary complex 1s
mduced when high concentrations of both TP (100 nM) and
dTTP (60 uM) are used. All data were plotted according to
Dxon’s medel using equation (1) for uncompetitive mhibi-
tors [16]. For comparison. the obtained K, values with equa-
tion (1) were also calculated for efavirenz and nevirapme
using the same formula.

Vo= [Vu/[KW/[S]) + (1 + [TVK)] (1)

2.4. Kinetic Studies of the Combination of Compound A
with Other RT Inhibitors

To analyze a possible synergy between compound A with
a NRTI (AZT-TP) or a NNRTI (efavirenz), kinetic assays
were performed according to mteraction index described by
Greco ef al. [17]. Braefly, dose-response curves of compound
A alone or in combination with either AZT-TP or efavirenz
were performed m buffer A with 60 pM dTTP and 100 aM
of TP. These reactions were assumed to follow Hill’s model
for cooperativity and were generated by fitting the experi-
mental data to the equation (2):

E = [Econ([11/Ds0)")[1 + (Dso/[1])"] @

where E 15 the enzyme activity m percentage, and Econ
means the absolute control activity in the absence of the m-
hibitor. Effective mhibitor concentrations at different frac-
tional mhibition levels were measured from the parameters
D30, [El]con and m. The D50 represents the median effec-
tive dose of a given drug or of a combmnation 1n constant
ratio (equivalent to the ICs; of this drug or combmation); the
[EI]con parameter means the absolute enzyme activity in the
presence of a given concentration of the inhibitor; and the m
corresponds to the slope for a given drug or for a combina-
tion of molecules in a constant ratio. These three last kinetic
parameters were measured according to the equation (3):

Dx = Dsg [ENEcon— EN'™ 3)

where Dx refers to the dose of drug giving a particular per-
cent inhibition. The equation (4} was used to measure com-
bmatory efficiency:

I=(DyDyy) + (DyDyy) C)]

where I represents the combinatory efficiency, D1 and D2
are the concentrations of the drugs in combination, and Dx1
and Dx2 mean the predicted inhibitory concentration of each
drug. Giving the observed effect of the combination D1/D2,
I=1,I=1orIequal to 1 indicate synergy. antagonism, or
additive effects. respectively.

2.5 Alignment of Genetically Diverse Polymerases and In
Silico Docking of Compound A

In order to compare the relevance of RT residues for re-
sistance to compound A with 1ts equivalent amino acids on
both HSV-1 DNA polymerase and human alpha-DNA po-
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lymerase. we made alignments using ClustalW. We have
chosen to align the sequence of the human «-DNA polym-
erase (NCBI code, AAA16459), the HSV-1 DNA polym-
erase (NCBI code, BABG64293) and the RT (NCBI code,
NP _789739) using the ClustalW feature of the CLC Free
Workbench Version 4.0.

To perform the docking smdies, we used the crystal
structure of the wild-type RT 1FK9 (Protein Data Bank,
PFDB). We selected the file 1FK9 because 1t already has an
EFZ molecule bound on the crystal structure of the enzyme
RT. Thus, the area occupied by ammo acid residues mvolved
m the docking of EFZ was considered the actual NNRTIs
bind site (see Appendix). In order to perform in silico dock-
mg, we used the software ArgusLab 4.0 (Planaria Software
LLC), which allows the docking of multiple compounds
without interference of one molecule on others. Therefore, as
a control, we bound a virtual EFZ to the 1FK9 file. We ob-
served only a small diference (0.5 angstrons) between the
EFZ already bound in the crystal structure and the wvirtual
EFZ. After that, we used the set up parameters to perform
the same sort of assays with compound A

3. RESULTS
3.1. Effects of Chloroxoquinelinic Analegs on RT Activity

We have previously reported that the compound 6-chloro-
1.4-dihydro-4-ox0-1-(B-D-mibofuranosyl)  quinoline-3-carboxylic
acid (compound A) mhibits HIV-1 replication by targetng the
enzyme RT [14]. Here. to further investigate compound A’s
mode of mhibition, we compared the effects of this molecule,
and its aglycan analog (compound B). towards RT using dif-
ferent template/primers. As we can see in Table 1. the Kis for
compound A were comparable to those observed for nevirapine
(NVP). On the other hand, compound A’s Kis were higher than
those seen for AZT-TP and efavirenz (EFZ) [14]. Interestingly,
compound A was ten-fold more potent in mhibiting RT activity
than compound B, showing that the ribosyl moiety contributes
to the compound A activity. Differently from AZT-TP, but
similar to NVP and EFZ, both compounds, A and B, inhibited
RT actwity mdependently of the template/primer used (Table
1). mdicating that our molecules do not compete with a specific
nucleotide and that they mhibit both RDDP and DDDP activi-
ties of RT at simalar concentrations range. As a negative con-
trol, we used ACV-TP and, as expected, we observed no mnhi-
bition of the enzyme RT.

Tablel. Effects of Compounds A and B on the Activity of the
HIV-1 Enzyme RT Using Different Tem-
plate/Primers

Ki (uM)
Inhibitor £
Poly(rA)o(dT) | Poly(rCle(dG) | Sperm Salmon DNA
Compound A| 0.5+0.04° 05+001 0.7+0.04
Compound B 5+03 53x01 6207
ATT-TP 0.01 £0.003" NE NE
NVP 0.5+0.02" 03£001 0.37+0.03
EFZ 001002 0.01+0003 0.02+0.001
ACV.TP =20 =20 =20

NE - Not evaluated.
*These values were withdrawn from ow previous publication (Souza er al., 2008).
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Fig. (2). Effect of compound A on kinetic parameters of HIV-1 enzyme RT. The enzyme RT was incubated in the absence of compound A
(®). or with five-fold the E; (2.5 pM: O) or with ten-fold the K; (5 uM; v) for this molecule. Data were analyzed with respect to dTTP (A)
or template-primer mcorporation (B). according to Materials and Methods. Data represent the average of five independent experiments, and
the linewaver-burk plots were generated by SigmaPlot 8.0. The msets (A and B) show the effect of nevirapine on the same kinetic parame-
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Table 2. Kinetic Parameters of dT TP Incorporation and Template/Primer Uptake of RT Upon Compound A Treatment
Conditions dTTP Incorporation
Km (pM) Vmax (pmol/min) Keat (s7) KeatKm
ET 58107 32024 106 £0.8 18.28
ET + compound A" 23+02 187+53 62+0.6 27
1 - 17 X
Conditions TemplatePrimer Uptake
Km (nM) Vmax (pmol'min) Kcat (57 Kcat'Km
RT 13+£02 6678+22 513607 395
ET + compound A" 1704 334443 196704 115

" These values were obtzined with compound A at concentration of 2 5ulL

3.2. Effects of Compound A on RT dTTP Incorporation
and Template/Primer Uptake

Smce both compounds (A and B) inhibited RT activity
using different template/primers and, considering that com-
pound A was more potent than compound B i inhibiting RT
activity, we focused our studies on the effects of compound
A with respect to dTTP incorporation and template/primer
[poly(rA)o(dT)] uptake. Compound A presented a potent
dose-dependent inhibition of dTTP incorporation (Fig. 2A)
and template/primer uptake (Fig. 2B). Differently from nevi-
rapine, which 1s a noncompetitive mhibitor with respect to
both substrates (Fig. 2. insets). compound A inhibited the
dTTP incorporation and TP uptake with an uncompetitive
and noncompetitive mode of action, respectively. Table 2
also shows the information mentioned in this last sentence. It
is also possible to see (Table 2) that the catalytic efficiency
(Kcat/Km) of RT diminished due to compound A treatment
with respect to TP uptake. On the other hand, this efficiency
mereased when the dTTP mcorporation was analyzed, be-
cause the decrease of the Km values, presumed m the un-
competitive mode of action, produces such an artifact. How-
ever, the decrease i the catalytic efficiency with respect to
TP uptake becomes clear after the treatment with compound
A

Together, these data suggest that compound A targets
preferentially the complex enzyme-substrate (ES) of our
kinetic assays. Considering that the enzyme RT binds firstly
to the TP and then to the dTTP [6] and, taking mnto account
that better mhibitions were achieved with high concentra-
tions of dTTP or TP, we might be able to suggest that our
molecule shall target the RT 1n its ternary complex (TR-TP-
dTTP). blocking. thereafter, the product formation [6].

3.3, Effects of Compound A on RT Dissociation Con-
stants

Smce our data suggest that compound A targets the ter-
nary complex, we decided to further mvestigate this issue.
Therefore, we applied Dixon plots to RT incubations with
different concentrations of template/primer and dTTP. The
generated graphics were used to calculate the K; values for
compound A towards the catalytic forms of RT [6]. We can
observe that compound A targets the free enzyme and the
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binary complex with similar affinities. 1e. Kd (RT) = Kd
(RT-TP) (Table 3). Importantly, compound A’s affinity for
the ternary complex 1s over 5-fold higher than those ob-
served for the RT alone or RT-TP complex [Kd (RT) = Kd
(RT-TP) = Kd (RT-TP-dNTP)] (Table 3). The compound
A’s Ky value for the ternary complex and 1ts K; showed good
correlation (Tables 1 and 3). suggesting that the conversion
of RT-TP-dNTP complex mto product might be the main
event mhibited by compound A The comparison of these
results with those obtamned with efavirenz and nevirapme
(Table 3) shows that compound A may act differently from
these mhibitors, at the kmetic level. For example, nevirapine
has the same affinity for the three catalytic forms of RT [Kd
(RT) = Kd (RT-TP) = Kd (RT-TP-dNTP)], whereas
efavirenz affinity gradually increases due to bimnding of TP
and dTTP to the enzyme RT [Kd (RT) = Kd (RT-TP) = Kd
(RT-TP-dNTP)] (Table 3).

Table 3. Dissociation Constant of the Different Catalytic
Forms of RT with Compound A
Ed Values for RT (uhd)
Drugs
RT RI-TP RI-TP-ATTP

Compound A 2500 £ 280 2000 £ 160 497+ 63

EFZ 170£13 EIVE 4£0.7

NVP 400 £10 4019 39821

3.4. In Silico Docking of Compound A on RT Structure

Although the mechanism of action of compound A seems
to be umique at the kinetic level. it closely resembles the
NNRTIs effects [14]. Besides that, we have published a low-
degree of cross-resistance between compound A and clini-
cally available NNRTIs [14]. Thus, we performed in silico
studies with our compound, or with EFZ, towards the crystal
structure of RT (file 1FK9 from PDEB) (Fig. 3A), using the
NNRTIs binding pocket as the main target of compound A
on the wild-type RT structure (Fig. 3B). As we can see mn
Fig. (3C. D) compound A (pink colored) and EFZ (vellow
colored) showed a small overlap between their structures.
This was observed when molecules were presented as stick
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[yr&75

Ay

72543521

Fig. (3). In silico analysis of compound A bound to the HIV-1 enzyme RT. Using the crystal structure of RT and the ARGUSLAB 4.0 soft-
ware, we made i silico studies. The crystal structure of RT 1FK9 (A) and the selected NNRTIs binding pocket (B) were used to dock com-
pound A. Efavirenz and compound A are displayed in yellow and pink. respectively. We can observed these molecules within the NNRTIs
biding site as stick structures (C) or by their Van der Waals radius (D). From another. angle we can observe EFZ camouflaged within
NNRTIs biding site and the ribosyl moiety compound A spiked towards the oter region of RT allosteric site (E). In panel F. the colored at-
oms of the reference and tested molecules reveal the interaction of the the ribosyl moiety compound A (circulated in blue) with the Tyr 675
of the chain B of the enzyme RT (white) by a hydrogen bond (yellow). The number next to the hydrogen bond represents the distance in
angstrons between the compound A and Tyr 675.
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structures (Fig. 3C) or by their Van der Waals radius (Fig.
3D). This result suggests that classical NNRTIs and com-
pound A might target the same allosteric region of RT, but
they may be sorted by different amino acid residues during
their dockmng. Intriguingly. when we highlighted the ammo
acid residues involved i the NNRTIs biding pocket (Fig.
3E). we noticed that the ribosyl moiety of compound A
spiked towards the outer region of the NNRTIs binding site,
suggesting a possible explanation for the difference mn po-
tency between compounds A and B. In order to better high-
light the importance of this ribosyl moiety in the structure of
compound A, we colored differently each radical of the ana-
lyzed compounds (Fig. 3F). We can observe that the 2°-OH
of the compound A interacts. by a hydrogen bond, with Tyr
675, an amino acid residue of the chain B of the enzyme RT
(also noted as Tyr 115 of subunit p51 of the enzyme RT).

3.5. Comparison of Compound A Effects Towards Ge-
netically Different Polymerases

Viral and some cellular eukariotic DNA polymerases
belong to the famuly of Type B polymerases [1]. We have
previously described that compound A is able to mhibit
HSV-1 DNA polymerase, but it does not mhibit alpha DNA
polymerase [18]. Thus, considering our docking and cross-
tesistance studies [14], we performed multiple alignments
with the amino acid sequence of the enzymes RT
(NP_789739), HSV-1 polymerase (BABG64293) and oDNA
polymerase (AAA16459). We display m Table 4 some
amino acid residues of the enzyme RT, which represent the
Tyr115 of the subunit p51 (as mentioned above). those stud-
ted during our cross-resistance assays [18]. as well as the
equivalent amino acids residues of the other polymerases. As
we can nofice, we studied a number of residues imnvolved mn a
broad range resistance to NNRTIs [19]. and saw that the RT
amine acids 101 and 181 are simalar m all three enzymes,
residue 103 1s not sinular to its equivalent on the HSV-1
DNA polymerase, and 188 represents a gap. suggesting that
these residues might not be critical for compound A’s ef-
fects. A similar conclusion can also be drawn for RT resi-
dues 103 and 188 from our previous cross-resistance assays
[14]. Regarding the RT residue 106, this amino acid might
be mmportant for the antiretroviral activity of compound A.
since a considerable degree of similarity 1s shared between
RT and HSV-1 DNA polymerase but not with alpha-DNA
pol (Table 4). Fmally, RT residue 115 might be more impor-
tant for compound A bmdmg on RT structure than for its
antiretroviral activity. simce its equivalent amino acids on
alpha-DNA polymerase and HSV-1 DNA polymerase are
netther able to support a hydrogen bridge or possesses ho-
mology with RT (Table 4).

Table 4. Analysis of the Genertically Diverse Polvmerases and

the Effect of Compound A Towards these Enzymes

Enzyme Amino Acid Residues Compound A Ki (uM)

RT |I0IK|103K|106V|115Y 1817 |188Y 03

HSV |233K|2355|238A|247H|3055 | GAP 0.1

Alpha |122K|124A(127T|1365|221T | GAP 6.0
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3.6. Compound A Showed Synergistic Effects with AZT-
TP and Efavirenz

Since both, at kinetic and structural levels, compound A
seems to inhibit the enzyme RT in a different manner than
NRTIs and NNRTIs. we performed combination studies to
evaluate possible synergistic effects between compound A
and reference antiretroviral agents. Comparison of the ob-
served Dy values with the corresponding D1 and D2 values
showed an apparent 4- to 10-fold increase in the potency of
compound A when combined with efavirenz or AZT-TP
(Table 5). These data mndicate that combined treatments em-
ploying compound A 1s able to produce strong synergistic
effects with a NRTI and a NNRTL

Table5. Calculated Imteractions Parameters for Combina-
tions of Compound A, AZT-TP and Efavirenz

— D., d; d, d, +d,

Drug(s) @D | @p @D | @
Comp A 1823 NA NA NA
AZT-TP 2142 NA NA NA
Enfavirenz 131 NA NA NA
Comp A + AZT-TP NA 36+004 22 +005 58
Comp A + Enf NA 31+030 40+003 71

NA —Not applicable.

4. DISCUSSION

We have previously described that the chloroxoquino-
lmic compound 6-chloro-1.4-dihydro-4-oxo-1-(B-D-
ribofuranosyl) quinoline-3-carboxylic acid (compound A)
mhibits the replication of HIV-1 in human primary cells
[14]. The suppression of HIV-1 mfection was dependent of a
distinctive ability of compound A to inhibit the HIV-1 en-
zyme RT with a K1 of 0.5 uM and. differently from the ma-
jority of nucleoside analogs. without the requirement of any
prior phosphorylation. Here, we further investigated com-
pound A’s mechanism of action and showed that our mole-
cule seems to act differently from NNRTIs and NRTIs, both
at kinetic and structural levels. Compound A targeted prefer-
entially the enzyme RT i its ternary complex and. conse-
quently. inhibited dTTP imncorporation in an uncompetitive
fashion. Compound A was able to synergize with the two
different classes of RT imhibitor. since it targeted the allos-
teric site of RT in a very distinctive way.

Many compounds currently mn clinical use mhibit HIV-1
replication and delay the clinical progress of the mfection by
targeting the HIV-1 enzyme RT, but they differ in their
mechanism of action [20]. While NRTIs, such as AZT. are
competitive inhibitors, NNRTIs, such as efavirenz and nevi-
rapine, are noncompetitive mhibitors of dTTP mcorporation
[20.21]. We found in this report that the compound A inhib-
its both RDDP and DDDP activities of RT independently of
the template/primer used. This result, together with the ob-
servation that compound A does not require a phosphoryla-
tion step to be active [14]. suggests that our molecule pos-
sesses a mechanism of action simular to that observed for
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classical NNRTIs. These observations prompted us to think
that the chloroxoquinolinic ring of our antiretroviral is the
main component of compound A structure endowed with
anti-RT activity. Interestingly, compound B. which repre-
sents the aglycan form of compound A, was less potent in
mhibiting the RDDP and DDDP activities of RT than its
analog. suggesting a prvotal role of the nbosyl moiety of our
compound.

In order to further investigate the kinetic behavior of
compound A. we performed Lineweaver-Burk assays. They
revealed that, differently from NRTIs and NNRTIs [22].
compound A mhibited the enzyme RT m an uncompetitive
and a noncompetitive manner with respect to dTTP mcorpo-
ration and TP uptake. respectively. Once more, these
changes m substrate incorporation are consistent with the
mechanism of action of compounds that do not require any
prior phosphorylation step to become active. Besides, when
we measured the K; values of our compound towards differ-
ent catalytic forms of RT, we observed that 1t targeted pref-
erentially the ternary complex. Thus, the nature of inhibition
promoted by compound A [Kd (RT) = Kd (RT-TP) = Kd
(RT-TP-dNTP)] 15 different from that observed for nevirap-
me [Kd (RT) = Kd (RT-TP) = Kd (RT-TP-dNTP)] and for
efavirenz [Kd (RT) = Kd (RT-TP) = Kd (RT-TP-dNTP)].
These results mean that compound A would target the fully
catalytic RT enzymes and, thus, impainng the product for-
mation.

Together. our results suggest that compound A effect 1s
ongmal at the kinetic level, especially for a nucleoside ana-
log [6]. Therefore. and as suggested by cross-resistance as-
says [14]. to get mnsight whether this rare mode of mhibition
is due to a differential interaction in the NNRTI binding site,
we performed in silico studies. Since compound A and other
NNRTIs share a low-degree of cross-resistance [14], we
choose to dock our compound 1n the allosteric site of the
enzyme RT. We found that compound A bmnds to this allos-
teric site with a free bmdmg energy. comparable to that ob-
served for EFZ (-6 and -12 kcal/mol for compound A and
EFZ, respectively). Importantly, simce compound A and EFZ
showed only a very small degree of overlap, they might be
sorted by different amino acids m the NNRTI binding site.

Interestingly, compound A was not entirely mside the
allosteric site of RT, since its ribose was projected towards
the outer part of this region. Due to this characteristic, the 2°-
OH of our compound interacted, by a hydrogen bond. with
Tyr 675 of the chain B of the RT enzyme (also noted as
Tyrl15 of the RT subunit p51). This result might shed some
light in the differences in potency observed for compounds
A and B. Thus, the lack of the ribosyl moiety in the latter
compound may create mstability for 1ts dockmng on the RTs
allosteric site.

Since collectively our data suggest that compound A pre-
sents a novel mechanism of action at the kinetic and struc-
tural levels and. considenng that we have shown that com-
pound A 1s able to inhibit other virus polymerases [14], we
decided to compare the amino acid sequence of RT, HSV-1
DNA polymerase and alpha DNA polymerase. We noticed.
as suggested before [14], that amuno acid 106 on the RT
structure might play a key role for the antiretroviral activity
of our compound. Besides that. the ability of the amino acid
Tyrll5 to support a hydrogen bridge is shared with 1ts

Senza etal

equivalent ammo acid on the alpha DNA polymerase se-
quence. This observation, together with the absence of p51
catalytic activity, suggests that the residue 675 might be 1m-
portant for anchoring compound A, rather than for 1ts anti-
RT effect. If this 1s true, 1t would also explam why com-
pound B still inhibits the enzyme RT activity, although less
efficiently. Further studies. such as making several passages
of HIV-1 in presence of our compound, and the erystalliza-
tion of the enzyme RT with our molecule, are i progress in
our laboratories to better understand the mnteractions com-
pound A with the enzyme RT. It 1s noteworthy that RT res1-
due Tyr 115 1s crucial for many relevant processes. For ex-
ample, this residue, as well as 166, makes bridges between
cations — such as Mg~ - for dNTP selection [23]. Thus. we
expect that mutations that confer resistance to our compound
may reduce RT fitness.

Fimnally. the current search for novel antiviral molecules
focuses on the development of compounds endowed with
novel mechanisms of action and/or able to synergize with
existing antiretroviral drugs [24]. We showed that the effects
compound A seems to be unique, both at the kinetic and
structural levels. Besides, we also revealed an important syn-
ergistic effect between compound A and other classes of RT
inhibitors in both HIV-1-infected cells [14] and m cell-free
based assays. These observations strengthen our conclusion
that compound A may be a promising formulation for future
antiviral design [14,18], encouraging us to perform pharma-
cokmetic studies with our molecule.
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APPENDIX

S.No. Ligand Atom Type Information

1. (7747) CL: Hydrophobic

2. (7748) F1: Polar

3. (7749) F2: Polar

4. (7750) F3: Polar

5. (7751) E Polar

6. (7752) 02 H-bond acceptor
7. (7753) N: H-bond acceptor
8. (7754) cl- Polar

9. (7755) C2: Hydrophobic

10. (7756) C3: Hydrophobic

11 (7757) C4 - Hydrophobic

12. (7758) C5: Hydrophobic
13 (7759) C6 - Hydrophobic

14. (7760) C7: Polar
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15. (7761) C8: Hydrophobic

16. (7762) C9: Hydrophobic

17. (7763) C10: Hydrophobic

18. (7764) C11: Hydrophobic

19. (7765) C12: Hydrophobic

20. (7766) C13: Hydrophobic

21. (7767) Cl4: Polar

22 (7768) H: atom type none

23 (7769) H atom type none

24, (7770) H atom type none

25. (7771) H: atom type none

26. (7772) H atom type none

27. (7773) H atom type none
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Ahbstract

This paper describes the synthesis of several 1-benzyl-1/-1,2,3-triazoles attached to different carbohydrate templates and their in vitro
inhibitory profile against HIV-1 reverse transcriptase. In addition a theoretical comparison of the most active compounds with other classical
antivirals was also performed. Our results showed 2a, 2d and 2g as the most active compounds that inhibited the HIV-1 reverse transcriptase
catalytic activity with cytotoxicity lower than AZT and SI higher than DDC and DDI. The overall theoretical analysis of the molecular descrip-
tors of 2a, 2d and 2g revealed that their HOMO energy is similar to other antivirals in use (AZT, DDC, DDI and 3TC) and together with the
volume may contribute for the biological profile as they may allow new interactions with the target. In fact the 1,2,3-tdazole compounds
presented more lipophilicity and higher molecular volume and weight than the antivirals studied, which suggested that these features might
not only contribute for new interactions with the HIV-RT but also influence the specificity and consequently the low cytoxicity profile of these
compounds. Thus these data point them as promising leading compounds for generating new anti-HIV-RT compounds.

© 2008 Published by Elsevier Masson SAS.

Keywords: HIV-RT; 1.2 3-Triazole; Anti-HIV; Antiviral

1. Introduction

Acquired immune deficiency syndrome (AIDS) is the first
pandemic disease of the molecular biology era, which killed
over 20 million people worldwide [1.2]. The human immuno-
deficiency virus (HIV) is the AIDS causative agent and its
reverse transcriptase (HIV-TR) is the main target of AIDS
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treatment [3.4]. This enzyme plays an essential and multifunc-
tional role in the virus replication. It allows the transcription of
HIV-single-stranded RNA genome into a DNA double helix
capable of integration into host cell chromosomes [5—9].
The combination of HIV reverse transcriptase and protease
inhibitors in the highly active antiretroviral therapies (HAART)
against HIV infection led to a decline in morbidity and mortal-
ity [5—9]. Nonetheless, viral replication is still persisting as
lymphatic system and central nervous system acts as reservoir
for the virus [5], and wherein some antivirals, more particularly
the protease inhibitors (PIs), do not penetrate at an efficient in-
hibitory level [10]. In addition the emergence of drug-resistant



374 FdeC. da Silva et al. | Eurapean Journal of Medicinal Chemistry 44 (2009) 373383

virus strains due to high HI'V mutation rate continues to restrain
the long-term clinical efficacy of these molecules [11-14]
whereas side effects limit the use of some of these antivirals
(i.e. AZT) demanding new options [14—21]. Therefore despite
the advances in therapy, the progression of AIDS in HIV-
positive individuals remains a major health problem in the
world today.

1.2,3-Triazoles are an important class of heterocyclic
compounds due to their wide range of applications as pharma-
ceutical agents [22]. Among the pharmaceutical uses, 1,2,3-
triazoles are known as antiplatelets [23]. dopamine D2 receptor
ligands (related to Schizophrenia) [24], B-lactamase inhibitors
[25], anticonvulsants [26], antimicrobials [27—29], and antiin-
flammatory [30.31] agents, but the potential of this class as
antivirals against HIV is poorly described in literature. Alvarez
and coworkers described the series of [2,5-bis-O-(tert-butyldi-
methylsilyl)-B-p-ribofuranosyl]-3-spiro-5'-(4"-amino- and 4'-
(N-acetylamino)-1',2"-oxathiole 2'.2-dioxide) (TSAQ) deriva-
tives in which the pyrimidinelpurine moiety of the molecule
was replaced by a 1,2,3-triazole ring with various substitutions
at C4 or C-5 [32]. These authors showed several members of
this class of compounds with potent anti-HIV-1 activities,
pointing the promising profile of 1,2,3-triazoles for generating
leading compounds [32].

O
N,

In order to identify a 1,2 3-triazole lead compound against
HIV-RT, our research efforts have been directed towards the
discovery of new chemical entities that are effective antivirals
with low cytotoxicity. This paper describes the synthesis and
in vitro activity against HIV-RT of several 1-benzyl-1H-1,2,3-
triazoles attached to different carbohydrate templates. A theo-
retical comparison of the most active 1,2,3-triazole compounds
and some of the current antivirals in use was also performed.

2. Chemistry

The diversity of chemical structures of the 1,2 3-triazole
family and their useful biological activiies made these
compounds attractive targets in synthetic organic chemistry.
Many studies have been reported on the synthesis of the
1.2,3-triazole ring system [33—42]. The potential of this hetero-
cycle led us todevelop a synthetic route for preparing glycocon-
jugate-triazoles and examine their antiviral activity (Fig. 1).
The syntheses of compounds 3a—g were started by the prepara-
tion of enamines la—g by the procedure previously described
by us [43]. The preparation of triazoles 2a—g was performed
by the [2N + IN] method, as early described by Arnold and
our group [44—47], performing the transference of the diazo
group to enamines la—g.

P
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Fig. 1. Structures of 14-1,2,3-Triazole derivatives 2a—g and 3a—g.

74



F.deC. da Silva er al. | European Jowrnal of Medicinal Chemisty 44 (2009) 373—383 375

Thus, the isopropylidene group from carbohydrate moiety was
hydrolyzed through the reaction with asolution of TEA/H0 (1:1)
at room temperature during 24 h [48] producing the correspond-
ing p-glycoconjugated 1,2 3-triazoles 3a—g containing as carbo-
hydrate units ribose, galactose, fructose, alose, glucose, xylose in
their native form, in excellent yields (Fig. 1). Triazoles 3Ja—g were
obtained as a mixture of o and B anomers for 3¢ and 3f (1.2,3-tr1-
azoles from p-glucose and p-alose, respectively, were obtained in
the o and B-pyranoside forms). All the triazoles were fully char-
acterized by "H NMR, "*C NMR, IR spectroscopy and HRMS.

3. Pharmacology
3.1. Anti-HIV-RT activity assay

The inhibitory effect of trazoles at 50 uM or different
concentrations ((L.01—50 uM) was evaluated on the HIV-RT
polymerase activity using recombinant HIV-1 enzyme. The
polymerization reactions (50 uL) contained 50 mM Tris HCI
(pH 7.8), 6 mM MgCl,, 1 mM dithiotreitol, 50 mM KCL, 20
uM dTTPE, 10 uM of [3H] dTTP (47 Ci/mmol), and 150 pg
poly(rA)-oligo(dT) template primer (Pharmacia) and 1 U of
enzyme. The reaction mixture was incubated at 37 °C for 30
min, and the incubation was stopped by adding ice-cold 5%
trichloroacetic acid (TCA) containing 20 mM of sodium pyro-
phosphate. The precipitates were collected on Whatman GF/C
filters and washed with sodium phosphate 0.1 M. The incorpo-
rated triphosphate was measured by assaying for *H in a liquid
scintillation counter. AZT was used as antiviral control. The
selective indexes were calculated based on our experimental
results (1,2,3-triazole compounds and AZT) and based on
literature (didadosine-DDI and zalcitabine-DDC and 3TC).

3.2, Cytotoxicity assays

Vero cells were cultured in Dulbecco modified Eagle medium
(DMEM) supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS:
HyClone, Logan, Utah), 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL
streptomycin, at 37 °C in 5% CO,. Monolayers of about 104
Vero cells in 96-multiwell plates were treated with several
concentrations of the compounds for the 72 h. Then, 50 pl of
I mg/mL solution of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT; Sigma) was added to evaluate cell
viability according to procedures described elsewhere [49].
The 50% cytotoxic concentration (CCsp) was calculated by
linear regression analysis of the dose—response curves. All
experiments were performed in duplicate at least three times.

4. Results
4.1, Anti-HIV-RT activity

Initially all compounds were tested at 50 pM and the results
are shown in Table 1. All compounds inhibited HIV-RT to
some degree and 2a—g derivatives presented an inhibitory profile
higher than compounds 3a—g. Importantly, 2a, 2d and 2g pro-
duced the highest inhibitory values (63 —65%) at 50 pM (Table 1).

Table 1
Biological characterization of 14-1.2.3-triazole derivatives 2a—g and 3a—g
including anti-HIV-1-RT and cytotoxicity activities

Compound R Inhibition™ (%) CCsy (M)
2a b o OCH, 636 83745
)
0
-~ I
2h 0 28.8 12342
>3
2 30 3529.00
o
RIS
O e
o o
2d 647 20837
o
o Il,\
o
2e ,{:,-fo."r 435 2745.47
A
g&g}*
2f 479 3382.47
X
o
2 2 654 72406
EEN
;
3a CH 332 1172.64
OH OH
o OH
3h . 456 25,640.55
Ho OH
H
3 Ho--éﬁ' 140 1437.50
OH
T oH
H
3d HO -0 359 1798.60
Al OH
OH
OH o,
3e mﬁ 456 648.90
OH OH
OH
3 VAT 358 80045
{_OH .
CT
i 0
32 @OH 362 59600
OH
AZT - 9425 126,00

* Determined at 50 puM.
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The determination of the IC5q of the most active compounds
against HIV-RT (2a=22=+0.8 uM, 2d =5.0£0.5 uM and
2p=1.98 £ 0.4 uM) revealed values higher than AZT, but
similar to ddC (zalcitabine) and 3TC (lamivudine) and lower
than ddI (didadosine) (Fig. 2).

4.2. Cytotoxicity profile

In this study, we also determined the cytotoxicity profile
(CC5p) of the 1,2,3-triazoles (Table 1). Our experimental results
of the most active compounds (2a, 2d and 2g) revealed a better
cytotoxicity profile (2a=837.45 uM, 2d =208.37 uM and
2 =724.06 uM) compared to AZT (CCs, = 126 uM) (Table
1). In fact the two series 2 and 3 presented a lower cytotoxic
profile than AZT (CCs, = 126 uM) except for the 2b compound
(CCs0=12342 uM) (Table 1). Interestingly, the selective
index of the 2a and 2g was higher than DDC and DDI whereas
2d was only higher than DDI (Fig. 2).

4.3. Molecular modeling evaluation

We employed molecular modeling studies for the most
active triazole derivatives in the attempt of providing useful

A 164

IC,, (M)
(-3

milil

AZT 3TC DDl DDC 2a 2d 29

[ Mutagenic
Il Tumorigenic

[0 Irritant
Il Reproductive

Toxic Profile

AZT 3TC DDI DDC 2a 2b 2c

guidelines for the design of more potent antivirals comparing
them with other antivirals currently in use. The minimum
energy conformation of the most active compounds and
antivirals current issue, obtained by the AMI1 semiempirical
method, were submitted to a Single-Point ab initio calculation
with a 3-21G* basis set available on SPARTAN"04 program
(Wavefunction Inc. Irvine, CA, 2000). Molecular electrostatic
potential maps (MEPs), HOMO and LUMO eigen values and
orbital coefficients, and the molecular dipole moments were
calculated. In this work, we also studied the drug score of
the compounds, which are based on topological descriptors,
fingerprints of molecular druglikeness, structural keys or other
properties as clog P and molecular weight [49]. In case of
osiris property explorer (http://www.organic-chemistry.org/),
the occurrence frequency of each fragment is determined
within the collection of traded drugs and within the suppos-
edly non-druglike collection of Fluka compounds.

By comparing the three more active drugs (2a, 2d and 2g)
with other antivirals (AZT, DDC, 3TC and DDI), we observed
that they presented similar HOMO and LUMO energy values.
In case of triazoles, HOMO and LUMO energy ranges from

8.67 o —9.57 and 2.39 to 2.76, respectively, whereas the
antivirals evaluated herein presented values from —8.37 to
B 1200 J-—
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Fig. 2. Comparison of the most active 1,2,3-triazoles compounds (2a, 2d. 2g) and some anti- HIV drugs (AZT, DDC, DDI and 3TC) currently in use. Experimental
ICsq (A). selective index (B). and theoretical toxicity risk profile and drug score calculated using Osiris program (C and [, respectively).
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—9.42 and 2.29 to 2.90, respectively (Fig. 3). In contrast, the
triazole derivatives presented more lipophilicity (clog P) and
higher molecular volume (MV) and molecular weight (MW)
(Fig. 3). Despite their structural differences, the electrostatic
potential map of 2a, 2d and 2g revealed an analogous negative
charge distribution pattern in the right of the molecule, similar
to DDC and 3TC (Fig. 3).

The comparison of the most active compound (2g) with the
less active one (2¢) showed a different distribution of the
density of the orbital HOMO, which is concentrated in differ-
ent moieties of their structures. In the most active compound
(2g), HOMO is concentrated at the benzyloxy substituent
from the furanose moiety, in contrast to the less active
compound (2¢) where it remains on the benzyl substituent of
the triazolic moiety (Fig. 4). In addition compound 2g also
presented a higher volume (MV = 465.66 A%) than compound

2a

377

The three 1.2,3-triazoles (2a, 2d and 2g) were submitted to
an in silico ADMET screening (http://www.organic-chemistry.
org/prog/peo/) to analyze their overall drug score potential
compared to the commercial antiviral drugs, AZT, DDC,
3TC and DDI. Therefore we determined for the most active
compounds and antivirals currently in use: (a) all parameters
for the fulfilment of Lipinski rule of 5: (b) the predicted
toxicity risks (mutagenic, irritant, tumorigenic, and reproduc-
tive effects), and (c) the drug score that combines druglike-
ness, clog P, log S, molecular weight and toxicity risks, and
theoretically may be used to evaluate the drug potential of
a compound (Fig. 3).

Our results revealed that the lipophilicity (clog P) of these
1,2.3.triazoles is higher than that observed for commercial
drugs but is not greater than 5.0, fulfilling one of the Lipinski
rule of 5 [50]. The molecular weight of 1,2,3-triazole deriva-
tives (403 < MW >>465) is greater than other drugs (211

pDC 37C

DDI AZT

2¢ (MV =417.05 A%) (not shown).
g
2d g

Lipinski Rule of 5*

HOMO LUMO Dipole

O Hydrogen .\ o mw MV (eV) (eV) (Debye)
donnors acceptors (A%)
2a 0 9 1.48 403.44 400.79 -9.44 2.69 4.72
2d 0 10 1.94 431.45 417.04 -9.57 2.39 7.65
29 0 9 2.91 465.51 465.66 -8.67 2.76 5.30
AZT 2 9 -0.86 267.25 240.38 -9.42 2.29 1.25
DDC 3 6 -0.86 211,22 203.53 -9.12 2.65 4.29
3TC 3 6 -0.22 229.26 20319 -9.02  2.90 5.33
DDI 2 T -1.42 236.23 220.91 -8.37 244 8.06

*Lipinski rule of 5 (number of hydrogen bond acceptors <10 and donors <5, clogP<5, molecular weight <500}

Fig. 3. Comparison of theoretical parameters of 2a. 2d and 2g compounds and of some anti-HIV compounds cwrently in use. The most stable conformers, elec-
trostatic potential maps. fulfilment of Lipinsky rule of 5 (number of hydrogen donors and acceptors. clog P and molecular weights — MW, molecular volumes —

MYV). and molecular electronic properties (Egomo. Erumo. dipole moment).
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2c

Fig. 4. Comparison of the 2D-structure, the most stable conformer, the HOMO density and the HOMO density encoded onto a van der Waals surface of 1.2.3-
triazole compounds presenting the lower (2¢) and the higher (2g) inhibitory profile against HIV-RT. In HOMO density encoded onto a van der Waals surface
(isodensity 0.002 efau’), the HOMO absolute density coefficient was mapped from deepest red (0.00) to deepest blue (0.01) (for interpretation of the references
to colour in this figure legend. the reader is referred to the web version of this article.)

< MW = 267) but close to more than 80% of all Fluka traded
drugs (MW > 450), and the number of hydrogen bond accep-
tors (HA) and donors (HD) are also within the Lipinski rule of
5 (HA < 10 and HD < 5 respectively) (Fig. 3).

Interestingly the 1,2,3-triazole derivatives (2a, 2d and 2g)
showed equivalent or higher drug score values than the antivi-
rals AZT, DDC, 3TC and DDI (Fig. 2). Importantly the most
active derivative (2g) presented a higher value than that
observed for DDC, 3TC and DDI (Fig. 2). In agreement to
our cytotoxicity experimental results, our theoretical study
showed 2a, 2d and 2g with a better profile for low tumorige-
nicity, mutagenicity and reproductive effects than the antivi-
rals currently in use studied herein (Fig. 2).

5. Discussion

Two 1,23-triazole series were synthesized and tested
against HIV-RT, a key enzyme for HIV treatment. Interest-
ingly, all compounds inhibited HIV-RT at some degree, which
reinforced the potential profile of 1,2,3-triazoles not only for
those biological activities already described in the literature
(i.e. antiplatelets [23]) but also for an antiviral profile.

Importantly, our biological data suggested that hydroxyl
blockage in 2 is important for interacting with HIV-RT as these
compounds were the most active molecules. The different
biological profiles observed for compounds 2a, 2d and 2g

derived from acetonide carbohydrates and for analogues 3a,
3d and 3g from native carbohydrates reinforced that the
protective group is an important feature for the anti-HIV activ-
ity observed.

In a promising way, the biological activity of 2a, 2d and 2g
was analogous to DDC, DDI and 3TC but with a higher selec-
tive index, and a safer experimental cytotoxicity profile as
their CCs, increased at least two-fold compared to AZT. In
addition, as the two 1,2,3-triazole series (2 and 3) presented
both low theoretical and experimental cytotoxic results, these
data may indicate the potential safer profile of this heterocycle
class compared to other groups currently in use.

The overall theoretical analysis of the molecular descriptors
of 2a, 2d and 2g revealed that their HOMO energy is similar to
other antivirals in use (AZT, DDC, DDI and 3TC), which
suggested that the nucleophilicity might be an important fea-
ture for the biological activity. In addition, considering the
importance of stereoelectronic complementarity to the drug—
receptor interaction, the comparison between the most active
(2g) and the less active (2¢) compounds revealed that features
such as HOMO density (concentrated at the benzyloxy substit-
uent of 2g) and volume (related to the benzyl substituent on
the 2g furanose moiety) may together contribute for the bio-
logical profile as they may allow new interactions with the
target (i.e. hydrophobic). In fact the 1,2,3-triazole compounds
presented more lipophilicity and higher molecular volume and
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molecular weight than the antivirals studied, which suggested
that these features might not only contribute for new interac-
tions with the HIV-RT but also influence the specificity and
consequently the low cytoxicity profile of these compounds.
In addition the evaluation of the electrostatic potential map
of 2a, 2d and 2g revealed an analogous negative electronic
distribution to DDC and 3TC that may help to orientate
them on binding to the HIV-RT.

All active compounds (2a, 2d and 2g) fulfilled the Lipinski
rule of 5 (number of hydrogen bond acceptors < 10 and donors
< 5, clog P < 5, molecular weight < 500) despite their chem-
ical structural differences from the antivirals studied herein.
The theoretical parameters such as the clog P that according
to Lipinski rule of 5 is important for drug good absorption
and permeation are kept under the best values [50].

All drug score values and theoretical toxicity evaluations of
the most active compounds were better than that observed for
commercial antivirals. These data reinforced the potential
profile of these compounds but it is important to notice that
the toxicity predicted herein neither is a fully reliable toxicity
prediction, nor guarantees that these compounds are com-
pletely free of any toxic effect [51—53]. However, once again
these theoretical results help to strengthen the promising
profile of these compounds already pointed by the experimen-
tal cytotoxicity assay performed herein.

6. Conclusion

To summarize, we synthesized two new classes of triazoles
(2 and 3) that present HIV-RT inhibition activity. Importantly
the triazoles with the protected carbohydrate (2) are more ef-
fective than those containing unprotected carbohydrate groups
(3). The significant activity, low cytotoxicity, and potential
theoretical profile of triazoles 2a, 2d and 2g suggest that these
may be considered as promising lead molecules for further
synthetic and biological exploration.

7. Experimental protocol
7.1. Chemistry

Melting points were determined with a Buchi Model B-545
instrument and are uncorrected. Infrared (IR) spectra were
recorded on Perkin—Elmer 1420 spectrophotometer in KBr
pellets. NMR spectra were recorded on a Varian Unity Plus
300 spectrometer in the indicated solvent, operating at
300 MHz ('H) and 75 MHz (**C) employing tetramethylsilane
or the solvent as the internal reference, at room temperature.
Chemical shifts (4) are expressed in ppm and the coupling
constant (f') in hertz. Purified samples were used for measur-
ing physical constants and spectral data. The optical rotations
were rtecorded with a Perkin—Elmer 243B Polarimeter
(sodium lamp at 589 nm). Analytical grade solvents were
used. Trifluoroacetic anhydride was freshly distilled before
being used. Column chromatography was performed on silica
gel flash from Acros. Reactions were routinely monitored by
thin layer chromatography (TLC) on silica gel precoated
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Fass Merck plates. Microanalyses were performed on Per-
kin—Elmer Model 2400 instrument and all values were within
+0.4% of the calculated compositions. Chemicals employed
were obtained from commercial supplies and used without
purifications, unless otherwise stated. High-resolution elec-
tron-impact mass spectra (70 eV) were performed on Auto
Spec M513 Waters instrument.

7.2. General procedures

7.2.1. General procedure for the preparation of
3-benzylamino-but-2-enoic ester derivatives

The preparation of enamines la—g was achieved as de-
scribed in our previous publications [43].

7.2.1.1. Spectral data of the new enamine esters

7.2.1.1.1. 3-Benzylamino-but-2-enoic acid 3-(1,2:5 6-di-0-
isopropylidene )-a-n-allofuranose  ester (Ic). Compound 1le¢
was obtained as a white solid. Yield: 60%: m.p. 124—124.5
°C; [a]p'+160 (¢ 0.4, CH.Cl): TR (KBr) » (cm™'): 1648
and 1606; '"H NMR (300.00 MHz, CDCls) & (ppm): 1.34
(3H, s, CH3), 1.35 (3H, s, CH3), 1.43 (3H, s, CH;), 1.55
(3H. s, CH3). 582 (1H, d, J=3.9 Hz, H-1"), 4.81 (1H. dd.
J=3.7 and 4.6 Hz, H-2'), 491 (1H, dd, /=4.9 and 8.8 Hz,
H-3"), 4.20 (1H, dd, /=34 and 8.8 Hz, H4'), 435 (1H,
ddd, /=34, 6.6 and 6.6Hz, H-5'), 404 (IH, dd, /=638
and 8.5 Hz, H-6"). 3.92 (1H. dd. J=6.3 and 8.3 Hz, H-6"),
4.61 (1H, s, H-2), 203 (3H, s, H-4), 451 (2H, d, J=6.3 Hz,
NHCH,Ph), 7.29-7.39 (2H, m, H-2a), 7.29-7.39 (2H, m,
H-3a), 7.29—-7.39 (1H, m, H-4a), 889 (1H, t, J=6.3 Hz,
NH); “C NMR (75.0 MHz, CDCl3) 4 (ppm): 25.1 (CHs),
26.0 (CH3), 26.5 (CH;), 26.6 (CH;), 103.8 (C-1"), 78.2
(C-2"), 70.2 (C-3"), 77.1 (C-4"), 74.8 (C-5"), 649 (C-6),
112.8 (C-7), 109.6 (C-8), 46.7 (NHCH,Ph), 82.2 (C-2),
162.7 (C-3), 19.3 (C-4), 138.2 (C-la), 127.2 (C-2a), 128.6
(C-3a), 126.6 (C4a), 168.8 (C=0). HRMS caled for
C53H 3, NO5: 433.2101, found 433.2101.

7.2.1.12. 3-Benzylamino-but-2-enoic acid 5-(3-0-benzyl-
1.2-O-isopropylidene )-a-p-xvlofuranose  ester  (1g). Com-
pound 1g was obtained as a vellow oil. Yield: 67%: [o]

25 (¢ 1.2, CH,Cly): IR (film, CHCl3) » (cm™'): 1651 and
1606; "H NMR (300.00 MHz, CDCl;) & (ppm): 1.31 (3H, s,
CH;), 1.48 (3H, s, CHs), 594 (1H, d, J=3.7Hz, H-1),
4.61 (1H, d, J=39Hz H-2), 397 (IH, d, J=29Hz
H-3"), 4.39—4.42 (1H, m, H-4"), 4.33 (1H, dd, J=6.3 and
11.7 Hz, H-5"), 4.39—4.42 (1H, m, H-5"), 4.66 (1H, d.
J=12.0Hz, H-6"). 452 (IH, d. J=12.0Hz, H-6"), 4.56
(1H, s, H-2), 1.90 (3H, s, H-4), 442 (2H, d, J=6.0 Hz,
NHCHPh), 7.23—7.35 (2H, m, H-2a), 7.23-7.35 (2H, m,
H-3a), 7.23—7.35 (1H, m, H-4a), 7.23—7.35 (2H, m, H-2'a),
7.23—7.35 (2H., m. H-3"a), 7.23—7.35 (1H. m, H4'a). 8.92
(1H, t, J=58Hz, NH), "C NMR (75.0 MHz, CDCls)
& (ppm): 26.1 (CH3), 26.6 (CH3), 105.0 (C-1"), 82.1 (C-2"),
81.5 (C-3"), 784 (C4"), 599 (C-5"), 71.8 (C-6"), 111.5
(C-7"), 46.6 (NHCH,Ph), 82.7 (C-2), 162.0 (C-3), 19.2 (C-
4), 1384 (C-l1a), 126.5 (C-2a), 128.6 (C-3a), 128.3 (C4a),
137.2 (C-1'a), 127.2 (C-2'a), 127.7 (C-3'a), 127.5 (C4'a),
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169.7 (C=0). HRMS calcd for CasH3NOg: 453.2151, found
453.2151.

7.2.2. General procedure for the preparation of
1-benzyl-1H-1.2 3-triazole derivatives 2a—g

To a stirred mixture of sodium hydride (6.67 mmol, free of
oil) in anhydrous acetonitrile (4 mL), under nitrogen at room
temperature, was added a solution of the B-enamino ester 1
(1.85 mmol in 4 mL of anhydrous acetomtrile). The stirring
was continued for 30 min, followed by dropwise addition of
mesyl azide (5mmol in 1 mL of anhydrous acetonitrile).
Additional stiming was kept for 48 h and the reaction was
quenched with water. The resulting solution was extracted
with methylene chloride (3 % 30 mL) and the organic layer
was washed (2 x 20 mL) with aqueous sodium hydroxide
solution (10%, w/v) and water (1 x 10mL). After drying
over anhydrous sodium sulfate, the solvent was removed under
reduced pressure to leave the 1,2, 3-triazoles (2a—g) as yellow
oils or solids.

7.2.2.1. Spectral data of the 1-benzyl-1H-12 3-trigzole
derivatives (2a—g)

7.2.2.1.1. 1-Benzvi-5-methyl-1H-[1,2 3 Jtriazole-4-car box-
vlic acid 5-(I-methoxy-2,3-O-isopropylidene }-3-p-ribofura-
nose ester (2a). Compound 2a was obtained as a yellow oil.
Yield: 92%: [«]d —33 (¢ 1.5, CHCl3): IR (film, CHCls) »
{em™"): 1652 and 1605; 'H NMR (300.00 MHz, CDCls)
& (ppm): 1.32 (3H, s, CHs), 1.48 (3H, s, CHs), 4.99 (1H, s,
H-1), 4.64 (1H, d, J=35.8 Hz, H-2"), 4.80 (1H, dd, /=106
and 5.8 Hz, H-3"), 4.51 (IH, dt, J=0.6 and 6.9 Hz, H4"),
4.39 (2H, dd, J=2.0 and 6.9 Hz, H-5"), 3.33 (3H, s, OCH;),
2.46 (3H, s, C5—CH;), 554 (2H, s, NCH-Ph), 7.16—7.39
(2H, m, H-2a), 7.16—7.39 (2H, m, H-3a), 7.16—7.39 (1H,
m, H4a): “C NMR (75.0 MHz, CDCl;) 6 (ppm): 24.7
(CH3), 26.2 (CHs), 109.2 (C-1"), 84.9 (C-2"), 81.6 (C-3"),
83.8 (C-4"), 64.6 (C-5"), 112.3 (C-6'), 54.8 (OCH;), 51.8
(NCH,Ph), 136.3 (C-4), 138.3 (C-5), 8.9 (C5—CHs), 1336
(C-la), 127.0 (C-2a), 1289 (C-3a), 1284 (C-4a), 1609
(C=0). HRMS caled for C,HisN5O4: 430.1743, found
403.1705.

7.2.2.12. 1-Benzvl-5-methyl-1H-{1,2 3 Jtriazole-4-car box-
viic acid 6-(1,2:3 4-di-O-isopropylidene )-o-p-galactopyranose
ester (2b). Compound 2b was obtained as a yellow oil. Yield:
50%; [a]p - 40 (¢ 1.5, CHCls); IR (film, CHCl3) v (cm ):
1732, 1382 and 1373; 'H NMR (300.00 MHz, CDCl3)
& (ppm): 1.32 (3H, s, CHs), 1.34 (3H, s, CHs), 1.46 (3H, s,
CHs), 1.49 (3H, s, CHs), 5.54 (1H, d, J=4.5Hz, H-1"),
433 (IH, dd, /=24 and 46Hz, H-2), 463 (1H, dd,
J=24 and 7.8Hz, H-3"), 434 (1H, dd, 7= 1.9 and 7.8 Hz,
H-4"), 4.18 (1H, dt, J=1.7 and 6.3 Hz, H-5), 449 (IH, d,
J=63Hz, H-6"), 245 (3H, s, C5—CH3), 552 (lH, d,
J=15.6 Hz, NCH;Ph), 5.58 (1H, d, J=15.6 Hz, NCH:Ph),
7.15=7.18 (2H, m, H-2a), 7.32-7.39 (2H, m, H-3a),
7.32-7.39 (1H. m., H-4a); “C NMR (75.0 MHz, CDCl;)
é (ppm): 24.3 (CH;), 24.8 (CH3). 25.8 (CH;). 25.9 (CH;).
96.1 (C-1"), 704 (C-2), 70.5 (C-3"), 70.8 (C4"), 65.8 (C-5"),
63.5 (C-6), 109.5 (C-7"), 108.6 (C-8"), 51.9 (NCH,Ph),

136.7 (C4), 1382 (C-5), 9.1 (C5—CHz), 133.8 (C-la),
127.1 (C-2a), 129.0 (C-3a), 128.5 (C4a), 161.1 (C=0).
HRMS calcd for Co3HagN;05: 444.1771, found 444.1633.

7.2.2.1.3. I-Benzvl-5-methyl-1H-[12 3 |triazole-4-carbox-
viic acid 3-(1.2:3,6-di-O-isopropylidene )- a-p-allofuranose
ester {2¢). Compound 2e was obtained as a yellow solid.
Yield: 50%: m.p. 97-98 °C; [«]p +83 (¢ 1.5, CHCL): IR
(KBr) v (em~'): 1733, 1714, 1380 and 1372;: 'H NMR
(300.00 MHz, CDCls) 6 (ppm}): 1.32 (3H, s, CH;), 1.32 (3H,
s, CHs), 1.38 (3H, s, CH3), 1.54 (3H, s, CH;), 5.88 (IH, d,
J=39Hz H-1), 493 (1H. dd. J=3.9 and 5.1 Hz, H-2"),
5.11 (IH, dd. J=5.1 and 83 Hz, H-3"), 4.36—4.43 (1H., m.
H-4"), 4.36—4.43 (1H, m, H-5"), 403 (1H" dd, J=6.1 and
8.8 Hz, H-6"), 410 (1H, dd, J=6.6 and 88 Hz, H-6"), 2.46
(3H, s, C5—CHj;), 5.50 (1H, d, J=15.6 Hz, NCH,Ph), 5.56
(IH, d, J=15.6Hz, NCH,Ph), 7.17-7.21 (2H, m, H-2a),
7.32—7.39 (2H, m, H-3a), 7.32-7.39 (1H, m, H4a); °C
NMR (75.0 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 25.1 (CH3), 26.4 (CHs),
26.9 (CH3), 26.9 (CHj), 104.4 (C-1"), 78.0 (C-27), 72.8
(C-37), 77.8 (C-4"), 75.0 (C-5"), 65.7 (C-6), 113.5 (C-7").
1102 (C-8"), 52.3 (NCH,Ph), 136.4 (C-4), 139.1 (C-5), 9.4
(C5—CHs), 134.0 (C-1a), 127.6 (C-2a), 129.4 (C-3a), 1289
(C-4a), 160.8 (C=0). HRMS caled for Ciz3H29NiO::
4441771, found 444.1765.

72214 I-Benzyl-5-methyl-1H-[1 2 3 |triazole-4-carbox-
viic acid 3-(1,2:5,6-di-O-isopropylidene }-oc-n- glucafuranose
(2d). Compound 2d was obtained as a yellow oil. Yield:
50%: [a]d —30 (c 1.6, CHCls): IR (film, CHCl3) » (cm™'):
1726, 1383 and 1374: 'H NMR (300.00 MHz, CDCls)
d (ppm): 1.27 (3H. s, CH3). 1.31 (3H, s, CH;), 1.41 (3H, s,
CH3). 1.54 (3H, s, CH3), 597 (1H, d, J=3.7 Hz, H-1"),
464 (1H, d, J=37Hz, H-2'), 551 (1H, d, J=29Hz,
H-3"), 4.33 (IH, dd, /=29 and 7.8 Hz, H4"), 441 (1H,
ddd, J=5.1, 5.6 and 7.8 Hz, H-5"), 4.09 (1H, dd, J=5.1
and 8.8 Hz, H-6"), 4.14 (1H, dd, J=35.6 and 8.8 Hz, H-6"),
2.46 (3H, s, C5—CH;), 5.54 (2H, s, NCH,Ph), 7.18=7.20
(2H. m, H-2a), 7.32—7.39 (2H, m, H-3a), 7.32—7.39 (1H.
m, H-4a); “C NMR (75.0 MHz, CDCly) é (ppm): 25.1
(CH3). 26.1 (CH3), 26.6 (CHs), 26.7 (CH3), 105.0 (C-1"),
83.3 (C-29, 76.4 (C-3"), 79.7 (C-4"), 72.4 (C-5"), 67.0 (C-6"),
112.1 (C-77), 109.1 (C-8", 51.9 (NCH,Ph), 136.1 (C-4),
138.8 (C-5), 8.9 (C5—CH;) 133.6 (C-la), 127.1 (C-2a),
129.0 (C-3a), 128.5 (C-4a), 160.3 (C=0). HRMS caled for
Co3HagN;05: 4441771, found 444.1785.

72215 I-Benzyl-5-methyl-1H-[1 2 3 |triazole-4-carbox-
vlic acid 3-{1,2:4.5-di-O-isopropylidene )-3-p-fructopyranose
ester (2e). Compound 2e was obtained as a yellow solid.
Yield: 80%: m.p. 164—165°C: [a]5’ —105 (¢ 1.6, CHCls):
IR (KBr) v (em~"): 1729, 1373 and 1385: 'H NMR
(300.00 MHz, CDCl3) 6 (ppm):. 1.36 (3H, s, CHs). 1.43
(3H, s, CHs), 1.50 (3H, s, CH3), 1.59 (3H, s, CH3), 3.93
(1H, d, J=9.3 Hz, H-1"), 4.01 (1H, dd, J=9.3 Hz, H-1"),
540 (1H, d, J=8.1Hz, H-3"), 448 (1H, dd, /=54 and
8.1Hz, H4'), 428 (IH. dd. J=1.8 and 5.4 Hz, H-5".
4.12 (1H, d, J=13.7Hz, H-6"), 4.20 (1H, dd, J=2.4 and
13.7 Hz, H-6"), 246 (3H, s, C5—CH;), 5.53 (2H, s,
NCH,Ph), 7.13—=7.21 (2H, m, H-2a), 7.32-7.40 (2H, m,

80



FudeC. da Silva er al. | European Journal of Medicinal Chemisty 44 (2009) 373383 381

H-3a), 7.32—7.40 (1H, m, H-<4a); "“C NMR (75.0 MHz,
CDCls) 6 (ppm): 25.9 (CHs), 26.2 (CHs), 26.3 (CHs). 27.6
(CH;), 71.5 (C-1"), 103.5 (C-2), 70.3 (C-3"), 74.7 (C-4"),
3.6 (C-57), 60.2 (C-6"), 112.1 (C-7"), 109.5 (C-8), 51.8
{(NCH,Ph), 136.0 (C-4), 138.4 (C-5), 9.1 (C5—CH;), 133.6
(C-1a), 127.0 (C-2a), 1289 (C-3a), 1284 (C-4a), 1609
(C=0). HRMS caled for Ci3HaoN;O5: 444.1771, found
444.1816.

7.2.2.1.6. [1-Benzyl-5-methyl-1H-[1,2 3 ]triazole-4-carbox-
ylic acid  1-(2,3:4,5-di-O-isopropylidene )-3-fructopyranose
ester (2f). Compound 2f was obtained as a yellow oil. Yield:
70%; [o]p’ =14 (¢ 1.6, CHCl5); IR (film, CHCl3) v (cm™'):
1723 and 1382; 'H NMR (30000 MHz, CDCl3) & (ppm):
1.34 (3H, s, CHs), 1.46 (3H, s, CH3), 1.51 (3H, s, CH;),
1.54 (3H, s, CH;), 4.26 (1H, d, /= 11.5Hz, H-1"), 4.69 (1H,
dd, J=11.5Hz, H-1"), 459 (1H, d, /=27 Hz, H-3'), 4.65
(1H, dd, /=2.7 and 7.8 Hz, H4"), 4.24—4.28 (1H, m, H-5"),
378 (1H, dd, /=05 and 129 Hz, H-¢'), 3.96 (1H, dd,
J=1.7 and 129 Hz, H-6"), 2.47 (3H, s, C5—CH};), 5.51
(IH, d, /=154 Hz, NCH-Ph), 5.57 (1H, d, /=154 Hz,
NCH;Ph), 7.14=7.17 (2H, m, H-2a), 7.32—7.39 (2H, m,
H-3a), 7.32-7.39 (IH, m, H-4a): “C NMR (75.0 MHz,
CDCls) é (ppm): 23.9 (CHs), 25.2 (CHs), 25.7 (CHs), 26.4
(CHs), 64.5 (C-1"), 1014 (C-2), 70.1 (C-3), 69.9 (C-4"),
70.7 (C-5", 61.1 (C-6", 109.0 (C-7"), 1089 (C-8"), 51.7
(NCH,Ph), 136.3 (C-4), 1387 (C-5), 8.8 (C5—CH;), 1337
(C-1a), 127.0 (C-2a), 1289 (C-3a), 1284 (C4a), 1609
(C=0). HRMS caled for Co3HaoN:O7: 4441771, found
4441752,

72217 1-Benzyl-5-methyl-1H-[1.2 3 |triazole-4-carbox-
vlic acid 5-(3-0-benzyl-1 2-Q-isopropylidene )-a-p-xylofura-
nose ester (2g). Compound 2g was obtained as a yellow oil.
Yield: 70%: [a]f) —25 (¢ 1.5, CHCL): IR (film, CHCl;) »
(ecm'): 1721, 1374 and 1360; '"H NMR (300.00 MHz,
CDCl3) 6 (ppm): 1.33 (3H, s, CH;), 1.49 (3H, s, CH;). 5.98
(1H, d, J=3.7Hz, H-1"), 465 (1H, d, J=3.7Hz, H-2),
4.08 (1H, d, J=2.7Hz, H-3), 4.58—4.63 (1H, m, H-4"),
4.58—4.63 (2H, m, H-5"), 454 (IH, d, J=12.0 Hz, H-6"),
4.72 (1H, d, J=12.0 Hz, H-6"), 2.42 (3H, s, C5—CH;), 5.54
(2H. s, NCH,Ph), 7.17-7.39 (2H, m, H-2a), 7.17—7.39 (2H,
m, H-3a), 7.17=7.39 (1H, m, H-4a), 7.17-7.39 (2H, m, H-
2'a), 7.17-7.39 (ZH, m, H-3'a), 7.17-7.39 (1H, m, H-4a);
C NMR (75.0 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 26.1 (CH;). 26.6
(CH;), 105.0 (C-1), 82.0 (C-2), 81.4 (C-3), 77.8 (C4), 62.1
(C-5), 7.7 (C-6), 111.7 (C-7), 51.8 (NCH,Ph), 137.0 (C-4),
138.3 (C-5), 8.9 (C5—CHs), 133.7 (C-la), 128.3 (C-2a),
128.9 (C-3a), 1284 (C4a), 1364 (C-1'a), 127.0 (C-2),
127.5 (C-3'a), 127.7 (C4'a), 161.0 (C=0). HRMS caled for
CasHaoN 305 479.2056, found 479.2104.

7.2.3. General procedure for the preparation of I-benzyl-
1H-12 3-triazole derivatives 3a—g

To a bottom balloon containing 1 mmol of 1-benzyl-
1H-1,2,3-triazole derivatives 2, 10mL of 50% triflucroacetic
acid in water was added. The stiming was continued for
48 h. Then the solvent was removed under reduced pressure

furnishing the 1,2,3-triazoles (3a—g) as brown oils, in quanti-
tative yield.

7.2.3.1. Spectral data of the I-benzyl-1H-1,2 3-triazole
derivatives (3a—g)

7.2.3.1.1. [-Benzyl-5-methyl-1H-[ 1.2 3 |triazole-4-carbox-
ylic acid 5-g-p-ribofuranose ester (3a). 'H NMR (300.00
MHz, DMSO-dg) & (ppm): 5.10 (1H, s, H-1"), 435 (1H, d,
J=11.7Hz, H-2') and 4.33 (1H, d, /=11.7 Hz, H-2'), 4.60
(IH, dd, J=3.2 and 11.7 Hz, H-3"), 4.08 (1H, dd, J=3.2
and 6.6 Hz, H-4"), 3.80 (IH, d, /=44 Hz, H-5), 4.14 (1H,
d, =44 and 6.6 Hz, H-5"), 2.60 (3H, s, C5-CH;), 5.77
(2H, s, NCH,Ph), 7.31-7.51 (2H, m, H-2a), 7.31-7.51 (2H,
m, H-3a), 7.31—=7.51 (1H, m, H4a); °C NMR (75.0 MHz,
DMSO-dg) 6 (ppm): 102.0 (C-1"), 79.1 (C-2"), 71.2 (C-3'),
T54 (C4'), 66.2 (C-5"), 51.0 (NCH,Ph), 136.0 (C-4), 138.8
(C-5), 9.1 (C5—CH;), 1352 (C-la), 127.5 (C-2a), 129.1
(C-3a), 128.3 (C-4a), 161.1 (C=0).

7.2.3.12. I-Benzyl-5-methyl-1H-[1,2 3 [triazole-4-carbox-
vlic acid 6-a-p-galactopyranose ester (3b). "H NMR (300.00
MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 5.06 (1H, d, J=3.5Hz, H-1")
and 5.05 (1H, d, J=3.0 Hz, H-1"), 3.68 (1H, dd, /=35 and
9.5 Hz, H-2"), 3.79-3.87 (IH, m, H-3"), 3.93 (1H, dd,
J=2.8 and 7.0Hz, H4") and 398 (1H, dd, J=5.2 and
7.2 Hz, H4'"), 4.33—4.38 (1H, m, H-5"), 4.23—4.27 (1H, m,
H-6"), 4.27—-4.45 (1H, m, H-6"), 2.57 (3H, s, C5—CH3) and
2.58 (3H, s, C5—CH3), 5.73 (2H, s, NCH:Ph), 7.30-7.55
(2H, m, H-2a), 7.30—755 (2H, m, H-3a), 7.30-7.55 (1H,
m, H-4a); "C NMR (75.0 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 97.5
and 92.8 (C-1"), 69.4 and 71.9 (C-2), 73.1 and 76.0 (C-3"),
67.8 and 68.8 (C-4'), 81.5 and 82.7 (C-5'), 64.4 and 64.3
(C-6"), 50.9 (NCH,Ph), 135.9 (C-4), 138.8 and 138.7 (C-5),
8.87 and 8.92 (C5—CH;), 135.1 (C-1a), 127.4 (C-2a), 128.9
(C-3a), 128.2 (C-4a), 161.0 (C=0).

72313,  1-Benzyl-5-methyl-1H-[1.2 3 Jtriazole-4-carbox-
ylic acid 3-§-p-allopyranose ester (3¢). "H NMR (300.00
MHz, DMSO-dg) é (ppm): 5.69 (1H, d, /=3.2Hz, H-1"),
343 (1H, dd. J=3.2 and 80Hz, H-2), 4.80 (1H, d, J=
8.0 Hz, H-3"), 3.68—3.76 (1H, m, H-4"), 3.49—3.58 (1H. m,
H-5"), 3.49-3.58 (1H, m, H-6&), 3.75 (1H, dd, J=6.8 and
11.0 Hz, H-6"), 2.58 (3H, s, C5—CH,;), 5.73 (1H, s, NCH,Ph),
7.29-7.54 (2H, m, H-2a), 7.29-7.54 (2H, m, H-3a),
7.29—7.54 (1H, m, H-4a); "*C NMR (75.0 MHz, DMSO-d;)
4 (ppm): 94.1 (C-17), 74.6 (C-2'), 75.3 (C-3'), 65.9 (C4),
T0.1 (C-5"), 61.2 (C-6"), 50.9 (NCH,Ph), 136.8 (C-4), 137.8
(C-5), 9.4 (C5—CH;), 135.2 (C-la), 127.5 (C-2a), 129.0
(C-3a), 128.2 (C-4a), 160.6 (C=0).

7.2.3.14. [1-Benzyl-5-methyl-1H-[1.2 3 [triazole-4-carbox-
ylic acid 3-c-(or B)-p-glucofuranose ester (3d). '"H NMR
(300.00 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 5.11 (IH, d, 7=9.3 Hz,
H-1'm), 4.56 (1H, d, J=76Hz, H-1'B), 3.27 (1H, m, H-
2'w), 3.30 (IH, dd, J=7.6 and 9.5, H-2'f), 3.55—-3.66 (1H,
m, H-3"w), 3.50 (1H, dd, 7=5.8 and 9.5 Hz, H-3'B), 3.34—
340 (1H, m, H4'a or H4'B), 3.55-3.66 (1H, m, H-5'2 or
H-5'B), 3.55-366 (2H, m, H-6'a or H-6'F), 2.57 (3H, s,
C5—CH;), 5.73 (2H, s, NCHPh), 7.31-7.53 (2H, m, H-2a),
7.31-7.53 (2H, m, H-3a), 7.31-7.53 (IH, m, H4a). "C
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NMR (75.0 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 92.3 (C-1'a), 96.8 (C-
1'B), 70.4 (C-2'w), 76.2 (C-2'R), 72.8 (C-3'w), 73.5 (C-3'R),
6.1 (C-4'e and B), 71.9 (C-5'a), 78.5 (C-5'B), 60.8 (C-6'a
and B), 50.8 (NCHzPh), 136.4 (C-4a), 136.6 (C4p), 138.2
(C-5a), 138.3 (C-5B), 9.0 (C5—CH;), 135.2 (C-1a o and B),
1274 (C-2a o and B), 128.9 (C-3a o and P), 128.1 (C4a
o and P), 160.6 (C=0 o), 160.8 (C=0 B).

72315, I-Benzyl-5-methyl-1H-[1.2 3 |triazole-4 -carbox-
viic acid 3-8-p-fructopyranose ester (3e). "H NMR (300.00
MHz, DMSO-dg) 4 (ppm): 3.41-3.59 (2H, m, H-1"), 543
(IH, d, J=10.0Hz, H-3"), 4.01 (1H, dd, J=3.5 and 100
Hz, H-4'), 3.88—-3.890 (1H, m, H-5"), 4.00 (1H, d, J=
12.0 Hz, H-6"), 3.64 (1H, dd, J=1.2 and 12.0 Hz, H-6"),
2.60 and 2.61 (3H, s, C5—CH;), 5.77 and 578 (2H, s,
NCH,Ph), 7.33—=753 (2H, m, H-2a), 7.33-7.53 (2H, m,
H-3a), 7.33—-7.53 (1H, m, H-4a): “C NMR (75.0 MHz,
DMSO-dg) & (ppm): 64.7 (C-1), 97.4 and 101.6 (C-2'), 68.4
(C-3), 70.9 (C4), 67.8 (C-5), 63.6 (C-6'), 51.2 (NCH,Ph),
136.7 (C-4), 138.7 (C-5), 9.3 (C5—CHs;), 1355 (C-la),
127.8 (C-2a), 129.3 (C-3a), 128.5 (C-4a), 161.0 (C=0).

7.23.1.6. I-Benzyl-5-methyl-1H-[1.2 3 |triazole-4-carbox-
viic acid 1-B-p-fructopyranose ester (3f). "H NMR (300.00
MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 4.22 (1H, d, J=11.5 Hz, H-1"),
4.34 (1H, dd, J=11.5Hz, H-1"), 428—4.30 (1H, m, H-3"),
4.28—4.30 (1H, m, H-4), 391-399 (1H, m, H-5,
3.91-3.99 (1H, m, H-6"), 3.74—3.84 (1H, m, H-6"), 2.59
and 2.60 (3H, s, C5—CHj3), 5.77 and 5.78 (1H, s, NCH:Ph),
7.32-7.53 (2H, m, H-2a), 7.32-7.53 (2H, m, H-3a),
7.32-7.53 (1H, m, H-4a); *C NMR (75.0 MHz, DMSO-ds)
4 (ppm): 65.2 (C-17), 97.0 and 1002 (C-2"), 69.1 (C-3"),
67.8 (C-4"), 696 (C-5"), 63.5 (C-6"), 50.9 (NCH,Ph), 136.2
(C-4), 138.7 (C-5), 9.1 and 9.2 (C5—CHs), 135.2 (C-la),
127.4 (C-2a), 129.0 (C-3a), 128.2 (C-4a), (C=0).

7.2.3.1.7. 1-Benzyl-5-methyl-1H-{1.2 .3 |triazole-4-carbox-
viic acid 5-c-p-xylofuranose ester (3g). "H NMR  (300.00
MHz, DMSO-dg) 4 (ppm): 4.82 (1H, d, J=4.4 Hz, H-1'),
4.10—4.31 (1H, m, H-2), 451-459 (1H, m, H-3),
4.59—4.70 (1H, m, H4"), 4.77 (1H, dd, /=34 and 12.4 Hz,
H-5"), 4.82 (1H, d, J=124Hz, H-5"), 461 (IH, d, J=
12.0 Hz, H-6"), 4.68 (1H, d. J=12.0 Hz. H-6"), 2.55 and
2.56 (3H, s, C5—CH;), 5.77 (2H, s, NCH.Ph), 7.32-7.57
(2H, m, H-2a), 7.32—7.57 (2H, m, H-3a), 7.32-7.57 (1H,
m, H-da), 7.32—-7.57 (2H, m, H-2a), 7.32-7.57 (2H, m,
H-3'a), 7.32—757 (1H, m, H4'a); *C NMR (75.0 MHz,
DMSO-dg) 6 (ppm): 102.1 (C-17), 83.8 (C-2), 82.4 (C-3),
78.0 (C-4"), 630 (C-5", 714 (C-6), 50.9 (NCH,Ph), 138.3
(C-4), 138.7 (C-5), 8.8 (C5—CHj), 135.1 (C-la), 1274
(C-2a), 1289 (C-3a), 1282 (C-4a), 135.1 (C-1a), 1274
(C-2'a), 128.9 (C-3'a), 128.2 (C-4'a), 160.9 (C=0).

All triazoles synthesized were then tested in the biological
assays without any other further analytical chemistry analysis.

7.2 4. Enzyme activity assays

The inhibitory effect of triazoles at a concentration of
50 uM was evaluated on the RT polymerase activity using
recombinant HIV-1 enzyme. The sequence that expressed
RT HIV-1 was introduced into an Escherichia coli expression

plasmid pUCI2N. This recombinant enzyme was composed of
66 kDa protein. The bacteria containing this plasmid were
grown for 12—16 h with shaking at 37 °C and were collected
by centrifugation for 10 min, at 10,000 rpm. The pellet was
washed once with cold 100 mM NaCl, 20% (vol/vol) glycerol,
1% triton X-100, 1mM EDTA, 2 mM dithiotreitol, 25 mM
Tris chloride, pH 8.0. The lysates were kept at 4°C for
30 min, and the insoluble material was removed by centrifuga-
tion at 10,000 rpm. The supernatant was collected and passed
over Sephadex G-25 columns at 4 °C pre-equilibrated with
0.2M NaCl, 2mM dithiotreitol, 0.2% Triton X-100, 20%
glycerol, 25 mM Tris chloride, pH 7.4. After loading, the col-
umns were washed with the same pre-equilibration buffer, and
the fractions were assayed both for reverse transcriptase activ-
ity and for protein concentration. The polymerization reactions
(50 puL) contained 50 mM Tris HCI (pH 7.8), 6 mM MgCl,,
I mM dithiotreitol, 50 mM KCl, 20 uM dTTP, 10 uM of
[3H] dTTP (47 Ci/mmol), and 150 pg poly(rA)-oligo(dT)
template primer (Pharmacia) and 1 U of enzyme. The reaction
mixture was incubated at 37 °C for 30 min, and the incubation
was stopped by adding ice-cold 5% trichloroacetic acid (TCA)
containing 20 mM of sodium pyrophosphate. The precipitates
were collected on Whatman GF/C filters and washed with
sodium phosphate 0.1 M. The incorporated triphosphate was
measured by assaying for *H in a liquid scintillation counter.
One unit of enzyme is defined as the amount of enzyme that
incorporates 1 pmol of dTTP in 30 min at 37 °C under stan-
dard assay conditions.

7.2.5. Cytotoxicity assay

Vero cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) supplemented with 5% fetal bovine serum
(FBS: HyClone, Logan, Utah), 100 U/mL penicillin and 100
pg/mL streptomycin, at 37 °C in 5% CO2. Monolayers of
about 104 Vero cells in 96-multiwell plates were treated
with several concentrations of the compounds for the 72 h.
Then, 50 uL of a 1 mg/mL solution of 3-(4.5-dimethylthia-
zol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT: Sigma)
was added to evaluate cell viability according to procedures
described elsewhere [49]. The 50% cytotoxic concentration
(CCsp) was calculated by linear regression analysis of the
dose—response curves. All experiments were performed in
duplicate at least three times.

7.3. Molecular modeling and SAR studies

7.3.1. Molecular modeling methods

We employed molecular modeling studies for triazole
derivatives in the attempt to elucidate a structure—activity
relationship (SAR) to provide useful guidelines for the design
of more potent antivirals. The minimum energy conformation
of the most active and the last active compounds, obtained by
the AM1 semiempirical method, were submitted to a single-
point ab initio calculation with a 3-21G* basis set available
on SPARTAN'04 program (Wavefunction Inc. Irvine, CA,
2000). Molecular electrostatic potential maps (MEPs), HOMO
and LUMO eigen values and orbital coefficients, and the
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molecular dipole moments were calculated. In this work, we
also studied the druglikeness and the drug score of the com-
pounds, which is based on topological descriptors, fingerprints
of molecular druglikeness, structural keys or other properties
as clog P and molecular weights [49]. In case of Osiris Property
Explorer (hup://www.organic-chemistry.org/), the occurrence
frequency of each fragment is determined within the collection
of traded drugs and within the supposedly non-druglike collec-
tion of Fluka compounds.
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8.1.3 - Synthesis, HIV-RT inhibitory activity and SAR of 1-benzyl-1H-1,2,3-triazole
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schions | 4dhydmd-are- | {f-dehofinmney]] qembne-
Scahoxybe scd (d campound & Fag. 1) [ 1]
we areetgeted whether thes molecsls would prest the
sy o imtehi BT sctwty snd HIV-] infecton b wiéra
Hem, we repot et compond A biods HIV- | eephicstion
m P.'ﬂ'-j huran el by trgetng BT mxpme with bw

cmpmrsince beveen compound 4 sad
N 5 Th Add swiomlly, we fond det o molecu e syme-

with the probeae heh o (] stacose = end

Eﬂ:‘al effxty with both clewen of BT whinas, WETI
and N ETL

HO

Mg {1LTha rraleader eneors of b chionooosgpe rel i deriva-
b cornporsd a_iﬁ-nrtn'n-l,l-ﬂq-d'n-l-m-l{ﬂ-:l-rm
iyl 1 pE ril S dc m by
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Hemgezn

The compound 8- chiom-|,3-ddyd m- 2o | SE-D
cho oy qumine-3orherpie scd enoefoch de-
normumted compond 4 Fig. L) we sypatheroed = prev-
oy deverised [12]. The reveme remespae snbeh e -
Ydeoxghpmudne (ATT} and  ¥-arade - decey-
m 5 phate (AZT-TF) woe fom Sgms
CeEe Loes, H| =d S Bomewrch (Tuomm,
ATL mspectaly. The X5ET] ceemmoe wan kodly do-
_d D '.hl.hlhl-ﬂ:?mnfﬂpl:i the-
h:r Fn de mem B.E{u-hl
EE:::EH stxrymrer ol ad te persfed
m'hnn HIV-l = revne mamccpmee (Kimo |
wee chiwned $om NIH AIDS Fosewrch snd Fefreee
e Frogren (Devsson of AIDS, KIAID, NIH, snd De

Souart: L (iece, mospectvely ]

iCinllin
Fecpheal biood momncies cels (FHHC] Som
h I:Ju'-:hun'ﬁ'—:h:udhzh'r_fpl'.-::

(Hymirpepe, Sagma) fom bufly oot pepas-
. El n were mnspended 0 BRI (830 (LGCH®D, Sia

Py, HE) wup werh [ hew-nmmeed T
boene seum (FHS. Hycloe, Logn, UTL peeclEn (100
Fmll e cm (104 L 2 mid I'.I.l-:l'l'.ﬂl -:||:| i}

el HIE l::rl.l.-d'ﬁ-E Em].u‘fp
on (FHA, i.F'lllni.rnumm e daryw A.-n:mu.-d
celil wee fiurther mucntwon ed o0 cultue medum cotsonng §
Fml of reoomivnant humn oterledkon-d (S oo

Bl arad

eoved  hummn m wex wosbed fom
HelCw by plastc sdherence, s deseshed [ | 3], with memar
ok featone.. Heedly, 2 |0F FEH w—p.-d e ET
cultes plaser 8 Dulbecco's edsfed maed 2
(DHEY, LS| e ted woth [P EnET
Hagma) ducng § i 7 n 5 O, e 3T The nom-
mdheent il wes ten removed snd thie sdheen ol wes
rracn boreed 5o DVWEEM weth | 10#% bumsn penem. The ooero -
ucky wan shove 814 s chedleed by FACS sl
Fﬂ?:l.l‘:?l_:-ﬂd J_Elj?'b'r.np. San [ El'..l
snd ants- O | 8-FE (Phasmong en) monocions @n

Yirm halwim

Cell mfectione wee pefomned with the CCRS-
dependent HIV-| solsben Be-L [14] BSE [ 15] snd RIG2I
[1 &) wstppen B, C wnd, F, oo vely. Vinm siocks wes

m B A artrmbed FHHD) from ol demom s
deerhed eliewhes [17]

Eilecty of Chmpouad & oaCell Viabiligy

To eebnie the sty of compond &4 & hermon ol
FAssmulated FEHCy wesm plated n el culbes
P.—I:Exll:llﬂ el |-:|:q:-dmm_nl::::-
o of ond & & seven . Ay, we
Em mreemeed l:n:qnl.:d A Ol mwand the Afcan
e mEn ln (Vee eelnl Tl wake by ws
!m“ﬂiﬁqph._drnum-l} Eﬂﬁl
renulting Ty values wes caloudned by bnewr rogerczn

Effect of Cosgousd Aoz HiY-1 Heglicetion

FHM Y wes mtally exposed during two o tees hous
m vl me o coiwereng: [ 0 af HIV-] g g
s Tl 'ﬁ:'ﬁid rEaLepEn n oo st 2
pated = Wwell oulbee plates ﬂ:lﬂ edlnwell] in =ph-
. oewed woth wmnd A& = o oo -
corm. Ader T duyw st X7 °C in 5% O vird ceplication was
memed by mesneng te HiV-1 g8 Ag o culbes supe-
miank wong sn ELEA cpbee sesy (ZepmbHere Ca.,
BufSin XYL FEHT .::E:d'ﬁ-.ﬁ]'l | wbppen o o
.=|_-_|_w-n-d with cempomnd Ast & ©ngle coxenimatan
(EC g .5 il sy opheges wiere mfeched with HIV- g,

n?qh = wral suspEecon conbereng (0 o

HIW -l p24 g At cvemught nosaton st o
5% Oy, reedual wnm wan washed out, cell monaley e
wee npenwhed with Sevh medum, snd sndected moem-
puge wire mested with compound A st vecou concm -
o Tl wee then oulbred e o wedk s wothou facdher
skbten of compound 4, o leng half medaem ok seventh
chy Y orml repbcation waa ey by messuring the HIV-|
EH Ag m oubee supemstents, s descehed shove. The
FT] AZT woa veexd s w referenee compound o inhilston

of v irslneg beston,
Conteazios o ompouad fwidh {ser Azdretroraly

To emluste whethe the combination of compound &
with XET] (AZTL WNET] inevmpnel, orwith o poae
sk {micren wrver | could ether mdd v or wpmer-
gatc cfiocts on HIV.| mpioston, FHWC nfected with
HINV- | . e st with compound 4 ot BC e conoenirs-
tn meossied woth sub-o | oo of e showe
metcned dosgge, = deseched elewhes [ 18] ASe seven
ey, wral eepbesten wes evalbnted o oshoe. We comed -
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e wkbieve effect when the michison schremd weth the
cominmion ws | or mrmiler o e sum of o vved ud
et e & pyegets efiest when the mhbton acheved
by the combmaton we gt tan the um of the mhis-
fon efect of ewch dogg slome.

Evalustos of HIV-1 %A Syattmin

FHMCy were expoed deng 2 h m HIV-| g,y celle
wem washal, menspended o :n:rp.— e plsted
3 wwel ou B 1. 3x10" e=liaell} o imphcate, and
i esther woth compou dal:ll:llrtl.'rﬂ. mincrwry o mulube
(O orwsth ATT (Il Afer 7 dypw s 37 °Cm 5%
00, exlln wee collected snd DA wan eximcied mong the
Ut lesn (elSpn DA pecficston ke (W0 Bo
e INE Caclehad, C4L socondng o meouSetes's @-
snctoe. Toal HIV-lgy DNA @ thes rerpien wan de-
iecied by newied FCR wen g prmes and ~fmion conds-
tom s descrbed evewes [1¥] The Smal Filbp products
WETE 8 by 1% = mel, sioned woth sfedwum
hﬂ-}" .:dﬂ !"r iy romier. Vol
mpbosten o the e aepie was evsbhoied w0 sleedy

mentoned.
A HIV-1 HT labibisary Actvity
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fed mecomb e ]ﬁ | enzpme .= o
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ﬁi:d-:hm::d'-nr_fn-h | pral ad
dITF pr et per g of encyme ot 57 C un der pisncherd
moxy oo The @ drow for 3 o
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A0S e LY W JdTTE. Al oo w— pimried =
315 cmcubmied :.:l:lmdlnp d:h‘ﬂ..'i'rl.
EDTA. The precip s wee ol D.Eil

fery, wambed woth sodam l].l'.-L-dn:u -
mind mucoctdo W u;#u.ﬁ_ - IEJ:.EU
ek i cah 31001 The By vl wes determomied by
[ixen's The mlpermton o wes pe s
n the -:-::F--:-uf:bhmu'f
corpmand A well i the permes of ATT-TF o nevap-

Famam
lrag
In order 0 the cos-mrsence betwem com-
poud A and '.'O.LR'.!:-“ wed 3 recomiEnnt wom ey
I:I:l:lll.l:lml. Fior thae purpos, we geeated womses curpng
ST v et Jocsted ot the BT plm-fnger egoon (BT
codome 37-25L Thes muint oml solsbey wee utkb

ng et mitem of BNET] oustoe, @ well &
il.:.EEn:l'.nl:l- Taklz L Deners ooas choened

rgeting o (0N kb Sagnex oogpmted fom
e (RTI9F and RTHEE pNL4Y mictos cloe wa

Ild.lll.h.jplﬂ'ﬁ'.dl.jpl:‘ﬁ':lp:ljp These Sag-
hocyies

TEm CATE covrm am Tzl lymp
(WT4] with the pIEMTIHREHLVART Swa Fenessoed
paarre cwrping the defecewe (AFT) HIV HNEY genome

ictmalyin of o beies Carry img %% R TI - Holeied
udaan

Cowraer MV Komve b S0EE, Fod &, N J HI

v 3 chomere wem [ 21,.2] HSefre the
Fh:::.p:u—:::. lq.-:u:qw-[p'i:u'-im :m:l’.m_::‘ the
shbrers of doug meatance ot (D ) and mieg ety of
the T pme m all chomece voms. The mecepthibey of
chomere womes o the FDUA-aprowed SXNET] compouds
neespne axl ehenmrom wel o te compound A wa
determoed on teee smxyw i MT4 cells weng
the Firmucndseed cell wabibey sy, = preconly de-
scrhed [29]. Setwics] restrrets o caloulate the Iy of e
clones and e st were perfomed weng te Amlpecell
L2 far Morrmed Eoel pestwies pack sge and Sogemne vl
soiaae. Heelly, te ef wakle celly developed by
Foomurn wfer 5d pot-in W m E EETn-
qlqhnpzmmn:rdn'-d. A Halls
3 no-iner o Wi peoed B chien
e egmod cures of wable ool snd the I g vl for exch
degg snd wow beated won eermated. The 5, vl menn
e wlwwys lhmTl-w.:h:hlulhd:hr.:m of the
e i || mreman 25051 Fold ressian cowas cxloulsted devd -
g the 0K Som te sose cxrrpng SEETE mussone
by e 11050 chiaened Som ivll4d (wil

Tshlal. umviml dAcdvicy of Conpeund 4 ssd Ourmac
METh Aguiow % KT Rl cew 111Y-1 Sorsine

Smps | Sl SR AT Mg i RYF|IF | s
E-1Z0 4 WT Fa Ll
I ETI-350 a EIDERV I VAL | a2 13 4
e ET-140 F ks W11 3 14 4

e | e ey e e e R reeen s el & ke ey e dwold

::-‘-Iﬂ*lﬂ:ﬂ - e i o I haiwral aed Dodaien dn
T i T e Iil'luhq L1
= HIH'lHI'I'Iﬁ" e i e |l e

"Rama il arw proweind o Fold resess g Gy, prewdps RA1 -IH dipm

-u.‘: [T T i ). [ Y P

HEALLTS
{inllian v i it

h oder o el the ﬁ compound A o
wardh hurmn exlls, "H.iul'l:rl.l.-d B.'.-I.l:lw—:-d
with wmros cocmintow of doa :m'pund-:l l'h
weven duye, cxll vty was soslyred by T
e cen sy FEHHC by was nﬂ
oentrstaorm of nn:l_ﬂ.l.p:n.'il:!:lp'rl.hnq:h_'f-
b (T 3} The mesulied OFy S ten compound woe equal
tm 1N = X0 W while the Oy & 1 &t wormlar saway
conditio wa equal o |28 =3 pM(Fag 21 The low cpa-
ety of compound 4w oot metccted t FE O ponee
£ on Vo cellwan equad oo | 500 2 132 il

daigvirall AcSy iy ol Compouad 4

The snewosl sty of and & wm e by
erpioying the mor oell hoss for~ HIV-I replication,

FHECY and mmx o erpacs e ﬂ.,lu:l:l:".:.l bk s
mpicston = H -I.,.,,._-'ni:d gl m = doe-
dependert e, weith mivkeion leesl o 4

with L3 e e | (PG with Il]l]|.|.'|-l.|:j.!.! PET- . N
bkt rp effiect rea lbed in wn BEC g of | 05 el wnd m we-
ectvve index (5] equal o | 134, demom tha ik hiodks
HIV- I“ﬂ-ﬁ;h-mm & below fom bie ob-
nerved e of eell o sy, M kowe evalusted the =F
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Compound A [uM]

A (L2 o’ corrpourad A on 10W-1 repdcacoren 7 EVICE Cdls were i seoch 10V -Tgg ), o] @ vha michcasstde orraras ore
of corrpenrsd 4 el virel repiemion saa rresmeresd ireuinores eewrrasee sier T oy T reee clapeleyw chey w0 -1 g, @™ ATT,
e s prechrees comporsl Tes represre maard & 520 of dhnesdrckrerdes soerimens S hol compound 8.4ine procherion o dhe
pretrtecorenal (1IT-1g, 4rrfced edle cofomed ondy wech rmeckurr e 105 & TTrg'ml pEed g

Ecin of compound A& o HIV-| gy snfected  mroscs phagges,
md we wlvo found = dos enderkt snbekston, aogng fom
1 5% wgh L8 W b |00 weth |5 % pletem iyt -
e omuing moa ECg el 48 = 00 M (Fig. 41 Hecuas
HIV- | -nfected mucrphag e can pemet even ducng skt~
el du sy, tng one of e maen HIV-| oo
vy, imbehiten of HIV-| cpboston o b cell gppe oeme
= = mpesve progEsty of new sntrstoersl deatv e
|':|. E:F:u'q-'fm AFT BECy for HIV-lgy~mfeced
S wrd ey hagge e equsl b (L0S P snd L0023
P rerpectrely. AXT selectree mdex (51 o FHM S wan
equal o 2881 Theae mesults dero minstethst, slthough com-
poud A peventy 3 lower 5 than ATT, & high eough o

speculaie st ey molecule would be s premacng compound
S Siren tretm vl develo pret LM ]

Campoaad A lakbvh (eter HIV-1 Sakipm

To exerome whether aund A inkchts other sy
af HIV-1, ten subtype B P o0 Socted with ether sk -
i Coam o Py wes oesied with o usd gak BT,
oo raton (LSHL We ceerwed tha e boation of
i it © and P owes mhebited by 50 (Fog. I demon-
siratng that thee mclbo wes eually et o oom-
pend A For commemon,n sk itom] epemenis, com-
Lﬂ.ﬂd&l By concmimaion slsn mivkted mo e -l sk

szl (Fig- A1
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Wnhibitisn of HIV-1 rglieation (5%)
= 8 & 8 B2

T -] 15 30

Compound A [uM]

AR (L i% of corrpanrad & on 100W-1 repleacon o rracrophaged Cells eere iroliddd woch 11TW-1g, xpsad 1o thal sccmsd corean-
eatiora i eorrenrad A ard virainepiicadon e resarscdn ol eesmaiaree e 1L deye Tha dree ekl theanes-11 -1y, s -

by of AZT, umeed g o refhreres commparcd D

gara & IV of thres

aepErnaed D boeh cormporad Vi e pr -

detiorén rivv cormrola (1 =l g drcfcaed colls culnrmes] only sirhmactum s 29 & el A
¥ &

Caspouad Alakikity Farly Eveat Dariag HiY-1 Hegl-
[= E ]

In onder o elucadte st which siep of HIV-l epicstve
grcle compound Ascts, FHW s infected with the ol Ha-
L wee mexmed ether woth AF, sramerr o wd &
& oncetratore shis o promcts s complete @ on of
HIWV-lgy, meplboston (L 10 snd (00 P, cespecteelyl
Then, wher seven dups, culbee sup et was oo lected
e v iral mep beation wnd ol wes beed dor detecton
of botal virs DA by nessed FOR. We ed et com-

wnd &, lEewios AZT, complexly md HIV-1 gy

A wynthecs |:.:.u. 4} incheatony dat compound 4 okl
mcly seents of HIV-| oepbeston, Homeover, vl repbioston
wan o lotly shobshed, s confrmed by be sheence of

A.!'n::..mm:;lmlf'* &) Am epeched, the
| siscrsnuey or wu e mat peeek provesl onbagraton,
sith cugh st been skl o biock o ep Seston.

Impact of Comgouad A oz HIY-1 Hevene Trasscrigtme

S compound 4 mbvhie HIV-l DNA syothers, the
HIV-| encpme mveme maworpiee (KT] acms ® & proh-
shie teget S the quicbne desvatve. et aTeest-

the effect of compound 4 on BT jpon sctwity under
it order lenetion with mepect o dTTF upise. We fond &
duermpome nuhiton of the BNAd £ DiNA po-
e 0f BT oo with & K of 05 = 004 uH (Fag. ML
mkcating tat compound A oegets HIV- | BT, Tekeen the
dats Som AZT-TF snd nevimpa e s o refeence (Fig. 7L we
cheerved corparshie K, wabees, 101 = Q00 g6 eod 05 =
L gl revpectvely (Fig. 7]k @ nberestng o note St

ond 4 mivkieed BN den i DNA pol ]
:qu of BT o o lh::dmm Ty Fl'nsl';f:u

sxp pror o e sy, ondicatong tat, sthough bong s ou-
cleoesde smiog, compousd 4 mechen iem of scton may &
e o et o AT

4 ¥ 2 & ¥ E

ok i e | W 1 e i B [

B & ]
s of 101 cinion

Ag. (5L T8 of corrporsd gon rpliacion of direre edeymed
of JITW-1. PR were ircfecied wach DITV-1 (eatwypes S, Coms
i gy, sccpucsserd 0 tha cormpenred Aar B, dom (15 gL arsd
wirk Inqpiicsion sad rmeadred in the cases aclir T
iy T reprosenurears = 52N of bres tradeperadens goper-
mered Wine procerion inoche poerme conerol Q10W-1-reirred
oila odnred only weh medanl 120 & 2,57 &3 arad &8 £ 5
gl piE A g eubeypen B O arad ¥, respecriialy.

Canttaxtng of Camgouad & wess {er HI'V-1 labisi-
Ly ]

We mext e whether compound A& could have
mkbtve efiectn with other HIV-| vk, such s AT o
meempne. The, HIV-| g, -nfced FEHO) wes mested
with mub-optrml coxenimtiow of ATT, neviapae oo st
ary o mu Maie. 1 oomb imeion weth & foed con cenrtion of
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FECE were brcfeaaed wich MTW-lgg,, I COT L
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Rl grad
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for 30 minard DMd-depercers TN polymmesee soivicy sas
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SgraTo KO

L5100
Sevesl suthos have epoiedthe propete of guncknes
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