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RESUMO

INIBICAO DA REPLICACAO DO HIV-1 PELO ALCALOIDE INDOLICO
CORONARIDINA E SEU ANALOGO 18-METOXI-CORONARIDINA.
EDINETE MELO DA SILVA. [INTRODUCAO] Os alcaldides sdo utilizados
como analgésicos, estimulantes do sistema nervoso central, € no tratamento de
algumas enfermidades, como a malaria e o céncer. Experimentalmente, os
alcaldides exercem potentes efeitos farmacologicos sobre uma ampla variedade de
patogenos, inclusive o HIV-1. A 18-metoxi-coronaridina (18M-COR), analogo
sintético do alcaloide indélico de origem vegetal Coronaridina (COR), apresenta
atividade leishmanicida, in vitro, e anti-dependéncia quimica, in vivo. [OBJETIVO]
Investigar se COR e I8M-COR inibem a replicagdo do HIV-1 em células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) e macrofagos humanos.
[MATERIAL E METODOS] PBMC de doadores normais foram infectados com
isolados primarios de HIV-1, com diferentes tropismos para receptores de
quimiocinas (R5, R5X4 e X4). e expostos a diferentes concentragdes de COR ou de
18M-COR. A replicagdo viral foi avaliada apos sete dias pela medida da atividade
da transcriptase reversa ou da quantificagdo do antigeno p24, nos sobrenadantes de
cultura. Macrofagos derivados de mondcitos foram infectados por um isolado
monocitotropico de HIV-1 e expostos a 18M-COR, durante 21 dias. A replica¢do
do H1V-1 foi avaliada a cada 7 dias, como citado acima. A viabilidade celular dos
PBMC e macréfagos expostos aos alcaldides foi avaliada pelos ensaios de exclusio
do corante azul de Trypan e pelo XTT. [RESULTADOS] Verificamos que COR e
18M-COR exercem efeito inibitorio dose-dependente sobre a replicagdo do HIV-1,
independentemente do seu tropismo celular, em concentragdes que nfo alteram a
viabilidade das células-alvo. A 18M-COR (50uM) inibe a replicacdo viral, em
PBMC, atingindo até 70+£8%, 75+3% e 72+6% de inibigdo do crescimento dos virus
RS, R5X4 e X4, respectivamente. Resultados semelhantes foram observados sobre
o crescimento do HIV-1 em macrofagos: apds 14 dias de cultura, encontramos entre
49% e 61% de inibigdo, e entre 66% e 83% apds 21 dias, para as concentragdes
12,5uM e 25uM, respectivamente. Em PBMC, o efeito inibitorio da 18M-COR ¢é
ligeiramente inferior ao exercido pelo anti-retroviral AZT e, em macrofagos, os
efeitos sdo similares. Dados preliminares sugerem que a 18M-COR inibe a
replicagdo viral através da inibicdo da enzima transcriptase reversa do HIV-1.
[CONCLUSOES] A 18M-COR inibe a replicagfio de isolados primarios de HIV-1
em PBMC e em macrofagos, independentemente do wuso preferencial de
correceptores pelos isolados testados; esta atividade anti-retroviral é provavelmente
mediada através da inibi¢8o da enzima viral transcriptase reversa.

PALAVRAS-CHAVES: HIV-1, AIDS, Alcaloides, Produtos Naturais.




SUMMARY

INHIBITION OF HIV-1 REPLICATION BY THE INDOLE ALKALOID
CORONARIDINE AND BY ITS ANALOGUE 18-METHOXI-CORONARIDINE.
EDINETE MELO DA SILVA. [INTRODUCTION] Alkaloids have been used as
analgesics, stimulants of the central nervous system and for the treatment of some
disorders, such as malaria and cancer. It has been shown in in vifro studies that
alkaloids are endowed with potent inhibitory activities against a variety of
pathogens, including HIV-1. The 18-methoxi-coronaridine (18M-COR), a synthetic
analogue of the natural indole alkaloid coronaridine (COR), shows an in vitro
leishmanicidal and an iz vivo anti-addiction properties. [OBJECTIVE] To
investigate whether COR and 18M-COR inhibit the HIV-1 replication in human
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and monocyte-derived macrophages.
(MATERIAL AND METHODS] PBMC from normal donors were infected by
HIV-1 primary isolates presenting distinct tropisms for chemokine receptors (R5-,
X4- and R5X4-tropic viruses), and exposed to different concentrations of COR or
18M-COR. Viral replication was evaluated after seven days by measuring the
activity of the enzyme reverse transcriptase or the p24 antigen concentration in
culture supernatants. Macrophages were also infected by a monocytotropic isolate
of HIV-1 and treated with 18M-COR as well, and the viral replication was
evaluated each seven days, as described above. The viability of the cells exposed to
the alkaloids was monitored by the Trypan Blue exclusion test and by the XTT
assay [RESULTS] We found that COR and 18M-COR inhibit the HIV-1 replication
in a dose-dependent manner, regardless of the isolate cell tropism, at non cell-toxic
concentrations. The inhibitory activity of 18M-COR (50 uM) in PBMC was up to
70 £ 8%, 75 £ 3% and 72 £ 6% for RS, R5X4 and X4 isolates, respectively. Similar
results were observed for HIV-1 replication in macrophages: we found 49% to 61%
of inhibition after 14 days of infection, and 66% to 83% after 21 days, at 12.5 uM
and 25 pM of 18M-COR, respectively. In PBMC, the inhibitory activity of 18M-
COR was only slightly smaller than that mediated by AZT, but it was similar in
macrophages. Preliminary results suggest the 18M-COR antiretroviral activity is
mediated through inhibition of the HIV-1 enzyme reverse transcriptase
[CONCLUSIONS] 18M-COR inhibits the infection mediated by primary isolates of
HIV-1 in PBMC and macrophages, independently of the viral correceptor usage;
this anti-HIV-1 activity is probably mediated through inhibition of the enzyme
reverse transcriptase.

KEY WORDS, HIV-1, AIDS, Alkaloids, Natural products




PREAMBULO

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), agente etiologico da Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), infecta e se replica em células que
apresentam o marcador de superficie CD4 (mondcitos/macréfagos e linfocitos T
CD4"). Para infectar a célula-alvo o HIV utiliza também certos receptores de o e f-
quimiocinas. Este virus, da familia Lentivirideae, pertence ao grupo dos retrovirus
citopaticos ndo-oncogénicos, que utiliza a enzima transcriptase reversa para
transcrever seu genoma RNA em DNA.

Até agora ja foram descritos dois tipos de HIV (HIV-1 e HIV-2), de acordo
com a sua estrutura genética, os quais sdo subdivididos em subtipos ¢ em formas
recombinantes (quasiespecie). Todas as formas geneticamente distintas do HIV
encontram-se ampla e heterogeneamente espalhadas pelo mundo, concentrando-se
principalmente na Africa. O HIV-I é o responsavel pela epidemia global de AIDS,
¢ o HIV-2 parece concentrar-se nos paises do Oeste Africano, com um numero bem
menor de casos encontrados noutros continentes.

Sobre a origem do HIV, ha evidéncias de que este virus seja resultado de
mutagdes génicas do SIV (simiam immunodeficiency virus) encontrado em
primatas ndo humanos. Baseado em analises filogenéticas, ja foi sugerido que o
HIV-1 originou-se do SIVcpz, que tem como hospedeiro o chimpanzé africano Pan
troglodytes troglodytes, enquanto que o HIV-2 originou-se do SIVsm, cujo
hospedeiro é o “soot mangabey”’(Cercocebus atys). Acredita-se que o homem tenha
adquirido o HIV na Africa, através de intimo contato com esses primatas, pois eles
sdo tratados como animais domésticos e ainda servem de alimento para a populagéo
local.

Os primeiros casos de AIDS surgiram em homossexuais masculinos, nos
HEstados Unidos, em 1980 e 1981. Dois anos depois surgiram novos casos nos
Estados Unidos, Haiti, Europa Ocidental e Africa Equatorial. O agente etiolégico da
AIDS foi isolado pela primeira vez pela equipe do Prof. Luc Montagnier, do Institut

Pasteur de Paris, em 1983, que o denominou Lymphadenopathy-associated virus

Xi



(LAV) e, em seguida, pela equipe do Dr. Robert Gallo, entdo no National Cancer
Institute, em Bethesda, MD, EUA, que o denominou Human T-cell leukemia-
lymphoma virus type 1II (HTLV-III). Em 1984 o virus da AIDS recebeu o nome
definitivo de Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV).

O quadro da epidemia de AIDS é de disseminagdo global, principalmente
nos paises sub-desenvolvidos ou em desenvolvimento, como os da Africa, Asia,
América Latina ¢ América Central (Caribe). Segundo dados da Organizagio
Mundial de Saude, o numero total de pessoas infectadas com HIV/AIDS é€ de,
aproximadamente, 40 milhdes, dos quais 37,2 milhdes sdo adultos, 17,6 milhdes sdo
mulheres e 2,7 milhdes sdo criangas abaixo de 15 anos. O niimero de novos casos
de infecgdo pelo HIV, em 2001, foi de 5 milhdes (4,3 milhdes adultos, 1,8 milhdes
mulheres € 800 mil criangas abaixo de 15 anos). Neste mesmo ano, 3 milhdes de
pessoas morreram com AlIDS: 2.4 milhdes de adultos, 1,1 milhdo de mulheres, e
580 mil criangas abaixo de 15 anos. No Brasil, a estimativa do numero de
individuos infectados com HIV/AIDS, até o final de 2001, foi de aproximadamente
600 mil.

O uso de potentes anti-retrovirais proporcionou elevada queda no nimero de
novos casos de AIDS, aumentou a sobrevida dos individuos infectados € diminuiu a
mortalidade causada pela infecgdo pelo HIV-1. No entanto, o tratamento néo
suprime a replicagdo do HIV-1 (replicacdo residual pode persistir em reservatorios
virais), o surgimento de virus resistentes € freqiliente, € o tratamento continuo pode
resultar em graves efeitos colaterais. Estas peculiaridades do atual tratamento
determinam a permanente busca de novas drogas e estratégias terapéuticas para
controlar a evolugfo clinica da infec¢do pelo HIV-1. Neste contexto, os produtos de
origem natural devem ser vistos e explorados como uma importante fonte de novos

medicamentos capazes de inibir o progresso da infecgdo pelo HIV-I.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DA INFECCAO PELO HIV

Baseado em analises filogenéticas do genoma de isolados virais, € possivel diferenciar
dois tipos de HIV, o HIV tipo 1 e o HIV tipo 2. Entre estes tipos hd em torno de 60% de
homologia para os genes gag e pol, e 30% a 40% de homologia para os demais genes, incluindo
o env (VAN DER LOEFF & AABY, 1999). Além disso, tanto o HIV-1 quanto o HIV-2
apresentam grupos e subtipos diferentes.

O HIV-1 ¢ representado por trés grupos principais, geneticamente distintos: M
(“major”), O (“outlier”) e N (*non-M/non-O”) (SIMON e¢ al., 1998; MOORE et al., 2001). O
grupo M, o qual compreende a maioria dos isolados responsaveis pela epidemia de AIDS
(PEETERS & SHARP, 2000) e pelo matior indice de mortalidade global, ¢ subdividido em oito
subtipos (A, B, C, D, F, H, J e K) (PEETERS & SHARP, 2000; TRIQUES et al., 2000;
MOORE et al. 2001) e cinco formas recombinantes (A/E, A/B, A/G, A/G/1 e A/G/1/]) (GAO et
al., 1996; LIITSOLA et al., 1998; CARR et al., 1998; MONTAVON et al., 1999). O grupo O,
relativamente divergente do grupo M (PEETERS & SHARP, 2000), é representado por poucos
isolados endémicos da Republica dos Camardes e paises vizinhos do oeste da Africa Central.
Existe relato do primeiro subtipo deste grupo, denominado ANT70, encontrado na Republia dos
Camardes e no Gabdo (JANSSENS er al, 1999). J4 o grupo N foi identificado em dois
pacientes da Republica dos Camardes (SIMON et al., 1998).

O HIV-2 ¢ subdividido em seis subtipos (A, B, C, D, E e F) (GAO et al., 1994; CHEN et
al., 1996; CHEN et al., 1997) e formas recombinantes (GAO et al., 1994; CHEN et al., 1996),
com distribui¢do geografica prevalente em regides africanas (VAN DER LOEFF & AABY,
1999; GAO ef al., 1994), com relato de casos nos Estados Unidos, FEuropa e India (VAN DER
LOEFF & AABY, 1999).

A distribuigdo geografica do HIV-1 foi revisada por Peeters & Sharp (2000), Peeters
(2000) e Moore e colegas (2001). Atualmente os subtipos A e C ocupam a posi¢do de maior
prevaléncia global, seguido pelo subtipo B (PEETERS & SHARP, 2000; PEETERS et al., 2000;
MOORE et al., 2001). Os principais focos do subtipo C predominam as regides do sul, do
sudoeste e do oeste da Africa, ¢ da India, podendo ser encontrado na América do Sul; o subtipo

A encontra-se disperso no centro, no leste e no oeste da Africa, e India; o subtipo B circula nas
1



Américas, na Europa e na Australia; o subtipo D encontra-se no centro, no leste e no oeste da
Africa; o subtipo F é encontrado na América do Sul, no leste europeu ¢ na Africa Central; os
demais subtipos (H, J e K) sdo encontrados principalmente na Africa Central.

O subtipo prevalente no Brasil ¢ o subtipo B (BRAZILIAN NETWORK FOR HIV-1
ISOLATION E CARACTERIZATION, 2000; MACCUCHAN, 2000), mas também sdo
cncontrados os subtipos C, D e F, e o recombinante B/F (SABINO et al., 1994; MORGADO ef
al., 1994 ¢ 1998; PEETERS & SHARP, 2000). Através de estudos de caracterizagdo genotipica,
foi possivel identificar uma substituigdo do aminodcido prolina por triptofano
(GPGR—GWGR), no topo da alga V3 da glicoproteina do envelope viral (gp120) (POTTS et
al, 1993). Bste variante, denominado B” (ou B brasileiro) (COVAS et al., 1998), representa
43% dos virus do subtipo B circulantes no Brasil (MORGADO et al., 1994).

1.2 ESTRUTURA GENOMICA E ASPECTOS MOLECULARES DO HIV-1

O genoma do HIV ¢ representado por duas fitas de RNA, cada uma com tamanho
aproximado de 9,2 kilobases de comprimento (ABBAS et al., 1997). Ele é composto de nove
genes, delimitados por duas regides denominadas LTR-3’e LTR-5" (long terminal repeat),
agrupados em 2 categorias: genes estruturais - env, gag e pol - e genes regulatorios - vif, vpr,
vpu, nef, tat e rev.

O gene env codifica a glicoproteina precursora de peso molecular 160 Kd (gp 160), cuja
clivagem, pelas proteases celulares, resulta nas glicoproteinas do envelope viral de peso
molecular igual a 120 Kd (gp 120) e 41 Kd (gp 41) (RICHMAN & STASZEWSKI, 1997). O
gene gag codifica a proteina precursora de peso molecular 53 Kd, que é clivada, pela protease
viral (RICHMAN & STASZEWSKI, 1997), nas proteinas do core ¢ nucleocapsidio (p24, p17 ¢
pl5 (ABBAS er al., 1997). O gene pol codifica as enzimas transcriptase reversa (p66 e p51),
protease (p10) e integrase (p32), igualmente resultantes da clivagem da glicoproteina precussora
pela protease viral (RICHMAN & STASZEWSKI, 1997), as quais também constituem o core
do HIV-1 e sdo essenciais para a replica¢do viral. A enzima transcriptase reversa € responsavel
pela sintese do DNA complementar (¢cDNA) a partir do RNA viral; a enzima integrase insere o
cDNA viral no genoma celular, e a enzima protease cliva as proteinas precursoras, codificadas
pelos genes gag e pol (RICHMAN & STASZEWSKI, 1997). Os genes vif, vpr e vpu codificam

as proteinas acessérias, € os genes fat, rev e nef codificam as proteinas reguladoras da
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replicagdo viral (ABBAS et al., 1997). As proteinas associadas ao envelope protéico (gp120/41)
tém papel fundamental na interagdo do virus com a célula hospedeira (ABBAS et al., 1997). E

através delas que ocorrem ligagdo e fusdo entre a membrana celular e o envelope viral

(VIRELIZIER, 1997).

1.3 CARACTERISTICAS FENOTIPICAS E TROPISMO CELULAR DO HIV-1

A diversidade genética e bioldgica do HIV-1 pode se constituir num obstaculo para o
desenvolvimento de vacinas efetivas ou de agentes anti-retrovirais. De fato, o polimorfismo
viral estd associado com a emergéncia de variantes resistentes as drogas anti-HIV-1 atualmente
em uso (PERRIN & TELENTI, 1998; GUNTHARD ef al., 1998), assim como com o fracasso
de potenciais vacinas em inibir a infeccdo mediada por isolados primarios de HIV-I1.
(HEILMAN & BALTIMORE, 1998)

Desde a detecgdo de distintos padrdes de replicagdo do HIV-1 in vitro (ASJO et al.,
1986), diferentes fendtipos do HIV-1 foram identificados de acordo com as propriedades
infecciosas do virus em culturas celulares. Assim, sistemas de classificagfo foram estabelecidos
com base nos diferentes tipos celulares que o HIV-1 infecta, na dindmica de replicagéo viral e
na capacidade que este virus apresenta em induzir ou ndo a formagdo de sincicios. Os isolados
que infectam macrofagos e células mononucleares do sangue periférico (PBMC), mas que nfo
infectam células tumorais T CD4", sdo denominados isolados monocitotrépicos ou M-tropicos;
aqueles que infectam linhagens de células T CD4" e PBMC, mas ndo infectam macrofagos, sio
denominados isolados T-tropicos (CHO er al, 1998). Os isolados que infectam células
primdrias e tumorais sdo conhecidos como duplo-tropicos. Isolados que induzem formagéo de
sincicios em células tumorais sfo chamados de indutores de sincicio (IS), enquanto que os
1solados desprovidos dessa caracteristica sdo denominados ndo-indutores de sincicio (NIS)
(COHEN et al., 1999). Os sincicios resultam da fusdo mediada pela interagdo entre a gp120 da
célula infectada com os receptores da célula ndo infectada, formando células gigantes
multinucleadas capazes de liberar grande quantidade de virus.

A dindmica com que o HIV-1 se replica in vitro também tem sido usada como critério
para a caracterizagdo fenotipica deste virus, cujos isolados podem ser denominados
“rapido/alto” ou “baixo/lento”, de acordo com a rapidez de replicacdo e quantidade de virions

produzidos durante infec¢des celulares in vitro (FENYO et al., 1988). No estagio clinico
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assintomatico da infec¢do pelo HIV-1 predominam os isolados M-tropicos/NIS, baixo/lentos
(SCHUITEMARKER e al., 1992; CONNOR & HO, 1994), enquanto que a deplecio de células
T CD4" ¢ o progresso da doenga estdio associados a presenca de isolados T-trépicos/duplo-
tropicos/IS, rapido/altos (SCHUITEMARKER et al., 1992; CONNOR & HO, 1994).

[ sabido que a entrada do HIV-1 na célula-alvo depende, além da molécula CD4, da
presen¢a de algumas moléculas especificas na membrana destas células. Varios pesquisadores
descreveram que os receptores de a e B-quimiocinas funcionam como fatores fundamentais
durante o passo inicial do ciclo de replicagdo do HIV-1, ou seja, a entrada nas células-alvo
(COCCHI et al., 1995; FENG et al., 1996; BANNERT et «l., 2000). O HIV-1 utiliza pelo
menos quatro desses receptores de quimiocinas, a saber: CCR2b, CCR3, CCR5 ¢ CXCR4
(BERGER et al., 1999). Feng ¢ colegas (1996) demonstraram que alguns isolados infectam os
linfécitos T CD4" através do receptor de a-quimiocinas CXCR4, cujo ligante natural, a o-
quimiocina SDF-1, bloqueia a sua entrada nas células-alvo (FAUCI et al., 1996; LACEY et al.,
1997). Também foi relatado que outros isolados utilizam os receprotes de B-quimiocinas
CCR2b, CCR3 ¢ CCRS (ALKHATIB et al., 1996; DENG et al., 1996, DRAGIC et al., 1996)
como co-fator para infectar as células-alvo. A interagfio entre as B-quimiocinas RANTES, MIP-
la e MIP-1PB e o receptor CCRS5 inibe a infec¢do por isolados monocitotropicos do HIV-1, e
impede a fusdo entre o envelope viral e a membrana celular (FAUCI, 1996; LACEY et al.,
1997; CONNOR et al., 1997).

A partir deste conhecimento, o HIV-1 tem sido caracterizado fenotipicamente com base
no uso dos correceptores para entrar na célula alvo (BERGER er al, 1998). Os isolados virais
que utilizam o correceptor CCRS, mas que nfo utilizam o correceptor CXCR4, sfo
denominados virus R5; aqueles que utilizam apenas o correceptor CXCR4 s&o denominados
virus X4; e os isolados capazes de usar ambos os receptores para entrar na célula alvo séo
conhecidos como R5X4, ou duplo-tropicos. Ainda com relagdo a formagdo de sincicios, Ferraro
et al (2001) demonstraram que os isolados M-trépicos de HIV-1 podem também induzir a
formag@o de sincicios, desde que as células-alvo expressem o correceptor preferencial do virus,
sugerindo que a presen¢a do correceptor tenha grande influéncia na formagfo de sincicios. Isso
porque tanto os linfocitos T como os macrofagos expressam os coreceptores CCRS e CXCR4,

embora a quantidade desses coreceptores na membrana celular varie de acordo com o estagio de



maturagdo em que as células se encontram (WU et al., 1997; TUTTLE et al., 1998; NAIf et al.,
1998; FERRARO ¢t al., 2001).

1.4 CICLO DE REPLICACAO DO HIV-1

O ciclo de replicagdo do HIV-1 comega com a ligag@o da glicoproteina do envelope viral
(gp120) a célula alvo, via CD4 e receptor de quimiocina (Fig.1). A interagdo da gp120 com a
molécula CD4 induz alteragdes na conformagédo da gpl120 e exposi¢do dos sitios de ligagio
desta proteina para os receptores especificos de quimiocinas (CCR5 ou CXCR4) (WU et al.,
1996, DENG et al, 1996; COHEN et al, 1999). O complexo gpl20/CD4/receptor de
quimiocina induz a fusdo do envelope viral com a membrana celular, resultando na entrada do
capsdmero viral no citoplasma da célula (WU et al., 1996; COHEN et al., 1999). Em seguida, o
RNA viral € transcrito reversamente, pela enzima transcriptase reversa, em dupla fita de cDNA
(RICHMAN & STASZEWSKI, 1997). A dupla fita de cDNA ¢ transportada para o nucleo e
inserida no genoma da célula pela a¢do da enzima viral integrase, para tornar-se o DNA proviral
(RICHMAN & STASZEWSK], 1997). Entfo, o genoma do HIV-1 ¢ transcrito e traduzido nas
glicoproteinas € RNA viral para a produgdo e liberagdo de novos virus (RICHMAN &
STASZEWSKI, 1997; ZEICHNER, 1994).
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1.5 ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA INFECCAO PELO HIV-1

Aresposta imunoldgica anti-HIV-1 pode ser detectada nas primeiras semanas apos a
infeccdo (FAUCI, 1996). Apds o estagio inicial de disseminagfo viral, a resposta imunologica
primaria anti-HI'V-1 limita a replicag¢do do virus, reduzindo sensivelmente a viremia e o nimero
de células infectadas nos linfonodos, paralelamente ao aparecimento de células T citotdxicas
(CTL) especificas para o HIV-1 (PANTALEO, 1993; PANTALEO & FAUCI, 1995; BORROW
el al., 1997, KOUP et al., 1994). Acredita-se que as CTL também estejam envolvidas no
controle da viremia durante a fase cronica (SCHMITZ et al., 1999), pois as mesmas podem ser
detectadas com grande frequéncia no sangue periférico de pacientes infectados pelo HIV-1
(RINALDO ef al.,1995; CHEN et al., 1997). Uma das mais importantes descobertas do papel
exercido pelas CTL no controle da viremia in vivo foi feita a partir de estudos de deplecdo de
células T CDS8', em macacos rhresus infectados pelo SIV, pela inje¢do de anticorpos
monoclonais. Dois grupos distintos de pesquisadores (SCHMITZ et al., 1999; JIN ef al., 1999)
demonstraram que a auséncia ou deplegdo de células T CD8" compromete o controle da
viremia, durante a infecg¢@o primaria, e favorece o aumento da carga viral, durante a infecg¢do
cronica, respectivamente. A re-expansio destas células reverte este quadro, com conseqiiente
queda dos niveis circulantes do HIV-1.

Além da atividade citotoxica especifica, as células T CD8" produzem fatores soluveis
capazes de inibir a replicagdo de isolados M-tropicos do HIV-1, como as B-quimiocinas
RANTES, MIP1-a e MIP1-B (COCCHI ef al.,1995). Trabalhos experimentais demonstraram
que a interagdo entre as B-quimiocinas ¢ o receptor CCRS impede a fuso entre a gp120/41 de
isolados RS e a membrana celular, comprovando que estes fatores inibem a infec¢do ao
bloquear a entrada do virus nas células alvo (COCCHI ef al., 1995; ALKHATIB et al., 1996;
DENG et al., 1996; DRAGIC et al.,1996; CONNOR et al., 1997, LACEY et al., 1997,
GLUSHAKOVA et al, 1999; STANTCHEV & BRODER, 2000). No entanto, apesar da
atividade citotoxica e da produgdo desses fatores soluveis bloqueadores da entrada do virus nas
células-alvo, a continua multiplicagdo viral acarreta a diminuigfo lenta e persistente do numero
de células T CD4" e a deterioragio progressiva da resposta imunolégica do paciente. Diferentes
mecanismos tém sido sugeridos para explicar este fendmeno. Um deles € a sele¢do de variantes
que escapam da atividade das CTL. As altas taxas de mutacdo do HIV-1 podem favorecer a
emergéncia de mutantes que escapam da atividade inbitéria das CTL durante a infec¢do
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primaria (BORROW et al., 1997) e os estagios tardios da infec¢do (GOULDER et al., 1997). As
mutagdes em epitopos para CTL facilitam a persisténcia do virus, permitindo a manutencdo de
altos niveis de replicac¢do viral e, consequentemente, a maior rapidez no progresso da doenga.
Dentre outros mecanismos propostos para explicar a perda do controle sobre a replicagfio viral,
destacam-se a deficiéncia funcional da CTL resultante da insuficiente atividade auxiliar de
células T CD4" (HAY et al., 1999); a perda especifica ou inespecifica de CTL, paralelamente ao
progresso da infecgdo (FLAMAND et al, 1998); e a redugdo da eficiéncia das CTL pela
redu¢do ou supressdo da expressdo de moléculas HLA classe | na membrana das células
infectadas pelo HIV-1, induzida pelo genes nef (SCHWARTZ et al., 1996) ou tat (WEISSMAN
el al., 1998).

O HIV-1 apresenta consideravel diversidade na sua sequéncia gendmica, podendo ser
encontrados em individuos infectados variantes com diferentes caracteristicas fenotipicas,
decorrentes do polimorfismo gendmico viral (CHESEBRO et al., 1992). Assim, a sensibilidade
a neutraliza¢do por anticorpos neutralizantes sofre modificagdes a partir de muta¢des na
sequéncia primaria da glicoproteina do envelope viral (gp120/41) (COHEN et al., 1999) Por
exemplo, sabe-se que os isolados primdrios s3o resistentes a neutralizagdo humoral,
independentemente do tropismo para receptores de quimiocinas, enquanto que isolados
adaptados ao crescimento em células tumorais T CD4", que apresentam substitui¢des na regifio
variavel 3 (alga V3), sdo sensiveis a neutralizagdo (COHEN, 1993; BOU-HABIB et al., 1994;
LACASSE et al., 1998; CECILIA et al., 1998; TRKOLA et al.,1998).

A maioria dos individuos infectados pelo HIV-1 desenvolve uma forte resposta imune
humoral contra o virus, mas ainda € controversa a importancia dos anticorpos para o controle da
replicagdio viral in vivo. Vérios estudos sugerem que a presenga de anticorpos neutralizantes
com ampla especificidade no soro do paciente se correlaciona com o prognostico mais favoravel
da doenga (FENYO ef al, 1996; COHEN et al., 1997). Acredita-se que durante a infecg¢fo
aguda primaria, os anticorpos neutralizantes ndo tenham participagdo no controle da replicagao
viral, pois sdo apenas detectados quando a doenga ja atingiu a sua fase cronica (FAUCI et al.,
1996). Nesta fase, o fendtipo viral prevalente ¢ monocitotropico/NIS (SCHUITEMAKER et al.,
1992), o qual ¢ resistente a atividade bloqueadora dos anticorpos neutralizantes in vitro
(COHEN, 1993; MOORE et al., 1995), o que sugere a pouca contribui¢io dos anticorpos anti-

HIV-1 para o declinio da carga viral durante a infec¢do aguda primaria. Finalmente, soros de



individuos voluntariamente inoculados com proteinas do envelope viral nfio neutralizam
isolados primérios recém obtidos de pacientes, embora bloqueiem o isolado adaptado ao
laboratorio  MN (COHEN, 1993). Evidéncias experimentais indicam que os virus
monocitotropicos escapam da resposta imune humoral porque os epitopos imunodominantes da
gpl20/41 nd3o estdo acessiveis aos anticorpos neutralizantes (BOU-HABIB ef al, 1994;
SANTTENTAU & MOORE, 1995), enquanto que os virus adaptados as células de linhagem T
CD4" sio mais facilmente neutralizados, porque estes epitopos estdo mais expostos a ligagio
das imunoglobulinas. Esta maior exposi¢do ocorre provavelmente devido a altera¢des
conformacionais induzidas na gp120/41 pelo aumento da concentragdo de aminoacidos de carga

positiva da alca V3 (BOU-HABIB et ., 1994).

1.6 ALGUNS ASPECTOS CLINICOS E LABORATORIAIS DA INFECCAO PELO HIV-1

No periodo aproximado de 3 a 6 semanas apos a infecg@o pelo HIV-1, pelo menos 50%
dos individuos apresentam quadro clinico agudo conhecido como infec¢do primaria, cuja
sintomatologia ¢ inespecifica, como febre, dores musculares, dor de garganta, exantema,
diarréia, perda de peso, linfadenopatia, eritema cutaneo, esplenomegalia e artrite (ABBAS et al.,
1997; FAUCI et al., 1996), que persiste por poucas semanas ¢ desaparece espontancamente
(COHEN et al., 1999). A fase aguda da infec¢@o pelo HIV-1 estd associada com um pico de
replicagdo viral, que coincide com o declinio transitério do numero de células T CD4" ¢ o
aumento das células T CD8" no sangue periférico (FAUCI, 1993; FAUCI et al., 1996; COHEN
et al., 1999). Inicia-se, entdo, a fase de laténcia clinica, na qual a carga viral no sangue
circulante entra em declinio, concomitantemente com a recuperagdo parcial do numero de
células T CD4". Nesta fase, que pode durar vdrios anos, 0s pacientes permanecem
assintomaticos, a carga viral ¢ baixa ou indetectavel, e o nimero de células T CD4" no sangue
periférico se estabiliza ou cai lentamente (FAUCI et al., 1996; COHEN et al., 1999). O tempo
médio entre a infecg¢do primaria ¢ o desenvolvimento de AIDS ¢ de aproximadamente 10 anos, e
o aparecimento da sindrome de imunodeficiéncia, indicada pelo surgimento de infec¢Bes
oportunistas, coincide com o novo aumento da replicagdo viral e declinio brusco das células T
CD4" (WEISS, 1993; FAUCI et al., 1996; COHEN et al., 1999).

Sdo varios 0s mecanismos que contribuem para a perda de células T CD4" no paciente

infectado pelo H1V-1 (WEISS, 1993; MCCUNE, 2001). Dentre eles, podem ser citados: a) o
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efeito citopatico direto do virus sobre a célula infectada; b) a morte celular por apoptose; ¢) a
destruigdo de células infectadas por mecanismos imunolégicos; d) a morte de células T CD4"
ndo-infectadas, que tenham incorporado em sua membrana moléculas de gpl20, por
mecanismos imunologicos; e, €) autoimunidade. Quando o nimero de células T CD4" cai
abaixo de um valor critico (< 200 cel/mm’ de sangue), o paciente se torna susceptivel a
infecgdes por ampla variedade de parasitas, bactérias, fungos ou outros virus. O quadro clinico
do paciente se deteriora rapidamente, e a infec¢do caminha para o seu estagio final.

Ainda, durante o curso da infec¢do pelo HIV-1, ocorre replicagdo viral ativa no tecido
linfoide (PANTALEO et al., 1993; MARTIN & BANDRES, 1999). Durante a fase de laténcia
clinica, as células infectadas do sistema fagocitico mononuclear e linfécitos T CD4™ em repouso
exercem o papel de reservatdrios e fonte de replicagdo do HIV-1, mantendo a infecgdo
(FAUCCI, 1993; PANTALEO et al., 1993; MARTIN & BANDRES, 1999; SILICIANO, 1999).
Sabe-se, ainda, que os macrofagos sfo capazes de produzir, por longo periodo, grande
quantidade de virions sem sofrer o efeito citopatico do HIV-1 (ORENSTEIN er al.,1988). A
produgdo de virions pelos macrdfagos pode ser exarcebada por varios estimulos (MELLORS et
al., 1991; LAZDINS et al, 1991; LATHEY et al,1994; BLOND et al, 2000 ), entre eles a
fagocitose de células apoptoticas (LIMA ef al., 2002).

1.7 TRATAMENTOS CORRENTES

Quase duas décadas apos a descoberta dos primeiros casos de AIDS, o repertorio de
agentes terapfuticos ¢ a eficiéncia do tratamento para essa sindrome evoluiram
consideravelmente, contribuindo para a melhora da qualidade de vida dos individuos infectados
pelo HIV-1. Pesquisadores dessa area buscam incessantemente melhorar a terapia anti-retroviral
J& existente. Novas alternativas para o tratamento s3o langadas & medida que sdo feitas novas
descobertas sobre a evolugdo genotipica e fenotipica do HIV-1, e sobre a patogénese ¢ a historia
clinica da infec¢do por este virus.

A maioria dos anti-retrovirais adotados na terapia combinada e os que estdo em fase de
testes pré-clinicos inibe a atividade das enzimas virais trancriptase reversa e protease
(RICHMAN & STASZEWISKI, 1997). Esses agentes terap€uticos compreendem duas
categorias, cujo modo de agfo varia para cada uma delas, a saber: os inibidores da transcriptase

reversa (ITR) e os inibidores de protease (IP) (Tab. 1).
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Tabela 1- Classificagdo dos medicamentos anti-retrovirais atualmente em uso.

Categoria Medicamentos
(nome genérico e sigla)
Inibidores da Protease (IP) Amprenavir (AMV)

Indinavir (IDV)

Lopinavir  (LPV)

Nelfinavir  (NFV)

Saquinavir ( SQV)

Ritonavir  (RTV)

Lopinavir e Ritonavir (LPV+RTV)

Inibidores analogos de nucleosideos da Abacavir  (ABC)
transcriptase reversa (IANTR) Zidovudina (AZT)

Didanosina (ddI)
Estavudina (d4T)
Lamivudina (3TC)
Zalcitabina (ddC)
Zidovudina e Lamivudina (AZT+3TC)
Abacavir, Zidovudina e Lamivudina
(ABC+AZT+3TC)

Inibidores analogos de nucleotideos da Tenofovir
transcriptase reversa (IANTR)

Inibidores ndo-nucleosidicos da transcriptase  Delavirdina (DLV)
reversa (INNTR) Efavirenz  (EFZ)
Nevirapina (NVP)

Dados: Ministério da Saude, 2002 e COHEN, 2002.

Os ITR sdo divididos em duas classes: os inibidores analogos de nucleosideos e
nucleotideos (IANTR) e os inibidores ndo-nucleosidicos (INNTR). Os agentes da primeira
categoria assemelham-se aos nucleosideos naturais que a enzima transcriptase reversa utiliza
para sintetizar a fita de cDNA viral. Eles ndo possuem a porgdo 3°-OH e, desse modo, impedem
a formagdo da ligagdo fosfodiester 3°-5’entre os nucleotidios da cadeia de DNA que estd em
formacao (RICHMAN, 2001). A utilizagdo do nucleosideo analogo, pela enzima, bloqueia a
transcri¢io, impedindo, assim, que a fita do cDNA se complete (RICHMAN, 2001). Os INNTR
sd0 numerosos compostos policiclicos quimicamente divergentes (RICHMAN, 2001) que se
ligam muito proximo ao dominio catalitico da polimerase (KOHLSTAEDT et al., 1992). Ao se

ligarem na enzima TR viral, esses inibidores “inativam” a enzima, tornando-a incapaz de
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realizar sua fungdo. Ja os IP se ligam ao sitio ativo e catalitico da enzima protease, impedindo a
sua atividade de clivagem das proteinas precursoras dos polipeptideos necessarios para a
formagdo do core viral e para infecgdo celular pelo virus (ABBAS ef al., 1997; RICHMAN et
al., 1998 ¢ 2001).

Estima-se que a produgdo didria de novas particulas virais, em um individuo positivo
para o HIV-1, pode atingir até 10x10° (PERELSON e al., 1996). Sabe-se que a alta taxa de
replicagdo viral facilita o surgimento de mutagdes e, além disso, a enzima transcriptase reversa
ndo possul mecanismo de reparo para os erros cometidos durante a transcri¢io (PRESTON et
al., 1988). Sendo assim, ¢ frequente que o genoma de novas geragSes virais difira do original
(PRESTON et al., 1988). O acimulo de mutagdes ndo reparadas, no genoma viral, pode resultar
no aparecimento de variantes e contribuir para a emergéncia de isolados resistentes aos anti-
retrovirais atualmente disponiveis para uso clinico. As enzimas-alvo das drogas anti-retrovirais
também sofrem mutagdes que permitem ao virus escapar do efeito inibitério das mesmas
(RICHMAN et al., 1998).

A emergéncia de isolados resistentes aos quimioterapicos administrados isoladamente
(LARDER et al., 1989; KOZAL et al, 1993) motivou a ado¢do da multiterapia, também
conhecida como HAART (sigla em inglés para highly active antiretroviral therapy), que inclui a
associagdo entre ITR e IP (RICHMAN & STASZEWSKI, 1997; FINZI & SILICIANO, 2000).
A utilizagdo da HAART diminuiu consideravelmente a morbidade ¢ mortalidade entre pacientes
infectados pelo HIV-1, mesmo entre aqueles que apresentavam avancada depressdo do sitema
imunologico (PALELLA ef al., 1998). No entanto, evidéncias apontam para uma ineficiéncia da
multiterapia na completa supressdo da replicagdo viral (IVERSEN et al., 1996; CHUN et al.,
1997, GUNTHARD et al., 1998; WIT et al., 1999; FINZI et al., 1999; LAMBOTTE et al.,
2000), por ndo ser capaz de eliminar os reservatérios virais (macréfagos e linfocitos T CD4" de
memoria, infectados pelo HIV-1) (CHUN ef al., 1997; FINZI et al., 1999; SILICIANO, 1999;
LAMBOTTE et al., 2000). A terapia antiretroviral pode causar efeitos toxicos (FLEXNER,
1998; WIT er al., 1999; RICHMAN, 2001) e a emergéncia de isolados resistentes aos
componentes da HAART (LARDER et al., 1989; KOZAL et al., 1993; IVERSEN ef al., 1996,
HIRSCH et al., 1998; GUNTHARD et al., 1998; BRITES et al., 2001). A dificil aderéncia ao
regime de administracdo dos medicamentos (HIRSCH et al., 1998; OLALLA et al., 2002) ¢ o

alto custo para manter o tratamento sdo outros problemas que, somados aos ja citados, tornaram
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esses medicamentos insatisfatorios para suprimir com eficiéncia a replicagdo do HIV-1 em
pacientes infectados (RICHMAN, 2001), ofuscando o sucesso da multiterapia.

Esse quadro, observado in vivo e in vitro, reforga a necessidade de desenvolvimento de
novos compostos anti-HIV-1, com variados mecanismos de agfo, que possam retardar ou
impedir o desenvolvimento de resisténcia, controlando, assim, o progresso clinico da infecgio
pelo HIV-1. De fato, pouco mais de uma dezena de novas drogas anti-HIV-1, dirigidas a
diferentes fases do ciclo da replicagdo viral, estdo atualmente em ensaios pré-clinicos (COHEN,
2002). Além disso, uma ampla fonte alternativa para identificar outros anti-retrovirais é a
extragdo de compostos naturais presentes na fauna e flora terrestres e aquatica.

Durante o ciclo de replicagdo do HIV-1, além da transcri¢io reversa do genoma viral e
de clivagem das proteinas precursoras do envelope e do core viral, varios passos sdo cruciais
para que o ciclo se complete, e muitos deles sdo vulneraveis a inibidores especificos (MOORE
et al., 2000) (Fig. 1). A interagdo entre a gp120 e os receptores na membrana da célula alvo, a
fusdo entre o envelope viral e a membrana celular, a integragdo do cDNA viral ao genoma da
célula, assim como a montagem e brotamento das novas particulas virais ja estdo sendo
estudados como alvos de farmacos de origem natural para suprimir o ciclo replicativo do HIV-1
(Tab. 2). Além desses alvos, outros que também estdo sendo estudados para este fim, sdo os
fatores celulares que o virus necessita para se replicar, como ¢ o caso da glicosilagdo das
proteinas do envelope e a propria replicagdo do DNA celular ( LORI ef al., 1994; CHAPIUS et
al., 2000).

1.8 PRODUTOS NATURAIS E A INFECCAO PELO HIV-1

A utilizagdo de produtos naturais para curar ou aliviar enfermidades néo ¢ exclusividade
contemporanea (ALMEIDA, 2000). Desde tempos imemoriais, a natureza vem sendo explorada
com este nobre fim (PRANCE, s.d; SOLAMOS, 1983; WONG, 1936 in VIEREGGE, 1999),
revelando-nos, pela longa historia do uso de seus produtos, aspectos de aproveitamento e
eficacia dos mesmos para o bem-estar da humanidade.

Atualmente, tem-se dado énfase ao estudo desses produtos, resgatando as praticas
tradicionais da medicina popular ¢ aumentando, cada vez mais, o nimero de publicagdes que

abordam os diferentes aspectos sobre a sua utilizagdo. Algumas dessas publicagdes abordam o

seu uso popular (DI STASI er al., 1989; CARIBE E CAMPOS, 1999; ALMEIDA, 2000),
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enquanto que outras enfocam o conhecimento cientifico, evidenciando a eficacia das drogas
existentes nos extratos de origem vegetal e animal (VLIETINCK ef al., 1998; MATTHEE et
al., 1999)

Os produtos quimicos de origem vegetal sdo amplamente utilizados na medicina
moderna, devido as importantes fungdes terapéuticas que eles possuem. Muitos agentes
terapéuticos foram desenvolvidos a partir de conhecimentos gerados pelo uso de plantas na
medicina tradicional. Até 1997, quase 50% do mercado de medicamentos cabiam a produtos de
origem natural (ROBBERS et al, 1997). Além de fornecerem medicamentos uteis, esses
produtos fornecem componentes bésicos que podem ser ligeiramente modificados para
tornarem-se mais eficazes e com baixa toxicidade (GLICK et al., 1996) ou, ainda, que podem
ser utilizados como protétipos ou modelos para medicamentos sintéticos que tenham atividades
farmacologicas semelhantes as dos originais (BORMANN & KUEHNE, 1992; ROBBERS et
al., 1997, BANDARAGE ef al., 1999).

Tendo em vista as limitagdes dos atuais anti-retrovirais, muitas pesquisas estdo voltadas
para descobertas de novos agentes quimioterapicos para o tratamento da infec¢do pelo HIV-1.
Agentes de origem vegetal pertencentes a diferentes classes quimicas como os alcaldides,
flavonoides, taninos e terpenoides sdo investigados com relagdo a sua capacidade de inibir a
replicagdo do HIV-1, em diferentes niveis de seu ciclo replicativo (WALKER et al., 1987; TAN
et al., 1991a; TAN et al., 1991b; HOUGHTON, 1994; MCMAHON et al., 1995; LIM et al.,
1997, POMMIER ef al., 2000) (Tab. 2).

Tabela 2- Compostos quimicos de origem natural com atividade anti-HIV-1.*

AGENTES QUIMICOS IAV IFC ITR II P IG
Alcaloides + + + + + +
Carboidratos + +

Coumarinas + + + +
Flavonoides + + +

Lignanas + + +

Fenolicos + + +

Proteinas +
Quinonas/Xantonas + +

Taninos + +

Terpenos + + + +

*Adaptado de Tan, 1991; Vlietinck, 1999; Savarino, 2001.

IAV: inibidores da adsor¢do viral; IFC: inibidores da fusdo celular; ITR: inibidores da
transcriptase reversa; I1: inibidores da integrase; IP: inibidores da protease; IG: inibidores da
glicosilagdo.



Alguns desses compostos ja estdo em estagios avangados de testes clinicos em pacientes
infectados pelo HIV-1, como, por exemplo o alcaldide semi-sintético hidroxicloroquina
(SPERBER er al., 1995 e 1997), o carboidrato aceman (VLIETINCK ef al., 1998) ¢ a proteina
GLQ223 (KAHN et al., 1994). Por apresentarem atividade antiviral em diferentes estagios do
ciclo de replicagdo do HIV-1, é possivel que esses compostos em testes clinicos venham, no
futuro, ser utilizados no tratamento da AIDS. Os extratos de origem vegetal também estdo sendo
utilizados para esse fim, como ¢ o caso do extrato da espécie Glycyrrhiza glabra, que contém o
constituinte ativo glicirizina, utilizado em terapias alternativas para infec¢do do HIV-1

(HATTORI et al., 1989).

1.9 ALCALOIDES

Os alcaldides sdo compostos nitrogenados, geralmente contendo um atomo de nitrogénio
na forma amina primaria (RNH,), secundaria (R,NH) ou tercidria (R3N), presentes em animais,
vegetais, fungos e bactérias (DOMINGUEZ, 1973; ROBBERS et al., 1997). O reino vegetal € a
fonte mais rica em alcaldides, e sua distribuigdo parece se restringir a certas familias.
(ROBBERS et al., 1997)

As familias Apocinaceae, Leguminosae, Papaveraceae, Rananculaceae ¢ Rutaceae
apresentam uma ampla variedade de alcaldéides (DOMINGUEZ, 1973), os quais estio
distribuidos nas sementes, caules, raizes, rizomas, casca, folhas e frutos desses vegetais
(SOLOMOS et al., 1983; ROBBERS et al., 1997). A maioria dos alcaldides € solida, basica e de
colorag¢do variada (amarela e roxa), pouco hidrossolivel, podendo ser totalmente soltiveis em
solu¢des acidas. Os alcaldides ndo-oxigenados sdo liquidos, volateis e com odor forte.

Investigagdes cientificas sobre os alcaloides de origem vegetal sdo cada vez mais
frequientes em razdo do seu efeito contra alguns patogenos: a hidroxicloroquina (anti-malarico e
anti-HIV-1) (SPERBER ef al, 1995 e 1997); licorina e licorinadiacetato (anti-maldrico)
(CAMPBEL et al., 1997); corinolina e acetilcorinolina (toxicos para fungos fitopatogénicos)
(MA et al., 1999); coronaridina e 18- metoxi-coronaridina (anti-leishmania) (DELORENZI et
al., 2001 e 2002). Apesar dos seus efeitos toxicos (SOLOMOS, 1983; AYOUB et al., 1994,
VIEREGGE et al., 1999; MA, 1999 e 2000; DASSONNEVILE et al., 2000; LAMCHOURI et
al., 2000), muitos alcaldides exercem potentes efeitos farmacoldgicos nos mamiferos e, por isso,

eles sdo amplamente utilizados na medicina como analgésicos e narcoticos (morfina e codeina),
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estimulantes do sistema nervoso central (arecolina, estricnina, brucina e cafeina), midriaticos
(atropina), mioticos (fisostigmina e pilocarpina), tranqiilizantes e agentes que reduzem a
pressdo sanguinea (reserpina) ou que a elevam (efedrina) (SOLOMOS, 1983; IKAN et al.,
1991; ROBBERS et al., 1997). Eles também sdo utilizados no tratamento de doengas como a
maldria (quinina) e o céncer (vincristina), enquanto que outros causam dependéncia psicologica
e fisica nos usudrios e fumantes cronicos (cocaina, nicotina) (SOLOMOS, 1983; ROBBERS et
al., 1997). Alguns alcaldides ja foram identificados como capazes de inibir o HIV-1, tais como,
schumannificina (HOUGHTON et al., 1994), miquelamina B (MCMAHON et al., 1995) e
castanospermina (WALKER ef al., 1987). O terpeno glicirizina (HATTORI et al., 1989), o
alcaldide semi-sintético hidroxicloroquina (SPERBER et al., 1997) e outros (VLIETINCK et
al., 1997) foram testados em pacientes com AIDS ou infectados pelo HIV-1.

1.10 ALCALOIDES INDOLICOS

Os alcaldides indolicos sdo assim classificados devido a presenga de um anel inddlico na
sua estrutura quimica. A coronaridina (COR) (Fig.2) ¢ um alcaldide indolico, tipo iboga,
purificado do extrato cru do caule da Peschiera australlis (RATES et al., 1993). Pouco se sabe
sobre os efeitos da COR in vivo e in vitro, porém, alguns trabalhos relatam suas propriedades
anti-tumoral (RATES er al., 1993), anti-dependéncia quimica (GLICK ef al., 1994) anti-
inflamatéria (HENRIQUES et al., 1996) e anti-leishmania (DELORENZI et al., 2001).

A COR, assim como a ibogamina e a tabernantina, sio andlogos da ibogaina. Esta
ultima, testada in vivo, apresenta propriedades anti-dependéncia quimica, mas também produz
efeitos tremorigénicos (GLICK et al, 1994), neurotdxicos, cardiovasculares e alucindgenos
(GLICK et al., 2000a). Devido a esses efeitos colaterais associados a ibogaina, esta foi
recentemente modificada com a finalidade de exercer o mesmo efeito anti-dependéncia quimica
sem causar, porém, os efeitos neurotoxicos, tremorigénicos e cardiovasculares (GLICK et al.
1996; GLICK et al., 2000b), associados ao seu uso in vivo. Tal modificagdo consistiu na
inser¢do do grupamento metila no carbono 18 da COR, resultando, entdo na 18-Metoxi-
Coronaridina (18M-COR) (Fig. 2).

Os alcal6ides indolicos ibogaina e hidroxicloroquina ja foram testados in vivo, inclusive
em humanos. A ibogaina, testada em pacientes com dependéncia a opidides, demonstrou efeito

rapido ¢ eficaz. Em experimentos realizados em camundongos, foi observado que, com 24 horas
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de tratamento com a ibogaina, estes animais no demonstraram comportamento de procura do
opidide, e essa condi¢do foi mantida por 72 horas apds o tratamento (ALPER ef al., 2000). A
hidroxicloroquina, testada em pacientes com AIDS, foi capaz de reduzir o nivel plasmatico de
RNA do HIV-1 e do antigeno p24 no soro dos pacientes, apds 16 semanas de tratamento
(SPERBER e/ al., 1995 e 1997).

No presente trabalho, nés estudamos as propriedades inibitorias do alcaldide indélico
natural COR e do seu andlogo sintético 18M-COR sobre o crescimento do HIV-1 in vitro. A
espécie vegetal Peschiera australis (Mull. Arg.), do qual foi extraida a COR, pertence a familia
botdnica Apocynaceae e pode ser encontrada na Argentina, no Uruguai, no Paraguai e no Brasil
(Rio Grande do Sul e na Serra de Macaé de Cima, Rio de Janeiro), onde € conhecida
popularmente como jasmim, leiteira-dois-irm3os, casca de cobra, jasmim-pipoca e sapirangui
(GEMTCHUIJINICOU, 1976). Deste vegetal ja foram extraidos sete alcaldides indolicos, a
saber: cinco monoméricos (coronaridina, olivacina, catarinesina, tabersonina e coronaridina-
hidroxindolina) e dois diméricos (tabernamina e decarbometoxivoacamine) (RATES et al.,
1993).

A resisténcia a resposta imunolégica humoral, a alta frequéncia de mutagdes genéticas e
a geragdo de particulas infecciosas resistentes a quimioterapicos, sdo caracteristicas do HIV-1
que apontam para a necessidade de uma permanente busca de formas profilaticas (campanhas de
prevengdo e vacinas anti-HIV) e terapéuticas, que restrinjam a disseminagfo do virus na
populagdo e inibam a sua multiplicagdo no paciente infectado. A gigantesca diversidade de
estruturas quimicas encontradas em produtos naturais deve ser vista como uma fonte de novos
quimioterapicos para a infecgdo pelo HIV-1, pois numerosas substancias de origem vegetal, de
um amplo espectro quimico (alcaldides, carboidratos, flavonoides, quinonas, fosfolipideos,
terpenos, etc), ja foram descritas como capazes de inibir a replicacio deste virus. Assim, nds
pretendemos avaliar o efeito anti-HIV-1 do alcaléide inddlico coronaridina ¢ do seu analogo

sintético 1 8M-COR, os quais sdo potentes agentes leishmanicidas in vitro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir para a identificagdo de novos farmacos capazes de inibir a replica¢do do HIV-1 in

Vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 - Verificar se o alcaldide inddlico coronaridina inibe a replicagdo do HIV-1 em células
mononucleares do sangue periférico humano (PBMC).

2.2.2 - Investigar se a 18-metoxi-coronaridina (derivado sintético da coronaridina) inibe a
replicacdo do HIV-1 em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e em macréfagos
derivados de monocitos (MDM) humanos;

2.2.3 - Comparar o efeito inibitdrio da 18-metoxi-coronaridina com um antiretroviral ja em uso
na terapia anti-HIV-1;

2.2.4 —Investigar o mecanismo do efeito inibitério da 18-metoxi-coronaridina sobre a replicacdo

do HIV-1.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CELULAS

3.1.1 — Células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram obtidas a partir de bolsas de
sangue (“buffy coat”), de individuos soronegativos para o HIV-1, doadas pelo Hemocentro da
Bahia (HEMOBA, Salvador, BA). O sangue doado ¢ testado para HIV-1, assim como para
HTLV-I/I, Sifilis, doenca de Chagas e Hepatites, por diferentes métodos soroldgicos utilizados
neste Hemocentro. A purificagdo de PBMC foi feita por centrifugagio em gradiente de
densidade em Ficoll-hypaque 1077 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), para o qué dois
volumes de sangue total diluido 1:1 em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma) foram
acrescentados cuidadosamente sobre um volume de ficoll-hypaque, e centrifugados a 400xG,
durante 20 minutos a 20°C. Entdo, o anel de células, formado na interface entre o plasma diluido
e o ficoll-hypaque, foi coletado e as células mononucleares foram lavadas e contadas em cdmara
de Neubauer. A viabilidade celular foi rotineiramente avaliada pelo corante vital Azul de
Trypan, obtendo-se sempre viabilidade acima de 90%. Os PBMC foram, entfo, estimulados
pelo mitégeno fito-hemaglutinina (2ug/ml) (PHA, Sigma) durante dois a trés dias, em RPMI
1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB, Hyclone, Logan, UT, USA),
10mM de acido N-2-hydroxyethylpiperazina-N'-2-ethanesulfonico (HEPES, Sigma), glutamina
(2mM) (Sigma), penicilina (100u/ml) e estreptomicina (100ug/ml), numa suspensdo de 1,5x10°
células/ml. As células ativadas foram mantidas em meio de cultura suplementado com 5U/ml de
interleucina-2 recombinante (rIL-2, Sigma) para os ensaios de infecgdo viral. A cultura celular

foi sempre mantida em ambiente timido, a 370C, 5% de CO,.
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3.1.2 Macréfagos primarios humanos (MDM)

Para obtencdo de macrofagos derivados de mondcitos (MDM), PBMC foram submetidos
a aderéncia em placas de 24 pogos (Corning, New York, NY, EUA), em RPMI sem soro (3x10°
cel/500 pl/pogo), durante 1h, a 37 °C e 5% CO,. Em seguida, as células ndo-aderentes foram
removidas, ¢ os mondcitos remanescentes foram mantidos em cultura com meio Dulbeco
(Sigma) suplementado com 10% de soro humano (SH, Sigma), HEPES e penicilina-
estreptomicina, durante 6 a 7 dias, a 37 °C e 5% CO,, para diferenciagdo em macroéfagos. Apds
diferenciagdo, estas células foram utilizadas para infec¢do pelo HIV-1. A pureza da populagio
de macrofagos foi avaliada pela medida do numero de células positivas para o marcador CD14,
como descrito (FERRARO et al., 2001). Em resumo, as células aderentes foram destacadas e
analisadas com anticorpos monoclonais anti-CD3-FITC e anti-CD14-PE (Becton Dickinson,
San Jose, CA) em citofluorimetria de fluxo (FacSort, Becton Dickinson), € o percentual de

células CD14" foi usualmente superior a 90%.

3.2 ISOLADOS VIRAIS

Foram selecionados trés isolados primarios de HIV-1, de acordo com as caracteristicas
fenotipicas requeridas para esse estudo: Ba-L, 95SBRBA007 ¢ 95BRRJ010. O virus Ba-L nos foi
doado pelo Dr. Michael A. Norcross (CBER, US FDA, Bethesda, MD, USA); os virus
95SBRBA007 ¢ 95BRRIJO10 foram isolados em nosso laboratorio, como descrito (BRAZILIAN
NETWORK FOR HIV-1 ISOLATION E CARACTERIZATION, 2000).

Para a obteng@o de uma maior concentragdo viral, PBMC de doadores normais foram
infectados pelos respectivos isolados virais (107 cél/ml de sobrenadante positivo para o HIV-1) e
incubados por 8 a 12 horas a 37° C, 5% de CO;. Em seguida, as células foram ressuspensas em
meio de cultura, como descrito anteriormente, e cultivadas em placas de 24 pogos, distribuindo-
se 10° cel/2ml em cada pogo. A cada sete dias, durante duas semanas, os sobrenadantes foram
colhidos e estocados a —70°C. Também semanalmente, as culturas foram alimentadas com
células e meio de cultura frescos (0,5x10° PBMC/ml). A replicagdo viral foi avaliada pela
medida do antigeno p24, nos sobrenadantes de cultura, utilizando-se “kits” elisa comerciais
(ZeptoMetrix Co., Buffalo, NY, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante. As

caracteristicas fenotipicas e o uso preferencial de coreceptores destes isolados foram
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previamente estudadas em nosso laboratorio (FERRARO er al., 2001), e estdo resumidas na

tabela 3.

Tabela 3- Caracteristicas fenotipicas dos isolados virais utilizados neste estudo

Isolados  Formagdo de  Replicacio viral” Uso de receptor’
sincicio’
PBMC MDM CCR5 CXCR4
Ba-L - + + + -
95BRBAO00O7 + + + + +
95BRRJ0O10 + + - - +

Adaptado de Ferraro et al, 2001

'Capacidade de formar sincicios em célula tumoral CD4* MT2

2+, positivo, e -, negativo para replicagdo viral

3 +, crescimento viral positivo em células tumorais U87 que expressam o receptor CD4 e o
correceptor CCR5 ou CXCR4 e -, auséncia de crescimento nas mesmas células.

3.3 DROGAS

O alcaloide indolico coronaridina (COR) (Fig.2) foi isolado da fragfo cloroférmica de
Peschiera australis (DELORENZI et al., 2001) e gentilmente fornecido pela Dra. Elvira M. B.
Saraiva (Depto. de Imunologia, Instituto de Microbiologia, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil). O derivado sintético 18-metoxi-coronaridina (18M-COR)
(Fig.2), cloridrato solivel em agua, foi sintetizado de acordo com Bormann & Kuehne (1992) e
Badarage e colaboradores (1999), e nos foi gentilmente doado pelo Dr. Martin Kuehne
(Universidade de Vermont, Burlington, VT, USA). Os fairmacos foram dissolvidos em meio de
cultura RPMI puro para preparar solugdes-estoque na concentragdo de 1mg/ml. A sele¢do das
concentragdes destes farmacos utilizadas no nosso estudo (12,5uM; 25uM e 50uM), foi

baseada em estudos prévios (DELORENZI et al., 2001).

3.4 AZIDOTIMIDINA (AZT)

Utilizamos o agente anti-retroviral 3’-azido-3’-deoxitimidina (AZT, Sigma) como
padrdo de inibigdo da replicagdo do HIV-1 em ensaios realizados em paralelo com 18M-COR,
em concentragdes (0,12uM; 0,25uM; 0,5uM e 1uM) igualmente selecionadas com base em

trabalhos publicados por outros autores (MCMAHON et al., 1995; e HEREDIA et al., 2000).
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a) CORONARIDINA

b) 18-METOXI-CORONARIDINA
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3.5 TESTES DE VIABILIDADE CELULAR (XTT E AZUL DE TRYPAN)

O efeito dos alcaldides inddlicos COR e 18M-COR sobre a viabilidade celular foi
avaliado por dois métodos: pelo 2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl]2H-tetrazolium-
carboxanilida (XTT, Sigma) e através do método de exclusdo do corante vital Azul de Trypan
(Sigma). Para testar o efeito dos farmacos sobre a atividade mitocondrial, PBMC de individuos
normais (2x10° ¢él/200ul/pogo, em placas de 96 pogos, 37°C, 5%CO,) foram expostos a
diferentes concentragdes das drogas, durante 3 a 7 dias. Ao final desse periodo, a atividade
celular foi determinada por colorimetria pela adi¢do da solucdo de XTT, e os resultados foram
analisados pela leitura da absorbéncia a 450nm, como descrito (SCUDIERO e al., 1988).

Para testar a viabilidade celular, através da integridade da membrana, amostras de
PBMC foram expostas as mesmas concentrag¢des das drogas COR e 18M-COR, como acima, e
tratadas pelo corante Azul de Trypan. As células foram discriminadas como vivas ou mortas
pela exclusdo ou inclusio do corante, respectivamente.

Macrofagos também foram submetidos aos testes de viabilidadde celular citados acima.
Estas células foram expostas a diferentes concentragdes de COR ¢ 18M-COR durante sete dias,
lavadas e incubadas com 0,3% da solug@o de Azul de Trypan, ¢ o nimero de células viaveis foi
medido em microscopio invertido. Em alguns experimentos, a viabilidade celular foi avaliada ao
final de 21 dias de exposi¢do as drogas. Ainda, a citotoxicidade para macrofagos foi

determinada pelo método XTT apods exposigdo a 25uM e 50uM de COR durante sete dias.

3.6 INFECCAO CELULAR PELO HIV-1 E EFEITO INIBITORIO DE COR E DE 18M-COR

3.6.1 Macrofagos

Os macréfagos foram infectados com o isolado monocitotropico Ba-L (5 a 10ng/ml de
p24; 37°C; 5% CO;) durante 16 a 18 horas. Em seguida, as células foram lavadas para remogio
do virus residual, e cultivadas na presenga ou ndo de diferentes concentra¢des do alcaldide
indolico sintético 18M-COR, durante trés semanas. A cada sete dias, metade do meio de cultura
era renovada e 18M-COR re-adicionado as culturas. A replicacdo viral foi avaliada pela medida

de antigeno p24 em ensaio imunoenzimatico e/ou da atividade da enzima transcriptase reversa
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(TR) nos sobrenadantes de cultura colhidos no 7°, 14° e 21° dias ap6s a infecgio viral. A
atividade da enzima viral transcriptase reversa foi avaliada através da contagem por minuto
(CPM) da emissdo de particulas . Resumidamente, a reagfo consta da mistura de um “primer”
poli(rA)-oligo(dT), incluindo adenina e timidina tritiada, em um tampdo adequado para o
alongamento de fitas de DNA. A enzima transcriptase reversa presente no sobrenadante das
culturas funciona como o catalizador da reagdo polimerizadora da fita em cintilador liquido. O
antigeno p24 (Ag p24) for quantificado em ensaios de captura (ELISA) especificos, como

descrito anteriormente.

3.6.2 PBMC

PBMC foram infectados com sobrenadantes positivos dos isolados Ba-L, 95BRBA007 ¢
95SBRRJO10 (5 a 10ng/mL; 37 ° C; 5% CO,) durante 2 a 3 h. As células foram lavadas para
remogdo do virus residual e cultivadas com diferentes concentra¢des de COR ou 18M-COR, em
placas de 96 pogos (2x10° cel/200p1/po¢o), em triplicatas. As células infectadas foram mantidas
em cultura por 7 a 10 dias, em meio RPMI completo, suplementado com IL-2. Apds este
periodo, a replicagdo viral foi avaliada pela medida de antigeno p24 em ensaio imunoenzimatico
¢/ou da atividade de TR nos sobrenadantes de cultura, como mencionado acima.

Em alguns experimentos de infecgdo de PBMC foram executados procedimentos
distintos. No primeiro deles (P1), os PBMC foram cultivados com 18M-COR, durante trés dias.
Entdo, o alcaloide foi removido e o meio de cultura foi readicionado & cultura, sem renovagio
da droga. No segundo procedimento (P2), a cultura foi mantida nas mesmas condi¢Ges
experimentais do procedimento anterior, sendo que a droga foi readicionada a cultura durante a
renovagdo do meio no terceiro dia. Em ambos os procedimentos, as células foram mantidas em
cultura por mais sete dias, € a replicagdo viral foi avaliada como descrito, apds o décimo dia de

cultura.
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3.7 ANALISE DO MECANISMO DE ACAO DA 18M-COR

Tendo em vista a existéncia de relatos anteriores de que alcaldides inibem a enzima
transcriptase reversa (TR) (TAN et al,, 1991a; MCMAHON et al., 1995), nos resolvemos
investigar se a 18M-COR também apresenta esta propriedade. Para isto, avaliamos o efeito
inibitério da 18M-COR sobre a atividade polimerésica da enzima TR recombinante do HIV-1,
obtida como descrito por Da Matta e colegas (1998). A reagdo de polimerizagdo foi realizada
como descrito (DA MATTA et al., 1998), misturando-se 50 mM de Tris HCI (pH 7,8), 6 mM de
MgCly, 1 mM de dithiothreitol, 50 mM de KCL, 20 uM de timidina tri-fosfato (dTTP), 10 uM
de [’H]-dTTP (47 Ci/mmol), 150 ug/mL de poli(rA)-oligo(dT) (Pharmacia) ¢ 1 U da enzima TR
(definida como a quantidade da enzima que incorpora 1 pmol de dTTP nas condi¢Ges
padronizadas). Esta mistura foi incubada durante 30 min a 37° C com a adi¢do ou ndo de
diferentes concentragdes de 18M-COR ou de AZT, usado como controle positivo para inibigdo
da TR. A rea¢do foi interrompida acrescentando-se acido tricloroacético gelado (5%) ¢ 20 mM
de pirofosfato de sddio. Os precipitados foram coletados em filtros de nitrocelulose, lavados
com fosfato de sédio a 0,1 M, e a incorporagdo de [*H]-dTTP foi medida por cintilagdo liquida.
Os resultados sdao apresentados na tabela 8 como percentagem de inibi¢do da atividade da TR,

em relagdo a atividade polimerasica observada na auséncia de agentes inibidores da enzima.
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4 RESULTADOS

4.1 CONCENTRACOES DOS ALCALOIDES INDOLICOS COR E 18M-COR

As concentragdes de COR e de 18M-COR que utilizamos nos nossos estudos (12,5uM,
25uM e 50uM) foram selecionadas com base em achados anteriores, que demonstraram que

concentragdes semelhantes foram efetivas no controle da infecgdo por leishmania em

macrofagos murinos (DELORENZI e al., 2001).

4.2 AVALIACAO DA VIABILIDADE DE MACROFAGOS E PBMC EXPOSTOS A COR E
18M-COR

Para testar o efeito das drogas COR e 18M-COR sobre a viabilidade de células
humanas, macréfagos ¢ PBMC foram tratados com diferentes concentra¢gdes dos mesmos, € a
viabilidade celular foi avaliada através do método de exclusdo do corante Azul de Trypan.
Macréfagos tratados com as concentragdes de 25uM e 50uM de 18M-COR, durante 21 dias,
mantiveram viabilidade celular de 99% e 96,6% (n = 4), respectivamente. Quando macrofagos
foram expostos a 50uM de COR, durante 7 dias, a viabilidade celular ndo sofreu alteragdo
(96%, n = 3). Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Delorenzi e colegas (2002), com
macréfagos murinos os quais foram tratados com as referidas drogas, nas mesmas
concentragdes, durante 24h.

Quando PBMC humanos foram tratados com 25uM e 50uM de COR ou 18M-COR,
durante 7 dias, ndo ocorreu alteragdo significativa na viabilidade destas células, avaliada pelo
Azul de Trypan (Tab.4). A viabilidade celular foi de 94% para as duas concentragdes de 18M-
COR, e de 95% e 99% para 25uM e 50uM da COR, respectivamente.

Em paralelo a avaliagdo da viabilidade celular pelo Azul de Trypan, o efeito das duas
drogas sobre a atividade mitocondrial foi avaliado em PBMC, utilizando-se o método XTT.
Observamos que os alcaldides inibiram de leve a moderadamente a atividade mitocondrial
dessas células (Tab.4). COR inibiu entre 16% ¢ 21% a atividade mitocondrial quando PBMC
foram tratados com 25uM e 50uM. A 18M-COR, por sua vez, apresentou um percentual de

inibigdo entre 19% e 28% sob as mesmas condi¢gdes experimentais.
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Tabela 4- Viabilidade celular e atividade mitocondrial de PBMC pré-ativados com PHA, de
diferentes doadores normais, expostos a 18M-COR ou COR.

Testes 18M-COR (M) COR (uM)
25 50 25 50
Azul de Trypan 9443 9412 9545 99+1
XTT 81+4 72+4 8445 7947

Os resultados apresentados correspondem ao percentual do controle (PBMC mantidos apenas
em meio de cultura suplantado com 1L-2). Os testes foram feitos com células de 6 doadores
diferentes para cada droga, e a viabilidade celular foi avaliada apds 7 dias de cultura, exceto o
teste XTT, cujas leituras foram realizadas apdés 3 ou 7 dias de cultura, com resultados
semelhantes.

* 4 M ~ 4 :
Meédia + erro padrdo da média

Digno de nota, a atividade mitocondrial de macrofagos murinos tratados com 25 uM e

50pM de COR (DELORENZI et al., 2002), foi de 95% e 90% (n=5), respectivamente.

4.3 COR INIBE A REPLICACAO DO HIV-1 EM PBMC (EFEITO DOSE-DEPENDENTE)

Em ensaios preliminares, verificamos o efeito inibitério do alcaldide inddlico de origem
natural coronaridina (COR) sobre a replicagdo dos isolados de HIV-1 Ba-L (R5) e 95 BRBA007
(R5X4). Os resultados mostram que COR exerce efeito inibitério dose-dependente para os dois
isolados de HIV-1 utilizados (Fig.3). A replicagdo do isolado Ba-L foi inibida em 62% e 96%,
pelas concentragdes de 25uM e S0uM de COR, respectivamente. O efeito intbitorio crescente
foi também observado para o isolado 95SBRBAO007, cuja replicagdo foi inibida em 30% e 74%
pelas concentragdes de 25uM e S0uM de COR, respectivamente.
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Figura 3- COR inibe a replicagdo do HIV-1 de modo dose-
dependente. PBMC de doadores normais foram infectados com
Ba-L ou 95BRBAO007. As células foram lavadas, e a COR foi
adicionada as culturas nas concentragdes indicadas. Apos 7 dias,
a replicagdo do HIV-1 foi avaliada pela detecgdo da atividade da
enzima transcriptase reversa, nos sobrenadantes de cultura.

4.4 18M-COR INIBE A REPLICACAO DO HIV-1, EM PBMC, INDEPENDENTEMENTE
DO TROPISMO CELULAR DO HIV-1

Tendo em vista que a COR apresentou efeitos tremorigénicos, em estudos anti-
dependéncia a opioides, em ratos (GLICK ef al., 1994), esse alcaldide foi modificado para
reduzir tais efeitos, resultando na 18M-COR, como relatado anteriormente. Como ja dispomos
deste alcaloide sintético em nosso laboratorio, a 18M-COR passou a ser utilizada nas nossas
investigagdes sobre o efeito inibitério da replicagdo do HIV-1.

Iniciamos, entdo, os estudos sobre a capacidade da 18M-COR em inibir a replicagdo do
HIV-1 em células primarias. Em primeiro lugar, verificamos o efeito inibitério deste composto
sobre isolados RS, X4 ¢ R5X4 em PBMC. A 18M-COR inibiu a replicagdo dos trés isolados

virais que apresentam tropismos distintos para os receptores de quimiocinas. Encontramos
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potente efeito deste produto sobre a replicagao do virus Ba-L (RS), igual ou superior a 60% do
crescimento viral, para a concentragdo de 50uM desta droga (Fig.4). Na concentragdo
intermediaria (25uM), o efeito inibitorio sobre a replicagdo do isolado Ba-L variou de leve a

moderado, nas células de 2 doadores, atingindo mais de 90%, nas células de um doador.

-

INIBICAO REPLICAGAO VIRAL (%)
&
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Figura 4- Inibigdo da replicagdo do HIV-1 pela 18M-COR.
PBMC de doadores normais foram infectados com o isolado R5
(Ba-L). As células foram lavadas e a 18M-COR foi adicionada
as culturas nas concentragdes indicadas. Apos 7 dias, a
replicagdo do HIV-1 foi avaliada pela detecgdo da atividade da
enzima transcriptase reversa, nos sobrenadantes de cultura.

A 18M-COR foi também capaz de inibir a replicagdo do isolado 95BRBA007 (R5X4)
(Fig. 5). O efeito inibitorio foi igual a 54+ 9% e 75 + 3%, nas concentragdes de 25uM e 50uM,
respectivamente, para trés doadores. Como para o isolado RS (Fig.4), a concentragdo de 12,5uM

apresentou efeito inibitorio abaixo de 50% para o isolado R5X4 (Fig. 5).
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Figura 5- Inibigdo da replicagdo do HIV-1 pela 18M-COR.
PBMC de doadores normais foram infectados com o isolado
R5X4 (95BRBA007). As células foram lavadas e 18M-COR foi
adicionada as culturas nas concentragdes indicadas. Apos 7
dias, a replicagdo do HIV-1 foi avaliada pela detec¢do da
atividade da enzima transcriptase reversa, nos sobrenadantes de
cultura.

Tendo em vista que a concentragdo de 50uM da 18M-COR inibe eficientemente a
replicagdo dos isolados R5 e R5X4, e também pela limitada disponibilidade do produto,
resumimos a esta dose a avaliagdo do efeito deste alcaldide sobre a replicagdo do isolado X4
(95BRRJ0010). Constatamos que a 18M-COR também exerce potente atividade inibitoria (72
+ 6%, n = 5) sobre a replicagdo do isolado tropico para CXCR4 (Fig.6).
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INIBICAO REPLICAGAO VIRAL (%)

Figura 6- Inibi¢do da replicagdo do HIV-1 pela 18M-COR.
PBMC de doadores normais foram infectados com o isolado X4
(95BRRJ0010). As células foram lavadas e 18M-COR foi
adicionada as culturas na concentragido de SO uM. Apos 7 dias, a
replicagdo do HIV-1 foi avaliada pela detecgdo da atividade da
enzima transcriptase reversa. nos sobrenadantes de cuitura.

Nossos dados sugerem que o alcaloide indolico sintético 18M-COR inibe a replicagdo do
HIV-1, independentemente do uso preferencial de receptores de quimiocinas dos isolados

virais.

4.5 O EFEITO INIBITORIO PRONUNCIADO DEPENDE DA PERMANENCIA DA 18M-

COR EM CULTURA

Como pode ser visto nos resultados anteriores, dentre as concentragdes da 18M-COR
capazes de inibir a replicagdo do HIV-1, a de 50uM exibe o efeito inibitério mais intenso.
Sendo assim, esta concentragdo foi usada em testes de inibigdo da replicagdo do HIV-1, estando
a 18M-COR presente na cultura de PBMC infectados em distintos periodos de tempo. Em um
procedimento (P1), as células infectadas foram expostas a 18M-COR durante apenas 3 dias.
Entdo, as células foram lavadas e o meio de cultura renovado, sem readi¢do da droga. No 10°

dia de cultura (ou seja, sete dias apos a remogdo da 18M-COR), os sobrenadantes foram
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colhidos para avaliagdo da replicagdo do HIV-1. No outro procedimento (P2), a cultura de
células foi submetida as mesmas condigGes, exceto pela permanéncia da droga durante 10 dias.
Em PBMC de dois doadores, o efeito inibitério da 18M-COR foi de 35% (doador 1) e 49%
(doador 2) para P1, enquanto que em P2 a inibi¢do foi de 61% e 69%, respectivamente (Fig.7).
Estes nimeros significam uma amplificagdo do efeito inibitério de 74% (doador 1) e de 40%
(doador 2). Esses dados sugerem que a permanéncia da 18M-COR nas culturas celulares

favorece o seu efeito neutralizador 6timo in vifro sobre o HIV-1.

INIBIGAO REPLICAGAO VIRAL (%)

3 dias 10 dias
TEMPO DE EXPOSIGAO A DROGA

Figura 7- Efeito inibitorio sobre a replicagdo do HIV-1 pela 18M-
COR de acordo com a permanéncia na cultura celular. PBMC de
doadores normais foram infectados com o isolado RS (Ba-L), e
mantidos na presenga da 18M-COR durante 3 ou 10 dias. A
replicagdo do HIV-1 foi avaliada pela detecgdo da atividade da
transcriptase reversa, nos sobrenadantes, ao final do décimo dia de
cultura.

4.6 INIBICAO A REPLICACAO DO HIV-1 EM MACROFAGOS PELA 18M-COR

A atividade anti-HIV-1 da 18M-COR foi também avaliada sobre a replicagdo do HIV-1
em macrofagos primarios humanos infectados in vitro. Esta analise ¢ importante, tendo em vista
que os macrofagos sao um dos principais reservatorios para o HIV-1, pois, por serem resistentes

aos efeitos citopaticos mediados pelo virus e refratarios aos anti-retrovirais correntes, podem
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replicar o HIV-1 continuamente. Nossos dados demonstram que 18M-COR ¢€ capaz de inibir a
replicagdo do isolado monocitotropico Ba-L nas duas concentragdes testadas (Fig. 8). O efeito
inibitorio é claramente observado apos o 14° dia de cultura, quando a replicagdo viral atinge
niveis mais elevados. Neste ponto, encontramos entre 49+11% e 61+18% de inibigdo, e entre

661+6% e 8318% apos 21 dias, para 12,5uM e 25uM, respectivamente.

INIBICAO REPLICAGAO VIRAL (%)

TEMPO (dias)

Figura 8- Inibigdo da replicagdo do HIV-1 em MDM pela 18M-
COR. MDM infectados pelo HIV-1 (isolado RS Ba-L) foram
cultivados com ou sem 18M-COR durante 21 dias, nas
concentragdes indicadas. A replicagdo viral foi avaliada 7, 14 e
21 dias apés a infecgdo, pela medida do antigeno p24, nos
sobrenadantes de cultura. Sdo0 mostrados os resultados de trés
experimentos.

Experimentos adicionais foram realizados utilizando-se apenas a concentragdo de
50uM. Nestes, a replicagdo viral foi avaliada apds 14 e 21 dias, e os resultados confirmaram os
achados anteriores (Tab.5). A concentragdo de 50pM da 18M-COR apresentou efeito inibitorio

da replicagdo viral semelhante ao da concentragio de 25uM (Fig.8).
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Tabela 5- Inibigdo da replicagdo do HIV-1 em macrofagos,

pela 18M-COR.
Doador Dias apés infecgido
14 21
1 61 87
2 68 54
3 77 92
4 95 89
X+EPM 75+7 80,5+9

Macrofagos foram infectados pelo isolado Ba-L e expostos
a 18M-COR (50uM), e a replicacdo viral foi avaliada apds
14 e 21 dias de cultura, pela medida do antigeno p24, nos
sobrenadantes de cultura.

"Inibi¢do da replicagio viral (%)

4.7 EFEITO INIBITORIO DA 18M-COR EM COMPARACAO COM AZT EM PBMC E
MDM

Outros ensaios de inibi¢do da replicagdo do HIV-1 em PBMC ¢ MDM pela 18M-COR
foram executados em paralelo com o AZT, um inibidor andlogo de nucleosideo da transcriptase
reversa utilizado na terapia anti-retroviral. Nestes ensaios foram utilizados os isolados primérios
95BRRJ0010 (X4) e Ba-L. (RS) para os experimentos com PBMC ¢ MDM, respectivamente.
Nos encontramos que o efeito inibitorio da 18M-COR (50uM) sobre a replicagdo do isolado X4
em PBMC foi apenas ligeiramente inferior ao exercido pelo AZT (Tab.6). Com relagfo ao efeito
sobre a replicagdo do isolado RS em macréfagos, observamos que estas drogas inibiram o

crescimento viral com a mesma intensidade (Tab. 7)



Tabela 6- Comparagéo entre o efeito anti-retroviral da 18M-COR e

do AZT, em PBMC infectados pelo HIV-1.

Droga Inibig¢do da replicagio viral (%) X+EPM
(uM)

Doador1 Doador2 Doador3

18M-COR

50 60 67 79 69+10
AZT 0,12 67 88 100 83+10
AZT 0,25 89 94 100 9313
AZT 0,5 96 100 100 99+1

PBMC foram infectados pelo isolado 95BRRJ0010 (X4) e expostos
a 18M-COR e AZT, nas concentragdes indicadas. A replicagéo
viral foi avaliada apds 7 dias de cultura, pela medida do antigeno
p24, nos sobrenadantes de cultura.

Tabela 7- Comparagfo entre o efeito anti-retroviral da 18M-

COR e do AZT, em macrofagos infectados pelo HIV-1.

Dias Inibicao da replicacéo viral (%)
apos
infeccio
18MCOR AZT AZT AZT

(S0uM)  (0,12uM)  (0,25uM)  (0,5uM)

14 86x9 85+10 85+10 82+12

21 90+1 90+1 901 901

Macrofagos foram infectados pelo isolado Ba-L e expostos a 18M-
COR e AZT, nas concnetragdes indicadas. A replicagdo viral foi
avaliada ap6s 14 e 21 dias de cultura, pela medida do antigeno p24,
nos sobrenadantes de cultura.. Esses dados foram obtidos de dois
experimentos.
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4.8 18M-COR INIBE A ENZIMA TRANSCRIPTASE REVERSA DO HIV-1

Nossos dados preliminares demonstram que as concentragdes de 12.5uM, 25uM e 50pM
de 18M-COR inibem 10%, 64% e 73%, respectivamente, da atividade da enzima transcriptase
reversa do HIV-1. O AZT inibiu 77% da atividade da mesma enzima, quando foi utilizado 1uM

deste IANTR (Tab.8).

Tabela 8 —Efeito da 18M-COR sobre a atividade da TR

do HIV-1, em comparagdo com o efeito do AZT.

Inibigio da transcriptase reversa (%)

18M-COR (1M) AZT (UM)
12,5 25 50 1
10 64 73 77

A reagdo de polimerizagdo foi executada durante 30 minutos
(37°C) na presenga ou auséncia da 18M-COR. Os resultados sio
apresentados como percentual de inibi¢do da atividade da TR, em
relagio a atividade polimeréasica observada na auséncia de
agentes inibidores da enzima. O AZT foi utilizado como controle
positivo para a inibi¢do da TR.
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5 DISCUSSAO

A emergéncia de isolados de HIV-1 resistentes ao tratamento anti-retroviral atualmente
disponivel, a dificuldade de adesdo dos pacientes ao mesmo, os efeitos colaterais das drogas,
assim como o alto custo do tratamento, sdo alguns empecilhos para o efetivo controle clinico da
infec¢do e erradicagdo da epidemia de AIDS. Este quadro compele os investigadores a buscar
substancias alternativas para o tratamento antiretroviral, visando descobrir agentes eficazes, com
distintas caracteristicas quimicas, capazes de interferir em diferentes pontos do ciclo replicativo
do HIV-1.

Varios estudos demonstraram que os alcaldides apresentam efeitos anti-HIV-1, atuando
em diferentes estagios do ciclo de replicagdo viral. Alguns exemplos podem ser citados:
cloroquina, que afeta a glicosilagdo da gpl20 e, por isso, diminui a infectividade das novas
particulas virais e a formac¢do de sincicios (SAVARINO et al., 2001); O0-metilpsicotrina, que
inibe a atividade da transcriptase reversa do HIV-1 (TAN ef al., 1991); triptonina B, que inibe a
replicagdo do HIV-1, cujo mecanismo de a¢do nfo foi ainda investigado (DUAN et al., 2000).
As investigagdes sobre o mecanismo de agdo de alguns alcaldides nos revelam que um unico
composto dessa natureza quimica pode atuar em mais de uma via do ciclo de replicagdo do
HIV-1: a miquelamina B inibe a formagfo de sincicios e a transcriptase reversa (MCMAHON
et al., 1995); a castanospermina inibe a formagdo de sincicios e a infecdo de células T CD4",
ao diminuir a taxa de clivagem da gpl60 e, portanto, diminuindo a expressdo da gpl20
(WALKER er al., 1987). Efeitos semelhantes foram relatados para agentes de outra natureza
quimica, como do &cido micofenolico, que apresenta efeito anti-HIV-1 por mais de uma via
(inibindo a sintese da guanosina de nucleotideo, um substrato da transcriptase reversa, e
depletando os linfocitos T CD4" ativados), isoladamente ou em sinergismo com outros anti-
retrovirais (MARGOLIS et al., 1999; CHAPUIS et al., 2000).

Neste estudo, nos relatamos que os alcaldides indolicos COR e 18M-COR apresentam
potente atividade inibitoria sobre a replicagdo do HIV-1. Estas drogas inibiram fortemente a
replicacdo de isolados primarios do HIV-1, em testes de infec¢do de PBMC e macrdfagos
humanos primarios. Em nossos primeiros ensaios, vimos que a COR inibiu os isolados Ba-L ¢
95BRBAO007, de modo dose-dependente (Fig.3). Como Glick e colegas (2000) descreveram que

a COR, embora capaz de controlar a dependéncia a drogas, também produzia efeitos
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indesejaveis, como a redugdo da ingestdo de dgua em animais de experimentagdo, decidimos
investigar se o seu derivado sintético 18M-COR também seria capaz de inibir a infec¢io pelo
HIV-1. J& foi demonstrado que o alcaléide sintético 18M-COR ndo apresenta aquele efeito
colateral da COR e, além disso, este alcaléide congénere da ibogaina ndo produz alteragdes
motoras, cerebelares € nos ritimo e frequéncia cardiacos (GLICK et al., 2000). Neste estudo, a
18M-COR apresentou ampla atividade contra isolados tropicos para CCR5 (Ba-L), para R5X4
(95SBRBA007) e para CXCR4 (95BRRJ010) (Fig. 4, 5 ¢ 6, respectivamente). A atividade
inibitoria da 18M-COR foi obtida com concentragdes que nio alteram a viabilidade das células
(azul de Trypan) ou afetam apenas marginalmente a fung&o mitocondrial celular (XTT) (Tab.4).
A inibigdo da replicagdo do HIV-1 pela 18M-COR foi evidente, apesar das pequenas variagdes
na intensidade de inibi¢do viral nos diferentes ensaios, ou para cada isolado testado. Além disso,
o efeito anti-HIV-1 foi exercido contra isolados primarios, independentemente do seu uso
preferencial de receptores de quimiocinas. No entanto, a atividade inibitéria étima da 18M-COR
parece depender de sua permanéncia nas culturas celulares (Fig.7), pois a redugdo do tempo de
exposicdo das células infectadas pelo HIV-1 a esta droga resulta em um efeito menos
pronunciado sobre a replicagdo do isolado testado. A magnitude do efeito anti-HIV-1 da 18M-
COR foi semelhante ou pouco inferior ao efeito do AZT, em ensaios comparativos, quando
utilizamos PBMC ¢ MDM, respectivamente (Tab.6 ¢ 7).

Um dos grandes obstaculos para alcangar a completa erradicag¢do viral em pacientes com
o esquema terap@utico atual, sdo os reservatérios celulares do HIV-1 (células T CD4" em
repouso ¢ macrofagos infectados), que funcionam como nichos de replicagdo viral e perene
manutengdo da carga viral. Por exemplo, Chun e colegas (1997) e Finzi e colaboradores (1999)
demonstraram que, apos um prolongado periodo de tratamento com antiretrovirais, foram
detectadas células T CD4" infectadas em pacientes com carga viral plasmatica abaixo do nivel
de detecgdio. E possivel que compostos naturais possam inibir a replicagdo do HIV-1 nestes
reservatorios, como o resveratrol, que inibiu a infecgdio do HIV-1 em linfécitos T CD4' em
repouso, quando associado aos inibidores analogos de nucleotideos da transcriptase reversa
(HEREDIA er al., 2000). Em nossos estudos, vimos que a 18M-COR foi capaz de inibir
fortemente a replicagdo do HIV-1 em macrofagos primarios (Fig. 8 e Tab. 5), sugerindo que este

reservatdrio podera ser suscetivel a esta droga nos tecidos linfoides de pacientes infectados.
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Muitos agentes de origem natural apresentam potencial efeito inibitério da replicagdo do
HIV-1 in vitro. A diferenga entre o presente estudo e outros (WALKER et al., 1987; TAN ef al.,
1991; MCMAHON et al., 1995; DUAN et al., 2000; SAVARINO et al., 2001), igualmente
reveladores do importante efeito farmacologico anti-HIV-1 de agentes de origem natural, é que
nos utilizamos isolados primarios, o que acreditamos representar mais apropriadamente a
populacdo viral em individuos infectados. Um outro ponto que deve ser ressaltado € que neste
estudo foram utilizadas células humanas primarias, diminuindo-se, assim, a possibilidade de
mudangas genotipicas ¢ fenotipicas passiveis de ocorrer durante passagens virais em células de
linhagem (ORLOFF et al., 1995).

E possivel que diferentes mecanismos estejam envolvidos na atividade anti-HIV-1 da
18M-COR. Ja foi descrito que alguns alcaldides, como a morfina (FECHO ef al, 1996), a
ibogaina, a coronaridina (DEECHER ef al., 1992; GLICK et al., 2000) ¢ a propria 18M-COR
(GLICK et al, 2000) tem afinidades pelos receptores k opioides. Tais receptores estdo presentes
nas membranas de macrofagos (CHAO ef al., 2001) e linfocitos T CD4" (PETERSON et al.,
2001). Ja foi descrito por alguns grupos de pesquisadores que a substdncia US50,488 se liga ao
receptor K, inibindo a replicacio do HIV-1, em culturas de macréfagos e linfocitos T CD4".
Assim, ¢ possivel que a 18M-COR também iniba a replicagio do HIV-1 ao se ligar aos
receptores de opioides do tipo x.

Outro possivel mecanismo diz respeito a inibigdo da proliferacéo celular. Alguns agentes
de origem natural apresentam propriedades imunossupressoras, indutoras de apoptose e
inibidoras da linfoproliferagdo. Quanto aos alcaldides, a morfina (LYSLE et al., 1993) ¢ a
sinomenina (VIEREGGE et al., 1999) reduzem a produgdo de IL-2 e a resposta proliferativa de
PBMC; a criproleptina e a neocriptoleptina induzem apoptose em células tumorais
(DASSONNEVILLE et al., 2000); e o harmalol reduz a proliferagdo de células leucémicas
(AYOUB et al., 1994). Como a 18M-COR tem caracteristicas farmacologicas semelhantes aos
alcaldides mencionados, é possivel que este composto apresente as mesmas propriedades.
Estudos preliminares em nosso laboratorio sugerem que a 18M-COR diminui a blastogénese de
PBMC pré-ativados pela PHA e mantidos em IL-2 (dados ndo mostrados). Substincias que
reduzem a blastogénese de linfécitos T também podem inibir o HIV-1, como, por exemplo, o
acido micofenolico, que exerce potente efeito anti-HIV-1 através da inibi¢do da proliferagio de

PBMC pré-ativados com PHA (MARGOLIS ef al., 1999), ¢ também por indugio de apoptose
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de células T CD4" ativadas (CHAPUIS et al., 2000). Futuramente, pretendemos verificar a
possibilidade de que uma das formas de inibi¢o da replicagdo viral pela 18M-COR seja através
da redu¢do da resposta proliferativa da populagio de linfécitos T CD4", células alvo do HIV-1.
E possivel que este efeito interfira na resposta imunologica especifica, tanto para o HIV-1,
como para outros patogenos. No entanto, alguns autores (DE BOER et al., 1998, MARGOLIS
et al., 1999; CHAPUIS et al., 2000) acreditam que a inibi¢8o da proliferagdo celular é benéfica
para o paciente e desvantajosa para o virus, porque diminui o nimero de células disponiveis
para novos ciclos de infecgdo, e reduz a produgdo de novas particulas virais pelas células T
CD4" ja infectadas.

Diferentes aspectos relativos a atividade anti-HIV-1 pela 18M-COR merecem futuras
investigagdes. Mesmo em concentragdes intermediarias, a 18M-COR inibiu a replicagdo do
HIV-1 (Fig. 4, 5, 6 e 8) e, por isso, pretendemos testar in vitro o efeito inibitorio sinergistico
desta droga, naquelas concentragdes, em associagdo com outros agentes que apresentam efeito
semelhante, ou associa-la aos anti-retrovirais em uso. Ainda, em nosso estudo, vimos que 18M-
COR inibiu isolados primarios do sub-tipo B, e pretendemos, mais tarde, investigar se isolados
de outros sub-tipos sdo também susceptiveis ao efeito anti-retroviral da 18M-COR.

Um dos principais motivos para a falha da terapia anti-HIV-1 ¢ a emergéncia de isolados
virais resistentes aos inibidores da transcriptase reversa ¢ inibidores de protease. No entanto,
dois grupos distintos de pesquisadores (MARGOLIS et al., 1999; HEREDIA et al, 2000)
demonstraram que agentes de origem natural associados aos inibidores analogos de
nucleotideos da transcriptase reversa (acido micofenolico associado ao abacavir, e resveratrol
associado ao ddl) foram capazes de inibir a replicagdo de isolados de HIV-1 resistentes a estes
anti-retrovirais. Assim, acreditamos que € interessante avaliar se a I8M-COR ¢ capaz de exercer
o mesmo efeito. E, por fim, analisaremos o mecanismo de ago pelo qual a 18M-COR inibe a
replicagdo do HIV-1. Dados preliminares sugerem que uma das formas de inibigdo do ciclo
replicativo do HIV-1, pela 18M-COR, ¢ através da inibigdo da enzima viral transcriptase reversa
(Tab.8)

Em resumo, os nossos achados mostram que o alcaldide indoélico sintético 18M-COR ¢€
capaz de inibir, in vitro, a replicagdo de isolados primarios de HIV-1, com diferentes tropismos
para os receptores de quimiocinas, provavelmente através da inibi¢do da transcriptase reversa

viral. Esta substancia foi eficiente em inibir a replicagdo do HIV-1 tanto em PBMC como em
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macrofagos primarios, que sdo um dos principais reservatorios virais. Tendo em vista que a
COR (DELORENZI ef al., 2001) e a 18M-COR (DELORENZI ef al., 2002) apresentam potente
atividade leishmanicida in vitro, as suas potenciais propriedades terapéuticas poderdo ser uteis
no tratamento de duas infec¢des que acometem a populagdo brasileira ¢ de outros paises,
isoladamente ou em episodios de co-infeccdo. Além disso, a ibogaina, da qual a 18M-COR foi
originada, ja foi utilizada em humanos, para o tratamento de dependéncia a derivados de
opioides (ALPER ef al., 2000), o que antecipa a possibilidade de utilizagdo da 18M-COR em
pacientes portadores do HIV-1.
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6 CONCLUSOES

Neste estudo, nos verificamos que o alcaldide inddlico sintético 18M-COR apresentou
atividade inibitoria sobre a replica¢do do HIV-1, in vitro em concentra¢des que ndo alteram

a viabilidade celular;

A 18M-COR inibiu o crescimento do HIV-1 em células primarias, tanto em PBMC como

em macrofagos;
O efeito inibitorio da 18M-COR foi observado sobre isolados primarios de HIV-I1,
independentemente do uso preferencial de correceptores (CCRS5 ou CXCR4, ou ambos)

destes isolados;

A permanéncia da 18M-COR na cultura favoreceu o seu efeito inibitdrio 6timo sobre a

replica¢do do HIV-1;

Ensaios preliminares sugerem que uma das vias de atuagdo da 18M-COR para neutralizar a

replicagdo do HIV-1 ¢ a inibi¢do da atividade da enzima viral transcriptase reversa.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos no nosso estudo nos revelaram o grande potencial anti-HIV-1 do
alcaldide indodlico sintético 18M-COR. Sendo assim, pretendemos investigar, no futuro, outros

aspectos relativos a sua atividade anti-retroviral, tais como:

a) efeito inibitdrio sinergistico, associado a outros agentes que apresentam efeitos semelhantes,

ou aos constituintes do HAART;

b) a susceptibilidade de isolados virais de diferentes sub-tipos, ao efeito anti-retroviral da 18M-

COR;

c) efeito inibitério sobre a replicagdo de isolados de HIV-1 resistentes aos componentes da

multiterapia;

d) os mecanismos de ac¢do pelos quais a 18M-COR inibe a replicagdo do HIV-1.
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