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RESUMO

Novos ribonucleosideos derivados dos sistemas di-
pirazolo-piridina foram preparados e avaliados quanto
a atividade polimerasica das enzimas transcriptase
reversa (RT) do virus HIV-1 e das DNA polimerases
humanas alfa e epsilon. Os derivados 1b e 1d inibiram
aatividade da transcriptase reversa em concentragoes
de micromolares. Entretanto, as mesmas substancias
ndo foram capazes de inibir a atividade polimerase das
enzimas DNA-polimerase humana alfa e epsilon.

Palavras-chave: ribonucleosideos, antivirais,
transcriptase reversa.

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), descrita pela primeira vez em 1981, & uma
doenga fatal e de cura ainda ndo conhecida, que tem
como agente etiologico o virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), isolado pela primeira vez em 1983. O
HIV pertence ao género lentivirus da tamilia refroviri-
dae, contém genoma ARN de fita simples, nao-
segmentado. Andlises da particula viral por micros-
copia eletronica revelam uma estrutura envelopada
com cerca de 110nm de diametro. Externamente, ha
uma bicamada lipidica derivada da célula hospedei-
ra durante a maturagao do virus. Nestas camadas
estdo inseridas as glicoproteinas do envelope: a
proteina de superficie, gp120, associada nao cova-
lentemente a proteina transmembrana, gp41. O nu-
cleocapside é formado por duas cépias de RNA fita
simples positiva em associagao com a protelna (p9),
atranscriptasereversa(p66/p51), aintegrase (p32), e
a protease (p11). O capside apresenta-se numa
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forma de projetil e ¢ limitado pela proteina do capside
(p24). Imediatamente abaixo do envelope externo
esta uma proteina associada amembrana, a proteina
damatriz (£ 17) OHIV apresenta estrutura gendmica
complexa e capacidade para expressao génica dife-
rencial. O RNA gendmico tem 9,7Kb, contendo se

quéncias LTR (Long Terminal Repeats) nas extremi-
dades, as quais regulam os eventos de transcricao

Alémdos genes retrovirais essenciais, gag, poleenv.
o HIV contém mais seis produtos génicos de funcao
regulatoria, tat rev nef, e vpu (HIV-1) ou vpx (HIV-2)

A partir do gene gag & produzido um precursor que
é clivado durante o processo de maturacao do virus

dando origem a proteina fosforilada p24, a pt7
meristilada, e a p9, rica em aminoacidos prolina.C
produto do gene pol e clivado originando a protease,
o heterodimero transcriptase reversa/RNAase H e a
integrase O gene env codifica a proteina precursora
gp 160 clivada por uma protease celular, originando as
glicoprotinas. gp120 e gp4d1(Arts & Wainberg. 1996)

O ciclo de replicagao viral inicia-se com a ligacao
da proteina gp120 a proteina de superficie celular
CD*4. A ligagao induz mudancgas conformacionais
nas proteinas do envelope viral, permitindo intera-
¢cOes entre a gp41 e a membrana da ceélula-alvo
resultando na fusdo do envelope viral com a meni
brana celular, e na entrada do virus. Apos a entrada
na célula, o nucleocapside viral participa de um
numero de eventos criticos, incluindo a transcricao
sintese e integracao do DNA no genoma da celula
hospedeira (Hottiger & Hubscher, 1996)

A transcricao do RNA viral se inicia pela ligagao d«
um primer de tBNA lys complementar a um sitio
proximo a ponta 5' do RNA viral. A partir deste primer
atranscriptasereversa sintetiza um segmento de DNA
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fita positiva, complementar ao RNA, que é transloca-
do para o término 3' da molécula, para completar a
sintese da fita de DNA. Uma atividade RNAse H é
necessaria para degradar o RNA do hibrido DNA-
RNA, queresulta dalltima etapa datranscrigao. Uma
atividade DNA polimerase DNA dependente é res-
ponsavel pela sintese da fita de DNA complementar.
A molécula de DNA dupla fita é transportada do
citoplasma para o nucleo que, em associacao com a
integrase que se encontraligada aos terminos do DNA
viral, se integra ao genoma hospedeiro. O DNA inte-
grado é chamado provirus (Hizi & Hughes, 1991).

Como nao se conhece nenhuma enzima celular
homdloga a transcriptase reversa (exceto aquelas
associadas com virus endogeno ou retrotranspo-
sons), esta enzima representa um alvo de importan-
ciarelevante para a elaboracgao de drogas capazes
de bloquear infecgdes por retrovirus. A transcripta-
se reversa isolada da particula de HIV-1 apresenta-
se naforma de heterodimeros, consistindo de quan-
tidades equimoleculares de dois polipeptideos de
pesos moleculares de 66kDa e 51KDa. A subunida-
de de 51KDa é derivada de clivagens proteoliticas
da subunidade de 66KDa, catalisada por uma pro-
tease codificada pelo virus. Os sitios de atividades
polimerasicas estdo associados aos dominios de
ambos os polipeptideos, enquanto que o sitio para
a atividade ribonucleasica H esta associado ao
dominio terminal carboxilico do polipeptidec de
66KDa (Boyer et al.,1992)

Muitas drogas anti-HIV testadas, inclusive aquelas
ja aprovadas para uso clinico, exibem atividade inibi-
téria para TR. Estes inibidores podem ser classifica-
dos em dois grupos O primeiro grupo inclui os
analogos a nucleosideos. tais como os (2', 3' dideo-
xinucleosideos AZT, ddT, ddG, ddl,ddC), que se
comportam como inibidores competitivos (Caroll
et al., 1992; Sobol et al,1995). Os andlogos que
precisam ser convertidos as formas 5'trifosfatos por
cinases celulares sao potentes bloqueadores da sin-
tese de DNA pela TR. Tanto o HIV-1 quanto o HIV-2
sdo altamente sensiveis a estes nucleosideos. O
segundo grupo de substancias sao inibidores nao-
nucleosideos. Estes ndo necessitam de enzimas ce-
lulares para a conversao intracelular e nao competem
pelositio de ligagao do substrato a enzima RT. Muitos
destes inibidores sao ativos contra o HIV-1, mas nao
0 sdo para o HIV-2 (Perach & Hizi, 1995). Derivados
pirazolonas sdo potentes e especificos inibidores da
TR do HIV-1. Entretanto, cepas virais resistentes a
estes derivados contém mutagdes na enzima TR,
com substituicbes dos aminoacidos Tyr-181 e Lys-
102, por Cys e Asp, respectivamente (Gu et al., 1991;
Althaus et al., 1993; Sherasaka et al., 1995),

Neste trabalho, analisamos os efeitos dos ribonu-
cleosideos contendo nticleo dipirazolo-piridina na
atividade polimerasica das enzimas transcriptase
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reversa do virus HIV-1 recombinante e das DNA
polimerases humanas (Zhang et al,,1995).

METODOLOGIA
TRANSCRIPTASE REVERSA

Dr. Stephen H. Hughes, do NCI-Frederick Institu-
te. enviou-nos a enzima recombinante transcriptase
reversa do virus HIV-1 inserida em plasmidec pUC
12N. As bactérias DH5a contendo os plasmideos
recombinantes foram cultivadas de acordo com a
metodologia descrita abaixo.

Minipreparagao do DNA plasmidial

QO procedimento adotado foi baseado na técnica
descrita por Holmes & Quigley (1981), com algumas
modificagdes. As bactérias foram inoculadas em 20ml
de meio de cultura NZYM contendo antibidtico ampici-
lina (100ug/ml) e mantidas a 37°C por 16 horas com
agitagdo. A cultura foi centrifugada a 12.000 x g por 2
minutos a temperatura ambiente. As células foram
ressuspensas em tampao STET, contendo: sacarose
8%. Triton X-1000,5%(V/V); EDTA 50mM, pH8,0 e Tris-
HC! 10mM, pH8 .0 e foi adicionado 25pl de solugao de
lisozima, 10mg/mlem TE pH8.0. A suspensao foi agita-
daemvortex, incubadaembanho de dgua a 100°C por
1 minuto e centrifugada a 12.000 x g por 15 minutos.
Aos sobrenadantes foram adicionados 40ml de aceta-
to de sodio 3M pH5,2 e 420ul de isopropanal. Em
seguida, foram centrifugados a 12.000 x g por 15
minutos. Os precipitados foram lavados com etanol,
secos em nitrogénio liquido e ressuspensos em 5pil de
TE pH8,0. A suspensao foi adicionado 1 ml de Rnase A
(10mg/ml), mantendo-se a 37°C por 30 minutos, e
acrescentado igual volume de cloroférmio. Apds agita-
¢cao em vortex por 30 segundos, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 x g por 2 minutos e, posterior-
mente, precipitadas pela adicdo de ' volume de
acetato de amonia 7,5M e 2 volumes de etanol gelado
Apos incubagdo a -70°C por 30 minutos, foram centrifu
gadas a 12.000 x g por 15 minutos. Os sedimentos
foram lavados com etanol gelado, secos em nitrogénio
liquido, eressuspensos emtampao 100ul detampaoTE
e mantidos a 4°C.

Filtragao em gel

As proteinas sollveis do lisado bacteriano (con
forme descrito acima) foram filtradas em colunas
Sephadex G-25, com o abjetivo de remover possi-
veisinibidores da atividade enzimatica. A colunafoi
preequilibrada com 0,2M de NaCl, 2mM de ditio-
treitol, 0,2% de Triton X-100, 20% glicerol, 25mM de
Tris-HCI, pH7 4. Apds afiltragem, as colunas foram
lavadas com o mesmo tampédo utilizado para o
equilibrio. As fragdes foram coletadas em coletor
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tipo BioRad. A concentragao de proteinas de cada
fragéo foi determinada por metodologia de Bra-
dford, 1976, e, posteriormente, avaliadas para a
atividade polimeréasica.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

As proteinas foram analisadas em gel de poliacri-
lamida de acordo com a metodologia descrita por
Hughes et al., 1988. O sedimento celular foi rompido
utilizando-se tampao de lise, contendo 1% SDS, 1%
B-mercaptoetanol, 10% glicerol e 50mM de Tris Hcl,
pH 6,8, 10ug/ml de azul de bromofenol, aquecido
por 2 minutos a 100°C. A amostra foi submetida a gel
de poliacrilamida 10%, contendo 0,1% de SDS. O
gel foi corado com azul de comassie 0,1%.

Avaliagao da atividade polimerasica
da transcriptase reversa

A mistura de reagao para a atividade polimerasica
continha, em 10pl de reagédo, 50mM de Tris-HCI,
pH7,8,50mM de KCl, 6mM de MgCl,, 1ImMde ditiotrei-
tol, Img/mldeBSA 5uMde dTTP, 20uCi/ml de [PH]dTTP
(47Ci/mmoat) e 0,20 DO de poly(rA).(dT) e 1 pmol de
enzima. As amostras foramincubadas por 30 minutos,
a 37°C. A reacéo foi interrompida pela adicao de TCA
10%, contendo 20mM de pirofosfato de sodio. O
precipitado foi coletado em filtro Whatman GF/C e a
radioatividade determinada atraves de contagem em
cintilador liguido modelo Beckman L50.

DNA polimerase alfa e epsilon de placenta humana

As DNA polimerases foram purificadas a partir de
placenta humana através de metodologia desenvol-
vidapor L. Toomey & MariettaLee, 1990. A avaliacao
da atividade enzimatica foi feita utilizando-se polinu-
cleotideo sintético poli(dA) oligo(dT) narelagao 20 1.
A mistura de reagao continha: 40pg/ml de BSA, 2%
glicerol, 100uM de ATP, 1mM de MgCl,, 40mM de
Tris-HCI pH7.8, 20uCi de [PH]ATTP (47Ci/mmol),
0,20D0 dep(dA).(dT)e0,2-0,4 unidades de enzima
(Zang et al.,(1995). A incubacao foi a 37°C durante 1
hora. A reagéo foi interrompida pela adigao de TCA
5% e o precipitado foi coletado em filtro Whatman
GF/C e lavado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta a sequéncia de reagées
para obtengéo dos novos derivados f-ribonucleosi-
deos. A reacao de condensagéo do 5-amino-pirazol
(2) forneceu o acrilato (3) que foi ciclizado produzin-
do o 5-carbetoxy-4-cloro-3-metil-1-fenil-1H-pirazo-
lo[3,4-b]piridina(4). Reac¢des de 4 com fenilidrazinas
adequadas com posterior refluxo em acido acético
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glacial forneceram os derivados 8-metil-2 6-difenil-
5-A(2 3,5-tri-O-benzoil-f4-b:3' 4'-d]piridina-3(5H)
ona(1b). A glicosilacao das bases nitrogenadas
sililadas pelo tratamento com o 1-O-acetil-2 3 5-tri-
O-benzoil-B-D ribofuranose em presenca de cloreto
estanico anidro produziu os derivados 1a e 1b.

As bactérias DH5ax transfectadas com os plasmide-
os pUC12N recombinantes contendo a enzima trans-
criptase reversa foram crescidas e as células coletadas
por centrifugagdo. O DNA plasmidial foi isolado e
analisado em gel de agarose, conforme descrito em
materiais e metodos (Figura 2). Observamos uma
banda de 4,38Kb correspondente ao tamanho do plas-
mideo pUC 12N+ inserto relativo a enzima transcriptase
reversa conforme descrito por Hughes ef al, 1988

A Figura 3 mostra o perfil eletroforético (SDS-
PAGE) das proteinas do lisado bacteriano submeti
do a coluna G-25 (confome descrito) Observamos
uma banda de 66KDa presente no gel, correspon-
dendo ao peso molecular descrito para a transcrip-
tase reversa recombinante. Estes dados estao de
acordo com os resultados anteriormente descritos
por Hughes et al., 1988.

Com o objetivo de avaliarmos o potencial antiviral
das substancias 1a, 1b, 1ce 1d na atividade polime-
rase da enzima transcriptase reversa recombinante
produzida e isolada conforme descrito acima, quan-
tidades crescentes dos referidos derivados foram
testados em sistemas acelulares utilizando-se
poli(rA)o(dT) como templete-primere *H-dTTP como
substrato. Para testarmos os possiveis efeilos cito-
toxicos destes derivados, analisamos a interacao
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Figura 2

Figura 3

Gel de agarose (0,8%) mostrando, na coluna 1. padrao de peso molecular l
(Lambda Hinclll), coluna 2. plasmideo recombinante contende o inserto da
transcriptase reversa do HIV-1 digendo com Hindill; coluna 3: plasmideo

recombinante contendo o inserto da transcriptase reversa do HIV-1. coluna 4
padrao de peso molecular (1kb DNA Ladder)

Tabela

Efeitos das substancas 1b e 6b nas atividade das enzimas
transcriptase reversa do HIV

% inibigAo da atividade
polimerasica da enzima
transcriptase reversa do HIV

Derivados 25nM 50uM 70uM 100M
1ib 0 30 50 65
6h 20 52 70 75

Eletrotorese em gel de poliaciilarmida SDS-PAGE (12.5%), coluna 1. bacténa
DHS5 a. coluna 2 bacténa DHS5 a contendoo plasmideo pUC 12N com o msero
para a ranscriptase reversa do HiV-1

dos mesmos com as DNA polimerases humanas alfa
e epsilon, principais enzimas envolvidas na replica-
¢ao do DNA celular. Os resultados mostrados na
Tabela indicam que quantidades crescentes, em
concentragtes de micromolar das substancias 1b e
1d inibiram gradualmente a atividade polimerasica
da enzima transcriptase reversa do virus HIV-1. Os
dois derivados (1a e 1c¢) que ndo apresentavam o
grupamento nitro foramincapazes deinibir a ativida-
de desta enzima, sugerindo um possivel envolvi-
mento deste grupo no bloqueio da atividade enzi-
matica. Por outro lado, as mesmas substancias
foram incapazes de inibir a atividade polimerasica
das enzimas polimerases humanas alfa e epsilon
(dados nao mostrados).

A identificacao de agentes capazes de inibir a
replicagdo do virus da Imunodeficiéncia Humana
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(HIV-1) e, talvez, de previnir sua reativagao, repre-
senta um dos principais desafios na terapia da
infeccdo por HIV. Apesar de estudos exaustivos,
futuras caracterizagtes da enzima transcriptase re-
versa do virus HIV sdo necessérias para o desenvol-
vimento de substancias mais ativas.

Os sistemas pirazolo-pidridina, analisados nes-
te trabalho, estdo presentes em muitas substancias
que apresentam atividades biclégicas importan
tes. Por exemplo, muitos p-ribonucleosideos que
possuem estes sistemas tém atividades antiparasi-
taria ou antimalarial. Os dados apresentados neste
trabalho mostram que estes derivados foram capa-
zes deinibir a atividade da enzima TR do HIV-1, em
concentractes de micromolar. Estes dados nos
levam a acreditar que estes derivados sejam pos-
siveis candidatos para a utilizagao como antivirais
Estudos de sinergismo com outros antivirais estao
sendo desenvolvidos, bem como um estudo cine-
tico destas drogas na atividades polimerasica e
RNase H da TR do HIV-1.
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ABSTRACT

The new ribonucleosides 8-methyl-dipyrazolo-
pyridinone were prepared and evaluated on the
catalytic activity of recombinant reverse
transcriptase (RT) of HIV-1 and human DNA
polymerases alfa and epsilon. Some of theminhibited
the RT activity at micromolar concentrations, whereas
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