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A transcriptase reversa como alvo terapéutico em doencas retrovirais

Resumo

O impacto imediato da descoberta da enzima transcriptase reversa veio alterar até entdo
o dogma central da biologia molecular, ou seja, que a transferéncia da informagdo genética é
unidirecional: ADN-> ARN-> Proteina (Gilboa et al., 1979). As transcriptases reversas
retrovirais sdo maquinas moleculares complexas com partes méveis e atividades maltiplas (Flint
et al., 2009). Esta enzima também permitiu compreender a persisténcia de infe¢bes retrovirais,
bem como aspetos patogénicos do virus da imunodeficiéncia adquirida (VIH) (Flint et al.,
2009).

Os retrovirus possuem um genoma composto por duas cadeias simples de ARN e
replicam o ARN viral por transcricao reversa pela acdo da enzima transcriptase reversa (Tendrio
et al., 2008). A familia dos retrovirus tem vindo a ser um dos principais alvos de estudo de
cientistas nas Ultimas décadas por ser causadora de doengas graves em humanos, como a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (Tendrio et al., 2008). O virus responsavel é o
Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) e trata-se de um retrovirus que modifica a
composicao genética das células que infeta, destruindo-as. Sdo conhecidos dois tipos de virus:
VIH-1 e VIH-2 (Aradjo, 2005). O avan¢co mais significativo, em termos de gestdo da infecdo
VIH-1, pode ser atribuido ao tratamento dos pacientes através da utilizacdo de farmacos
antivirais, os quais podem suprimir a replicacdo do VIH-1 a niveis indetetaveis (Arts e Hazuda,
2012).

Até a data, estdo disponiveis cerca de 36 medicamentos para o tratamento de infecBes
por VIH, todos eles aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) (U.S. Department of
Health & Human Services, 2013). Entre eles, destacam-se duas classes de fa&rmacos que inibem
especificamente a enzima transcriptase reversa - inibidores da transcriptase reversa analogos de
nucleosideos (ITRAN) e inibidores da transcriptase reversa ndo analogos de nucleosideos
(ITRNAN) (Collier et al., 1996; D’Aquila et al., 1996; Stas- zewski et al., 1996). Uma das
grandes ameacas a todas as terapias antivirais que existem atualmente, serd sempre o
aparecimento de estirpes virais resistentes a acdo dos farmacos existentes (Sleiman et al., 2012).
Por isso, é importante a presenga constante de novos conhecimentos sobre toda a biologia da
replicagdo viral, de forma a se obterem novas terapias em alternativa aos farmacos cléssicos ja
existentes (Buckheit et al., 2010).

Palavras-chave: “transcriptase reversa”; “VIH”; “retrovirus”; “terapia antirretroviral”;

“transcri¢do reversa”
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Abstract

The immediate impact of the discovery of the enzyme reverse transcriptase amends by
then the central dogma of molecular biology , in other words, the transfer of genetic information
is unidirectional : DNA - > RNA - > Protein (Gilboa et al., 1979) . The retroviral reverse
transcriptases are complex molecular machines with moving parts and multiple activities (Flint
et al., 2009). This enzyme also allowed us to understand the persistence of retroviral infections
and pathogenic aspects of human immunodeficiency virus (HIV) (Flint et al., 2009).

Retroviruses have a genome consisting of two single strands of RNA and replicate the
viral RNA by reverse transcription by the action of the enzyme reverse transcriptase (Tenorio et
al., 2008). The family of retroviruses has been a main target of study in recent decades to be a
cause of serious diseases in humans, such as acquired immunodeficiency syndrome (AIDS)
(Tendrio et al., 2008). The virus responsible is the human immunodeficiency virus (HIV), and it
is a retrovirus that modifies the genetic composition of the infecting cells, destroying them.
There are known two kinds of viruses: HIV-1 and HIV-2 (Aradjo, 2005). The most significant,
in terms of management of HIV-1 infection can be attributed to treatment of patients through
the use of antiviral drugs which can suppress the replication of HIV-1 to undetectable levels
(Hazuda and Arts , 2012).

To date are available approximately 36 drugs for the treatment of HIV infections, all
approved by the Food and Drug Administration (FDA) (U.S. Department of Health & Human
Services, 2013). Among them, we highlight two classes of drugs that specifically inhibit the
reverse transcriptase - nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) and non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitors (NNRTIs) (Collier et al., 1996; D ' Aquila et al., 1996; Stas-
zewski et al., 1996). One of the major threats to all antiviral therapies that will always be the
emergence of viral strains resistant to the action of available drugs (Sleiman et al., 2012).
Therefore, it is important to the continuing presence of new knowledge about the biology of the
whole viral replication in order to obtain new therapies alternative to existing classical drugs
(Buckheit et al., 2010).

Keywords: “Reverse transcriptase”, "HIV", "retroviruses"”, "antiretroviral therapy", "reverse

transcription”
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Capitulo I — A transcriptase reversa

1.1 Descoberta da enzima transcriptase reversa

Em 1970, os investigadores Howard Temin e David Baltimore apresentaram em
trabalhos distintos a primeira evidéncia concreta da existéncia em particulas retrovirais
da atividade da acido desoxirribonucleico (ADN)-polimerase dependente da molécula
de acido ribonucleico (ARN) (Flint et al., 2009).

Na tentativa de descobrir a forma como os retrovirus tinham a capacidade de alterar
a hereditariedade das células, como acontece no processo de transformacao oncogénica,
Howard Temin sugeriu que o genoma do ARN retroviral seria integrado na cromatina
da célula hospedeira na forma de ADN (Flint et al., 2009). Segundo Flint et al. (2009),
esta ideia era suportada pela observacdo de que em condi¢bes in vitro, as ADN
polimerases celulares puras podiam utilizar como molde a molécula de ARN. Por outro
lado, David Baltimore, revelou um interesse especial em virides associados a
polimerases, tendo descoberto virides de estomatite vesicular, um virus com um genoma
de ARN de cadeia negativa. Estes dois investigadores concluiram que as particulas
retrovirais também continham ADN polimerase e que esta estava dependente de ARN.

Experiéncias realizadas posteriormente demonstraram de facto que as proprias
particulas retrovirais aumentavam a atividade da enzima. Assim, em 1975, Temin e
Baltimore receberam o prémio Nobel da medicina pela descoberta da enzima
transcriptase reversa (RT) (Flint et al., 2009).
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1.2 O que é a transcriptase reversa e 0 seu impacto

O impacto imediato da descoberta da enzima transcriptase reversa veio alterar
até entdo o dogma central da biologia molecular, ou seja, que a transferéncia da
informacdo genética é unidirecional: ADN-> ARN-> Proteina. Esta enzima
multifuncional realiza A polimerizacdo de ARN dependente de ADN, a polimerizagdo
de ADN dependente de ADN, a sintese de deslocamento de cadeia, a transferéncia de
cadeia e degrada a cadeia de ARN em hibridos de ARN/ - ADN. De forma a
desempenhar estas fungdes, a transcriptase reversa combina duas atividades enziméticas
distintas: a atividade da ADN polimerase que utiliza ARN ou ADN como molde e a
atividade da ARNase H que cliva a cadeia de ARN, originando um hibrido de
ARN/ADN (Gilboa et al., 1979).

Estas atividades estdo localizadas em dois dominios proteicos separados: o
dominio da polimerase corresponde ao N-terminal de dois tercos da transcriptase
reversa, enquanto que o dominio da ARNase H localiza-se no dominio C-terminal de
um terco da transcriptase reversa (Champoux, 1993; Telesnitsky e Goff, 1993).

O estudo da transcriptase reversa tem contribuido para um melhor entendimento
do processo oncogénico, com a obtencdo de melhores informacdes sobre a base genética
desta doenca e tem contribuido também para uma melhor detecdo de células tumorais na
corrente sanguinea, através da utilizacdo, por exemplo, do método de RT-PCR, para
detecdo de melanoma (Smith et al., 1991) e neuroblastoma (Burchill et al., 1994).

Para ficar a perceber melhor qual a importancia desta enzima no processo
oncogeénico, é importante ficar a conhecer um pouco melhor o genoma humano. 45% do
cddigo do genoma humano consiste em elementos transponiveis (do inglés
Transposable Elements - TEs), enquanto que apenas 2% corresponde a proteinas
(Lander et al., 2001). Estes elementos, os TEs, inicialmente eram considerados parasitas
intracelulares e até classificados de ADN “lixo”. No entanto, estudos mais recentes
concluiram que estas sequéncias nao codificadoras de proteinas, desempenham um
papel essencial em termos de regulacdo do genoma, com a capacidade de alterar a
expressao de genes, bem como a capacidade de desenvolvimento de um organismo
(Orgel e Crick, 1980; Taft et al., 2007; Caporale, 2006; Slotkin e Martienssen, 2007;
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Jurka et al., 2007; Goodier e Kazazian, 2008; Kazazian, 2004; Vinces et al., 2009;
Nowacki et al., 2009).

Os TEs podem ser divididos em duas classes principais: transposdes de ADN
(cerca de 2,8%) e os retrotransposdes (cerca de 42,2%). A diferenca principal entre as
duas classes € que os primeiros ndo necessitam de um intermediario de ARN para se
expandirem, enguanto que os segundos necessitam de ARN transcrito, que tem a
capacidade de se auto-replicar com a ajuda da transcriptase reversa. Portanto a
transcriptase reversa pode ter um papel essencial no estudo de todo o processo

oncogenico (Sleiman et al., 2012).

Esta enzima também permitiu compreender a persisténcia de infecdes
retrovirais, aspetos patogénicos do virus da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e
permitiu a investigadores capturarem ARNs mensageiros celulares (MARNS), assim
como ADNs complementares (CADNSs) de forma a amplifica-los, clona-los e expressa-

los através de metodologias bem estabelecidas (Flint et al., 2009).

1.3 Componentes essenciais da transcriptase reversa

1.3.1 ARN gendmico

As particulas retrovirais contém duas cépias do genoma de ARN, que sdo
mantidas juntas através do emparelhamento de bases. Através da desnaturacdo parcial e
analise microscopica do complexo 70S, conclui-se que o emparelhamento mais estavel
encontra-se perto das extremidades 5’ dos dois genomas. O complexo 70S do ARN
também possui duas moléculas de tARN especifico, que serve como iniciador da

transcricao reversa (Flint et al., 2009).

O facto de conterem duas copias do genoma de ARN pode ajudar o retrovirus a
sobreviver a danos causados nos seus genomas, isto porque, partes de ambos o0s
genomas podem, e normalmente sdo, usados como moldes durante o processo de
transcricdo reversa, representando elevadas taxas de recombinacdo genética neste tipo

de virus. Por exemplo, sdo capazes juntos de corrigir uma copia completa de ADN de

3
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dois genomas de ARN aleatérios que estejam danificados. No entanto, varias
experiéncias geneticas tém demonstrado que a utilizacdo de dois modelos de ARN néo é
uma caracteristica essencial no processo de transcricdo reversa. Isto significa, que
apenas um unico genoma € essencial para que ocorra todos 0s passos na via de

transcricao reversa (Flint et al., 2009).

Tal como no genoma de virus de ARN cadeia negativa, 0 genoma retroviral é
revestido ao longo do seu comprimento por uma proteina de nucleocapsideo viral (NC)
com aproximadamente uma molécula para 10 nucleotideos. Esta pequena proteina pode
ligar, de forma ndo especifica, tanto ADN como ARN, como promover a ligacdo a
acidos nucleicos. Varias experiéncias sugerem que a NC pode facilitar a troca de molde
e desempenhar um papel no processo de transcricdo reversa semelhante ao papel das
proteinas SSB (proteinas de ligacdo ao ADN de cadeia simples) na sintese de ADN,
processo este catalisado por ADN-polimerases de bactérias, em que as proteinas SSB

aumentam a eficiéncia do alongamento (Flint et al., 2009).

1.3.2 Primer tRNA

Os virides retrovirais contém um conjunto de ARNSs celulares. Este inclui cerca
de 100 cdpias de uma amostra de tARNs e alguns vestigios de ARNS mensageiros
celulares. A maioria destes ARNs celulares ndo tém uma funcdo esclarecida. No
entanto, a molécula de tARN tem um papel fundamental e critico, visto que € esta
molécula que serve de iniciador (primer) ao processo de transcri¢ao reversa (Flint et al.,
2009). Para que a transcricdo reversa se processe € necessario a presenca de um
iniciador tARN, de um molde ARN e da enzima transcriptase reversa, formando assim
um complexo ribonucleoproteico produtivo (Sleiman et al., 2012). Mais a frente sera

explicado mais em pormenor todo este processo.
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1.3.3 Transcriptase reversa

Cada particula de retrovirus contém 50-100 moléculas de transcriptase reversa.
Transcriptase reversa retroviral provavelmente funciona como dimeros, no entanto o
namero de dimeros em cada virido que estdo efetivamente envolvidos na transcrigcdo
reversa ndo é conhecido. Resultados de estudos com particulas virais purificadas
sugerem que a sintese de ADN viral pode comecar assim que o envelope viral é
removido. De notar também que a sintese de ADN ocorre principalmente no citoplasma,

numa estrutura subviral chamada complexo RT (Flint et al., 2009).

Transcriptases reversas retrovirais sdo maquinas moleculares complexas com
partes moveis e atividades maltiplas. As diferentes atividades cataliticas que ocorrem
em diferentes fases da via de transcricdo reversa incluem ARN-direta e ADN-direta do
ADN de polimerizacdo, o desenrolamento de ADN, e a hidrolise de ARN em ADN-
ARN hibrido de RNase H. As primeiras trés atividades pertencem ao dominio da
polimerase, com a atividade da RNase H a pertencer a um outro dominio. No processo
de hidrdlise de ARN em ADN-ARN hibrido, a RNase H funciona primeiramente como
uma endonuclease, produzindo oligoribonucleétidos de 2 a 15 nucle6tidos (Flint et al.,
2009).
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Capitulo Il — Retrovirus

2.1 Definicéo e classificacao de virus

Os virus sdo pequenos agentes infeciosos que apenas sdo capazes de se
reproduzir dentro das células do seu hospedeiro. A particula viral é constituida por
segmentos de ADN ou ARN, sob a forma de fita simples ou dupla, protegidos por uma
capside proteica composta por unidades estruturais simétricas repetitivas — capsémeros
(Rang et al., 2008). Alguns virus, tal como o VIH, conttm ainda um componente
lipidico, geralmente presente na superficie do virido formando um invélucro (que

também possui proteinas), cuja finalidade é facilitar a entrada na célula hospedeira.

As estruturas virais mais simples sdo simétricas e incluem estruturas helicoidais
e icosaedricas. As estruturas helicoidais tém a forma de um bastdo, enquanto que as
icosaédricas possuem a forma de uma esfera, constituida a partir de unidades simétricas.
Os virus de simetria helicoidal apresentam os seus capsomeros no ARN na forma de
bastdes e ao longo de todo 0 genoma. Estes além de envolverem o ARN, também tém a
capacidade de o proteger. A maioria dos virus ARN de cadeia negativa possuem dentro
do seu envelope, nucleocépsides helicoidais. Por outro lado, os virus que apresentam
uma simetria icosaédrica, sdo virus pequenos, como por exemplo, 0s picornavirus e 0s
parvovirus, e a sua estrutura icosaédrica é constituida por 12 capsémeros (Murray et al.,
2010).

O Sistema de Classificacdo de Baltimore ordena os virus em sete grupos, com
base no genoma viral e na forma como ocorre a transcrigdo a mARN. Em 1971, David
Baltimore, sugeriu um tipo especifico de classificacdo de virus com base na capacidade
dos virus em processar ARN mensageiro durante uma infegdo, isto porque, para se
replicarem, todos os virus necessitam de expressar o ARN mensageiro, e 0 modo como
o fazem é determinado pelo tipo de genoma utilizado pelos virus. Neste sistema de
classificagdo, virus ARN em que o genoma estid no sentido do ARN mensageiro, séo
denominados virus ARN sentido positivo, enquanto que 0s Vvirus cujo genoma esta no
sentido contrario a0 ARN mensageiro, sdo denominados virus ARN sentido negativo
(Edward et al., 2009).
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Como exemplo de virus ADN, temos: poxvirus (variola), herpesvirus (herpes
labial, febre glandular), adenovirus (conjuntivite) e papilomavirus (verrugas). No que
diz respeito aos virus ARN,estdo incluidos: ortomixovirus (gripe), paramixovirus
(sarampo, infecBes do trato respiratorio), togavirus (rubéola), rabdovirus (raiva),
picornavirus (meningite, poliomielite), retrovirus (SIDA, leucemia de células T),
arenavirus (meningite, febre Lassa), hepadnavirus (hepatite -B) e arbovirus (encefalite
transmitida por artropodes e varias doencas febris, como por exemplo a febre amarela)
(Rang et al., 2008).

Os retrovirus (familia Retroviridae possuem um genoma composto por duas
cadeias simples de ARN e replicam o ARN viral por transcri¢do reversa pela acdo da
enzima transcriptase reversa (Tenorio et al., 2008). Esta familia de virus inclui os
seguintes géneros: Alpharetovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus,

Epsilonretrovirus, Lentivirus e Spumavirus.

A familia dos retrovirus tem vindo a ser um dos principais alvos de estudo de
cientistas nas Gltimas décadas por ser causadora de doencas graves em humanos, como a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (Tendrio et al., 2008). Os membros
pertencentes a esta familia apresentam as seguintes caracteristicas: possuem um genoma
de ARN de cadeia dupla positiva, possuem a enzima transcriptase reversa responsavel
por sintetizar o ADN a partir do ARN genémico e tém a capacidade de integrar o seu

ADN no genoma da célula hospedeira de forma estavel (Silva et al., 2006).

2.2 Estrutura dos retrovirus
2.2.1 Involucro
O involucro dos retrovirus deriva da membrana celular lipoproteica e contém

proteinas de origem viral. E composto por proteinas responsaveis pelo reconhecimento

e interacdo com as proteinas da célula hospedeira (Coffin, 1996).

2.2.2 Capside

A cépside protege o genoma viral da acdo de fatores adversos, como enzimas da

celula hospedeira, além de conferir simetria estrutural (Coffin, 1996).

7
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2.2.3 Genoma

O genoma dos retrovirus possui pelo menos trés regides codificantes (Open
Reading Frames — ORF) comuns a todos os retrovirus que sao:

e GAG - ap6s o correto processamento da poliproteina GAG, ocorre a
producéo de trés proteinas finais (matriz, capside e ndcleo-capside);

e POL - codifica trés proteinas que possuem atividade enzimatica e sdo
importantes na infecdo do virus. Estas proteinas sdo a transcriptase
reversa (RT), responséavel pela sintese de ADN viral partindo do ARN
viral, a integrase (IN), utilizada na integracéo da cadeia dupla de ADN do
virus no genoma do hospedeiro e a protéase, responsavel pela maturacédo
das proteinas dos genes GAG e POL e pela formacéo do provirus (Miller
et al., 2000);

e ENV - codifica a estrutura do envelope.

Existem retrovirus mais complexos que possuem genes adicionais denominados
genes regulatorios e acessorios. A estrutura geral de qualquer retrovirus € delimitada
por sequéncias ndo codificantes repetidas denominadas LTR — long terminal repeat.
Estas sequéncias possuem sinais regulatorios que sdo essenciais a atividade promotora

e reguladora da transcricéo e integragéo viral (Coffin, 1979).

Protease
.

» Genoma
Dominio

nicleocapsideo =

. Integrase

Dominio extra
celular da proteina

l . - o~ A h .
do envelope / ), S—— \\ Envelope

v 4 1
Dominio —7 1 l Tt \ \\
transmembrana da 6 A\ )
proteina do envelope ’ - * Capsideo
' 2 Transcriptase
Matrz reversa

Figura 1 — Estrutura de um retrovirus. Localizacdo relativa de varias estruturas e

proteinas do virus (Retirado de Tendrio et al., 2008).
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2.3 Doencas causadas por retrovirus

2.3.1 Leucemia de células T

No inicio do ano de 1980 foi identificado o primeiro retrovirus humano, o
HTLV-1 (virus linfotropico de células T humanas tipo 1). Logo de seguida foi isolado e
identificado o HTLV-2, e posteriormente o VIH. Ao virus HTLV-1 est4 associado nos
adultos a leucemia das células T/linfoma (ATLL). Estima-se que cerca de 10 a 20
milhGes de pessoas de todo o mundo estejam infetadas por este virus, e sabe-se que €
endémico nalgumas partes do continente Africano, nas Caraibas, no sudoeste do Japdo e
em Itdlia. Aproximadamente 4% dos individuos infetados pelo HTLV-1 desenvolvem
ATLL, sendo o prognoéstico de uma melhoria muito improvavel (Shuh e Beilke, 2005).
As suas formas de transmissdo podem ser: através da amamentacao, relacdes sexuais
sem protecdo, transfusdes de sangue, bem como a partilha de seringas infetadas. O
diagndstico pode ser feito através da identificacdo dos anticorpos anti-HTLV-1 e anti-
HTLV-2, através, por exemplo, de ensaios imunoenzimaticos (ELISA), assim como
testes de confirmacdo como o Western Blot e o PCR, sendo este ultimo o mais fiavel e
por isso mais usado na confirmacdo da infecdo (Bangham e Osame, 2005; Barcellos et
al., 2006; Bittencourt, 1998; Bittencourt et al., 2006). A prevencdo da infecdo por este
virus é importante de forma a evitar o aparecimento da ATL, assim como uma sindrome
neuroldgica cronica degenerativa (mielopatia associada ao HTLV), ou outro tipo de

patologias (dermatites infeciosas, artrite) (Bittencourt, 1998; Bittencourt et al., 2006).

2.3.2 Sindrome da Imunoideficiéncia Adquirida e VIH

Existe uma grande variedade de doencas neuroldgicas e imunoldgicas associadas
aos lentivirus, sendo a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida — SIDA — a doenca
mais estudada (Prusiner, 2002). O sistema imunitario dos individuos que apresentam
esta sindrome é caracterizado pela sua debilidade progressiva, tornando-se muito

vulneraveis a todo o tipo de infecdes e tumores.

Em 1983 Luc Montagnier isolou e identificou o agente responsavel pela doenca
(Montagnier, 1994). Trata-se de um retrovirus que modifica a composicdo genética das

células que infeta, destruindo-as. A sua atual designacdo é Virus da Imunodeficiéncia
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Humana (VIH). S&o conhecidos dois tipos de virus: VIH-1, principal responsavel pela
pandemia e 0 VIH-2 que tem uma expressao significativa em Africa e paises da Europa
como Portugal, Franca, Reino Unido e Bélgica (Araujo, 2005).

A SIDA caracteriza-se pelo aparecimento de uma ou mais infecdes oportunistas.
Também podem surgir hemopatias, linfomas ou sarcoma de Kaposi. Normalmente, uma
infecdo oportunista ndo se desenvolve num individuo imunocompetente. No entanto, em
caso de SIDA, podem desenvolver-se varias infecdes ao mesmo tempo (Montagnier,
1994).

A interacdo entre o sistema imunolégico do hospedeiro e o VIH envolve,
principalmente, os linfocitos T citotoxicos (LTCs e células T CD8") e os linfécitos T
helper CD4" (células CD4), mas também outras células, como os macréfagos, as células
dendriticas e as células natural killer — NK (Rang et al., 2008). Como 0 nome indica, 0s
linfocitos T citotdxicos destroem diretamente as células infetadas pelos virus e também
produzem e libertam citocinas antivirais. As células CD4", ou células helper, podem por
si s0 desempenhar um papel direto (lise das células alvo) no controle da replicacdo do
VIH. Uma das caracteristicas que define a infecdo pelo VIH € a perda progressiva
destas células (Norris et al., 2004).

O VIH é um virus de aproximadamente 100 nm de didmetro, possui involucro e
apresenta na sua superficie uma membrana lipidica e duas glicoproteinas (gp41 e gp120)
(Veronesi et al., 2000). Dentro dessa membrana, esta a matriz proteica, formada pela
proteina pl7 e pela capside composta pela proteina p24. No interior da capside,
encontra-se 0 material genético, assim como as enzimas necessarias a replicacdo viral e
0 tARN (Luciw, 1996).

O genoma do VIH é composto por nove genes e duas regides LTR. Os genes
podem ser divididos em dois grupos: os que codificam as proteinas estruturais (gag, pol
e env) e os que codificam proteinas ndo-estruturais (tat, ver, nef, vif, vpu, vpr) (Tabela I)
(Veronesi et al., 2000).
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Tabela I — Funcéo dos genes estruturais e ndo-estruturais do VIH-1 (Adaptado de
Veronesi et al., 2000)

Genes estruturais

Funcéo

Codifica a matriz proteica, capside e

gag ]
proteinas nucleares
Codifica a transcriptase reversa (que
pol também possui atividade de RNase H),
protease e integrase
Codifica a proteina inicial de 160 kd que €
clivada originando a proteina
env

trasmembranar (gp4l) e a proteina de

superficie (gp120)

Genes ndo-estruturais requlatorios

Transativador pdés-transcricional (atua no

rev (p19) processamento, transporte e traducdo dos
ARN mensageiros)
tat (p14) Transativador da transcrigcdo

Genes ndo-estruturais acessorios

Provavelmente atua na maturacdo da

vif (p23)
proteina de envelope
vpr (p15) Atua na replicacao viral
vpu (p15) Atua na libertacdo da particula viral
Funcdo por esclarecer. Pode reduzir ou
nef (p27) aumentar a replicacdo viral. Parece

diminuir a expressdo de CD4 na superficie

Tal como referido anteriormente, 0s virus necessitam de se ligar e penetrar numa

célula de um hospedeiro vivo (animal, planta ou bactéria) e utilizar a maquinaria

metabolica desse mesmo hospedeiro para se replicarem (Rang et al., 2008).
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2.4 Ciclo replicacgéo viral do VIH

Para compreender melhor a forma como a transcriptase reversa pode ser
utilizada como alvo terapéutico, é importante ficar a conhecer o ciclo de replicacéo viral
do VIH.

O ciclo inicia-se com a ligacdo das particulas virais a superficie da célula, atraves
da interacdo entre o dominio extracelular do VIH-1 (gp 120) e recetores celulares
(Moore et al., 1993; Weiss, 1993). O principal recetor tanto para VIH-1, como VIH-2 é
0 CD4, enquanto que CCR5 e CXCR4 sdo os principais co-recetores do VIH-1
(Clapham e McKnight, 2002). Ocorre entdo a ligacdo ao co-recetor, a fusdo das
membranas da célula e do virus, sendo essa reacdo mediada pela gp 41, (Lifson et al.,
1986; Simon et al., 1998; Starcich et al., 1993) e o nucleo viral é libertado para o
citoplasma da célula. Diversos fatores celulares e proteinas virais como, MA, Nef e Vif
contribuem para o desencapsulamento do virus. O ARN viral é transcrito, através da
enzima transcriptase reversa, em ADN de cadeia dupla (Hirsch e Curran, 1990; Harrich
e Hooker, 2002). De seguida, ocorre a formacdo de um complexo de pré-integracdo
(pre-integration complex — PIC) que vai interagir com as proteinas citoplasmaticas da
célula hospedeira. Estas proteinas possibilitam a passagem do PIC para dentro do nucleo
da célula hospedeira. O tamanho do PIC € importante de forma a que ele passe pelo poro
da membrana nuclear. Apds este processo, e atraves da acdo da integrase e de outras
proteinas celulares, o provirus € integrado no genoma da célula hospedeira (Tenorio et
al., 2008). Uma vez integrado, o ADN viral permanece na célula enquanto ela estiver
viva. O virus é entdo libertado da célula, e durante este processo, a enzima protease
torna a particula viral madura e capaz de infetar uma nova célula, através do

processamento das proteinas percussoras pol e gag (Luciw, 1996).
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Figura 2 — Duplicacdo de um retrovirus, pela transcriptase reversa, de ARN viral para
ADN viral (ou provirus) que se integra no genoma celular (Retirado de Montagnier,
1994).

O estudo e a interpretagdo deste ciclo viral permitiu o desenvolvimento de
farmacos antiretrovirais.

E importante salientar, que quando estamos perante um individuo n&o tratado,
10" novas particulas virais podem ser produzidas a cada dia. Além disso, o VIH

intracelular pode permanecer na forma latente por longos periodos (Rang et al., 2008).
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2.5 VIH-1 e 0 processo de transcricdo reversa

O VIH-1, assim como todos os retrovirus, para manter uma replicacdo estavel,
necessita de integrar uma copia de ADN do seu genoma nos cromossomas dos
hospedeiros (Sleiman et al., 2012).

O seu genoma é constituido por duas cadeias simples de ARN, compostas por 9200
nucleétidos. (Yedavalli e Jeang, 2010). As duas moléculas de ARN estdo associadas de

forma nédo covalente, como um complexo dimérico (Sleiman et al., 2012).

O processo de transcricdo reversa conduz a formacdo de uma dupla cadeia linear de
ADN, tendo como modelo o0 ARN genoémico, através de uma serie de etapas complexas
(Herschhorn e Hizi, 2010; Mougel et al, 2009).

Este processo ocorre principalmente no citoplasma da célula do hospedeiro, dentro
de um complexo de nucleoproteico (Bowerman et al, 1989; Fassati e Goff, 1999, 2001),
que apenas é permeavel a pequenas moléculas, como por exemplo as dNTPs, o que
permite conservar e evitar a perda do citoplasma bem como de outros fatores essenciais
durante o processo de transcricdo reversa (Fassati e Goff, 2001). Além disso, este
complexo é importante porque também impede que o ARN viral e outros produtos da

transcricdo reversa sejam degradados pelas nucleases celulares (Sleiman et al., 2012).

A transcricdo reversa do VIH-1 ocorre no nucleo da capside (Arhel et al., 2007), e a
partir de microscopia eletronica de alta resolucdo é possivel visualizar que as capsides
mantém se associadas as particulas de ADN viral transcritas, desde da entrada na célula

até ao momento em que o complexo atinge o poro nuclear (Sleiman et al., 2012).

Assim sendo, a etapa da descapsidacdo na replicacdo do VIH-1, ndo se processa
imediatamente apos a fusdo, mas sim, ocorre, no poro nuclear, a seguir a sintese de
ADN viral (Arhel et al., 2007).
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Todo este processo é afetado pelo numero de proteinas que foram ou nao
encapsuladas no virido, incluindo a a Nef (Aiken e Trono, 1995; Schwartz et al, 1995),
Tat (Harrich et al, 1997), Vif (Goncalves et al, 1996; Sova e Volsky, 1993), Vpr (Stark
e Hay, 1998), a proteina de matriz (Kiernan et al, 1998), NCp7 (Li et al, 1996), a
integrasse (Tsurutani et al., 2000; Wu et al., 1999; Zhu et al, 2004), a ciclofilina A
(Thali et al., 1994), a topoisomerase | (Takahashi et al., 1995) e APOBEC3F (Holmes
et al., 2007).

Todos os retrovirus, para terem a capacidade de iniciar a transcricdo reversa,
necessitam de um iniciador de transcri¢do. No caso especifico do VIH-1, esse iniciador
é 0 tARNLys 3 (Mak e Kleiman, 1997; Rhim et al., 1991).

Durante a formacdo do virus, os principais recetores de tARNLys, tARNLYs,
tARNLYys 1,2 e 3, sdo empacotados ha mesma proporcdo, conforme sdo encontrados no
citoplasma das células hospedeiras (Mak et al., 1994).

A transcricdo reversa do VIH-1 é iniciada a partir de uma molécula (tARNLys3) que é
fundida com o ARN viral no local de ligagéo do iniciador da transcri¢do (PBS). Para ser
possivel este “corta e cola” da molécula tARNLys3 (mediado pela proteina de
nucleocapside — NC), é necessario a abertura da sua estrutura tridimensional, bem como
rearranjos na cadeia de ARN, de forma a formar um complexo de iniciacdo que seja

reconhecido pela transcriptase reversa (Sleiman et al., 2012).

A TR do VIH-1 converte 0 ARN viral em ADN de cadeia dupla no citoplasma
da célula infetada. Este ADN de cadeia dupla € entdo transportado até ao nucleo, onde é
integrado no genoma pela acdo da integrase, formando-se assim o provirus. A ADN
polimerase dependente de ARN do hospedeiro d& origem aos ARNS mensageiros virais.
A TR por si s6 possui todas as capacidades enzimaticas necessarias para a conversao do
ARN viral em ADN, sem ter a necessidade de recorrer a outras proteinas virais, assim

como alguns fatores celulares (Singh et al., 2010).

De forma a se iniciar a replicacdo, a TR necessita de um iniciador (primer) e de
um molde (ARN viral). A replicacdo € iniciada a partir da molécula de tRNAIlys3 do
hospedeiro (Singh et al., 2010).

Como ja referido, a enzima transcriptase reversa utiliza o genoma do virus,

como molde e a molécula tARNLYys 3 como iniciador para sintetizar uma cadeia de
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ADN (-), produzindo assim um hibrido de ARN-ADN. A parte final da cadeia do
iniciador, tARNLYys 3, isto ¢, a extremidade 3’ ¢ complementar a sequéncia do genoma
viral, denominada local de ligacdo ao iniciador da transcricdo (PBS) (Sleiman et al.,
2012).

A dupla cadeia de ARN-ADN é o substrato para a atividade da RNase H da
transcriptase reversa, que divide/parte a cadeia de ADN em diversos pontos, resultando
em fragmentos de ARN hibridos (ARN-ADN) (Sleiman et al., 2012).

Estes fragmentos de ARN-ADN sdo constituidos por 2 sequéncias especificas
ricas em purina, denominadas cadeias de polipurina (PPTs), que servem como
iniciadores a sintese de mais uma cadeia de ADN, criando assim o genoma de cadeia
dupla de ADN (Sleiman et al., 2012).

Estes iniciadores serdo entdo removidos pela accdo da RNase H, e o ADN viral

sera entdo integrado no cromossoma do hospedeiro (Cherepanov et al., 2011).

2.6 — Estrutura do ARN viral

O genoma do virus, mais especificamente ARN viral, € composto por duas

moléculas de ARN de polaridade positiva (Sleiman et al., 2012).

Para além dos cléssicos trés genes gag, pol e env que codificam para proteinas
estruturais e enzimaticas do envelope, proteinas reguladoras sdo também produzidas
(Tat, Rev, Vpu, Nef, Vif e Vpr) (Frankel e Young, 1998). A figura 3A mostra a
organizacao destes genes no ARN gendmico de VIH-1.
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Figura 3 — Organizagdo genodmica na cadeia de ARN de VIH-1 (Retirado de Sleiman et
al., 2012)

A figura 3B mostra as regides pertencentes ao ARN viral que estdo envolvidas

no processo de transcricdo reversa.

A primeira regido é a regido R (redundante) e é composta por mais de cem

nucleotidos (Sleiman et al., 2012).

Esta regido estd presente nas duas copias do ARN viral nas extremidades 5’ e 3’
e possibilita a transferéncia da primeira cadeia durante a transcricdo reversa. Contém
ainda duas hastes: a sequéncia TAR (elemento de resposta a Tat), composta por 57
nucleétidos e que esta envolvida na expressdo do ADN proviral através da proteina Tat
(Peterlin et al., 1986); e o Poly(A) que contém o sinal AAUAAA que é apenas funcional
na regido R na extremidade 3 do genoma do ARN (Sleiman et al., 2012).

Na extremidade 5’ estd presente outra regido, denominada regido U5, composta
por 83 nuclettidos e situa-se depois da regido R e antes da regido onde se inicia a
transcricao reversa, ou seja, a regidao PBS (como é possivel observar na figura 1B). Esta
regido é a primeira em que 0 Seu genoma € reversamente transcrito, sobretudo devido a
sua posicdo. Contém ainda, a sequéncia att que esta envolvida na integragdo do ADN
proviral no ADN da célula hospedeira (Sleiman et al., 2012).

De seguida, como ja referido, encontra-se a regido PBS, composta por 18
nucleotidos, sendo esta sequéncia estritamente complementar aos 18 nucledtidos
presentes na extremidade 3’ da tRNALys 3, que serve como iniciador a transcri¢dao

reversa. As sequéncias PPT (cPPT e 3’PPT), sdo caracterizadas por serem ricas em
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purina e resistentes a atividade da RNase H. Servem como iniciadores a sintese da
cadeia de CADN (+) (Sleiman et al., 2012).

Por fim, a regido U3, localizada na extremidade 3’ antes da regido R, serve
sobretudo como reguladora da transcricdo devido a acdo de fatores celulares (Sleiman et
al., 2012).

2.7 — A transcriptase reversa do VIH-1

A transcriptase reversa viral é codificada pelo gene pol e inicialmente introduzida
nos virides como um percursor gag-pol. A atividade proteolitica na TR conduz a
producdo de um homodimero (p66), em que cada subunidade contém a polimerase e um
dominio de RNase H. Este dominio é posteriormente removido através de uma
protedlise de uma das subunidades, obtendo-se assim, o heterodimero maduro da TR
p51/p66 (Sleiman et al., 2012).

A subunidade p66, que contém como ja foi dito, a ADN polimerase e dominios de
RNase H, € importante na catalizacdo de um complexo e conversdo da cadeia simples
de ARN na cadeia dupla de ADN (Hostomsky et al., 1992, Kohlstaedt e Steitz, 1992).

A TR do VIH-1 tem sido alvo de inimeros farmacos, sendo eles componentes
fundamentais na terapia antirretroviral de alta atividade (HAART) (Sleiman et al.,
2012).

Um dos passos fundamentais na replicacdo do VIH é a transcricdo reversa do
genoma de ARN viral de cadeia simples (+) para ADN de cadeia dupla (dsADN). Por
um lado se as proteinas virais e algumas enzimas participam neste processo de
conversdo de ARN para ADN, a transcricdo reversa é essencialmente dependente da

atividade da enzima transcriptase reversa (Coffin et al., 1997).

O VIH-1 TR tem duas atividades distintas: ADN polimersase, utilizando quer ARN
ou ADN como molde; e atividade de RNase H, que degrada o ARN a partir de hibridos
de ADN/ARN (Gilboa et al., 1979). O VIH-1 TR nédo tem a capacidade de verificagéo

(proof-reading), ao contrario das outras ADN polimersases (Sleiman et al., 2012).
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O VIH-1 TR é um heterodimero constituido por duas subunidades, a p66 e a p51. A
subunidade p66 é composta por 560 aminoacidos, e possui os locais ativos para as
fungdes de polimerizagdo e de RNase H da enzima. A subunidade p51 é composta pelos
primeiros 440 aminoacidos da subunidade p66 e resulta da acdo da RNase H na
subunidade p66 (Champoux, 1993).

RNase H active site

Figura 4 — Estrutura da TR de VIH-1 (Retirado de Sleiman et al., 2012)

A subunidade p66 possui uma forma semelhante a uma méo fechada, e por isso,
0s seus subdominios sdo denominados como palma (representado a vermelho), dedos

(representado a azul), e polegar (representado a verde) (Sleiman et al., 2012).

O local de acéo da polimerase e RNase H estéo representados a laranja. A regido
entre estes dois Ultimos esta representada a amarelo e é chamada de ligagdo subdominio
(Sleiman et al., 2012).

A subunidade p51 (representada a castanho escuro), como ja referido, provem da
acdo proteolitica da RNase H sobre a subunidade p66. As suas estruturas quer primarias,
quer secundarias sdo idénticas, no entanto a sua estrutura terciaria, é diferente da p66

porgue conduz a um arranjo ndo funcional de residuos cataliticos (Sleiman et al., 2012).

Na fenda de ligacdo do ADN, formada pela subunidade p66, é possivel observar
o0 primer iniciador, representado a branco/cinzento (Sleiman et al., 2012).
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Devido ao seu papel essencial no ciclo de vida do virus, a TR do VIH-1 tem sido

um alvo importante de farmacos antivirais (Sleiman et al., 2012).
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Capitulo 111 — Terapia antirretroviral

3.1 Farmacos antirretrovirais

O avango mais significativo, em termos de gestdo da infecdo VIH-1, pode ser

atribuido ao tratamento dos pacientes através da utilizacdo de farmacos antivirais, 0s

quais podem suprimir a replicacdo do VIH-1 a niveis indetetaveis (Arts e Hazuda,

2012).

E possivel, portanto, estabelecer uma cronologia temporal no que diz respeito a

este tipo de farmacos.

1981-1990

*Reportado o
primeiro caso de
SIDA e a sua
identificacdo como
um retrovirus;

* Aprovagio do
primeiro
imunoensaio;

* Aprovagio do AZT
(primeiro
medicamento no
tratamento da
SIDA);

* Primeiros
medicamentos
utilizados no
tratamento e
prevencdo de certas
infecdes
oportunistas.

\.

1991-1994

* Aprovacdo de
novos
medicamentos;

* Aprovacdo do
preservativo
feminino;

*Criacao do grupo
"National Task
Force on AIDS
Drug
Development".

1

1995-1999

21

* Aprovacdo do
primeiro inibidor
da protease;

*Primeiro kit do
teste da SIDA que
pode ser utilizado
em casa.
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2000-2009

*Genotipagem do VIH o que
permitiu uma melhoria no
tratamento;

*Novas formulacoes e
combinacdes de
medicamentos;

* Aprovacgdo do primeiro
inibidor de fusao.

\ J

2010-...

*2011 marca o inicio da
terceira década do
VIH/SIDA;

*Novos metodos de
diagndstico que permitem
reduzir ainda mais o
periodo de janela e ajudam
a detecdo de novas infecdes;

* Aprovacdo de novos
medicamentos (mais opcdes
de regimes de tratamento);

* Aprovacdo de
medicamentos genéricos
(reducao do custo dos
fratamentos).

J

Figura 5 — Cronologia temporal dos varios pontos importantes da era dos farmacos

antirretrovirais (Adaptado de U.S. Department of Health & Human Services, 2013).

Até a data, estdo disponiveis cerca de 36 medicamentos para o tratamento de

infecdes VIH, todos eles aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) (U.S.

Department of Health & Human Services, 2013). Estes farmacos antiretrovirais sdo

formulados individualmente ou em combinacdo, para o tratamento de pacientes com a

Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (SIDA), e condi¢des relacionadas, sendo a

maioria medicamentos orais, administrados em horarios convenientes (Broder, 2010).

Podemos dividir este tipo de farmacos em seis classes distintas (Collier et al.,
1996; D’Aquilaet al., 1996; Stas- zewski et al., 1996):

inibidores da transcriptase reversa analogos dos nucleosideos (ITRAN);

inibidores da transcriptase reversa ndo anélogos dos nucleosideos (ITRNAN);

inibidores da protease;
inibidores da integrase;
inibidores de fuséo; e

antagonistas co-receptor
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Na tabela seguinte (Tabela I1) estdo representados os mais importantes ITRAN

disponiveis, bem como algumas das suas caracteristicas.

Tabela Il — Inibidores da transcriptase reversa analogos dos nucleosideos (ITRAN)
(Adaptado de Melico-Silvestre e Saraiva da Cunha, 2003).
No,m.e Zidovudin Didanosina | Zalcitabin Estavudi Lar_nlvu Abacavir T_enofow_r
genérico a (AZT, (ddl) a (ddC) na dina (ABC) disoproxil
ZDV) (D4T) (3TC) fumarato
Marca Retrovir® x:ggi@é’c@) Hivid® Zerit® | Epivir® Ziagen® Vread
Aumento
Sem efeito da
Interacéio Tomar 1/2h (o alcool b_iqd_ispon
com Se_m antes ou 1h Se_m Sem Se_m au[nepta os | ibilidade
alimentos efeito depo_ls das efeito efeito efeito niveis de quando
refeicOes ABC em tomado
41%) com as
refeicbes
25% em
- - jejum;
Biodisponibili | g0, | 40053006 |  85% 86% 86% 83% | 39% com
dade oral o
refeicdo
gorda
Semi-vida 1,1h 1,6h 1,2h 1,0h 3-6h 1,5h 17h
sérica
_Semi-vida 3h 25-40h 3h 3,5h 12h 3,3h 10-50h
intracelular
Reacdo de
hipersensib
ilidade
Pancreat (pode ser
ite, fatal), Astenia,
Anemia, | Pancreatite, Neuropati neuropat febre, cefaleias,
Toxicidade | cefaleias, | neuropatia 3 ia Toxicid nausea, diarreia,
mais intolerdnc | periférica, cps periféric ade vOmitos, nausea,
. . , periférica, L P
importante ia Gl, nausea, : a, minima | mal estar, | vémitos,
L C o estomatite X o
insonia diarreia fraqueza fadiga, flatulénci
neurom perda do a
uscular apetite,
sintomas
respiratorio
S
Nota A acidose latica com esteatose hepética é um efeito raro mas potencialmente fatal

dos ITRAN
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E importante salientar que deve ser interrompida de imediato a toma de
Abacavir nos doentes que apresentam sinais ou sintomas de hipersensibilidade, como
febre, fadiga, vomitos, diarreia e dor abdominal. Além disso a sua toma ndo devera ser
reiniciada uma vez que, 0s sintomas reaparecem com maior gravidade incluindo

hipotensdo grave e morte (Melico-Silvestre e Saraiva da Cunha, 2003).

Dos farmacos acima apresentados, o primeiro a ser administrado a doentes com

infecdo VIH-1, bem como, o primeiro a ser aprovado foi o Zidovudina (segundo FDA).

No que diz respeito aos ITRNAN, a tabela seguinte (Tabela I1l), resume 0s mais

importantes assim como algumas das suas caracteristicas.

Tabela 111 — Inibidores da transcriptase reversa nao analogos dos nucleosideos
(ITRNAN) (Adaptado de Meligo-Silvestre e Saraiva da Cunha, 2003).

Nome genérico

Nevirapina (NVP)

Delavirdina (DLV)

Efavirenz (EFV)

Marca Viramune® Rescriptor® Sustiva®, Stocrin®
Interacdo com alimentos Sem efeito Sem efeito Evitar tr(r){lnii(r) Z%rrr;;zfeigées
Biodisponibilidade oral > 90% 85% Dados néo disponiveis

Semi-vida sérica 25-30h 5,8h 40-55h

Toxicidade mais
importante

Hepatite com necrose
hepética

Aumento das
transaminases, cefaleias

Sintomas no SNC
(sonoléncia, confusdo,
amnésia, dificuldade de
concentracéo), aumento
das transaminases,
teratogénico apenas em
macacos

Outra classe distinta dos dois anteriores grupos mas igualmente importante, sao

os farmacos pertencentes a classe dos inibidores da protease do VIH (Tabela I11).
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Tabela IV — Inibidores da protease (Adaptado de Meligco-Silvestre e Saraiva da
Cunha, 2003).

Nome genérico Indinavir Ritonavir Saquinavir Saquinavir Nelfinavi . Lo .
(IDV) (RTV) (SQV) (SQV) r (NFV) Amprenavir Lopinavir/ritonavir
Marca Crixivan® Norvir® Invirase® Fortovase® Vlrgept Agenerease® Kaletra®
Sem interacéo
Tomar se
Tomar 1h P com as Tomar . . -
. possivel com as -~ Tomar com Evitar Evitar refeicdes
Interacdo com antes ou 2h . % . refeicOes se -~ com -~
- . refei¢des pois refei¢do - x refei¢Bes moderadamente
alimentos apos as p tomado - refeicéo -
- podera ser . major muito gordas gordas
refeicdes melhor tolerado juntamente ou lanche
como RTV
Biodisponibilidade 65% Ndo 4% Ndo 20-80% Ndo Néo determinada
oral determinada determinada determinada
Semi-vida sérica 1,5-2h 3-5h 1-2h 1-2h 3,5-5h 7,1-10,6h 5-6h
Nefrolitiase Intolerancia Gl, Intolerancia
intolerancia nausea, vomito, Intoleréncia GI’ nalsea, Intolerancia A
: diarreia, . diarreia, dor . Intolerancia GlI,
Gl, néusea, hepati Gl, ndusea, bdominal Gl, ndusea, . P
Toxicidade mais aumento das epatite, diarreia abdominal, N vomitos nausea, vomitos,
importante transaminase, pancreatite, cefaleias, dlspepsm, Diarreia diarreia e diarreia, astenia e
- aumento dos cefaleias e aumento das
cefaleias, S aumento das aumento das -
anemia triglicerideos, transaminases aumento das transaminases transaminases
hemolitica transaminases e transaminases
4cido Urico
Possivel aumento de episédios hemorragicos em doentes com hemofilia
Nota Redistribuigdo da gordura e alteracdes lipidicas

Hiperglicemia

De forma a reverter a redistribuicdo da gordura corporal podera ser necessario a

suspensdo da toma de qualquer farmaco pertencente a esta classe. Além disso existe

uma dificuldade acrescida no controlo dos niveis de glicemia nos doentes com diabetes

prévia bem como em novos casos de diabetes (Melico-Silvestre e Saraiva da Cunha,

2003).

E importante referir que existem farmacos que ndo devem ser administrados

concomitantemente com os antirretrovirais. A tabela seguinte (Tabela V) exemplifica

alguns desses casos comparando diversos antirretrovirais com diferentes classes de

outro tipo de farmacos.
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Tabela V — Farmacos que nao devem ser utilizados com os antirretrovirais

(Adaptado de Melico-Silvestre e Saraiva da Cunha, 2003).

Bloqueador Agentes Anti- Anti-
es canais de Cardiaco hipolipemiant . . . s Gl Neuroléptico Psicotrépicos
P micobacterianos histaminicos
calcio es
INDINAVIR Nenhum Nenhum Slnvastat_lna Rifampicina Astemlzc_)l Cisapride Nenhum Ml_dazolam
Lovastatina Terfenadrina Triazolam
Amiodarona
RITONAVIR Bepridil Flecainida Slnvastat_lna Nenhum Astemlzc_)l Cisapride Pimozide Ml_dazolam
Propafenona Lovastatina Terfenadrina Triazolam
Quinidina
SAQUINAVIR Nenhum Nenhum Slnvastat_lna Rifampicina Astemlzc_)l Cisapride Nenhum Ml_dazolam
Lovastatina Terfenadrina Triazolam
NELFINAVIR Nenhum Nenhum Slnvastat_lna Rifampicina Astemlzc_)l Cisapride Nenhum Mlg]azolam
Lovastatina Terfenadrina Triazolam
AMPRENAVIR Bepridil Nenhum Slnvastat'lna Rifampicina Astemlqu Cisapride Nenhum Mlgjazolam
Lovastatina Terfenadrina Triazolam
LOPINAVIR/ Nenhum Flecainida Sinvastatina Rifampicina Astemizol Cisapride Pimozide Midazolam
RITONAVIR Propafenona Lovastatina P Terfenadrina P Triazolam
NEVIRAPINA Nenhum Nenhum Nenhum Sem dados Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum
Cisapride
. . . . . Inibidores H2 .
DELAVIRDINA Nenhum Nenhum Slnvastat'lna F_ilfabu_tlr)a Astemlqu Inibidores Nenhum Mlgjazolam
Lovastatina Rifampicina Terfenadrina Bomba Triazolam
Protdes
EFAVIRENZ Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum Astemlqu Cisapride Nenhum Mlgjazolam
Terfenadrina Triazolam

de acordo com o seu local de acdo. Os farmacos a negrito correspondem aos farmacos

De uma forma mais resumida, a imagem seguinte apresenta diversos farmacos

aprovados pela FDA, enquanto que os restantes correspondem a farmacos de ensaios

pré-clinicos ou farmacos que foram retirados.

Figura 6 — Relacdo farmacos e o seu local de acéo (Retirado de Arts e Hazuda, 2012)

() Virus assembly
and production
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3.2 Inibidores da transcriptase reversa analogos dos nucleosideos (ITRAN)

Os ITRAN foram a primeira classe de farmacos a serem aprovados pela FDA
(Young, 1988). Todos eles sdo pro-farmacos, ou seja, dentro da célula necessitam de ser

fosforilados para exercerem a sua agéo (Mitsuya et al., 1985).

Existem trés fatores determinantes que afetam a poténcia dos ITRAN, sdo eles: a
eficiéncia em que estes farmacos (pro-farmacos) sdo convertidos na sua espécie ativa,
sob a forma de trifosfato (De Clercq, 2004; Parniak e Sluis-Cremer, 2000); a ativacédo
destes, ¢ feita por quinases celulares que possibilitam a agregagdo de o, e y fosfatos
aos pro-farmacos (por exemplo no caso do farmaco Tenofovir, como este ja possui um
grupo fosfato s6 necessita da adicdo de apenas dois fosfatos); e a forma de trifosfato
deve ser um inibidor eficaz da TR do VIH (Perno et al., 1988).

Importante também referir que segundo Schneider et al. (2000) e Gallois-
Montbrun et al. (2002), a auséncia de um grupo 3’-OH nesta classe de farmacos,
diminui significativamente a eficacia de ativacéo, a poténcia total e as interagcbes com a
TR.

Outro ponto importante, € a variacdo que existe dentro desta classe em termos de
eficacia de incorporacdo dos trifosfatos por parte da TR, como por exemplo existe uma
incorporacdo mais eficiente no caso da zidovudina, sob a forma de zidovudina-5'-
trifosfato (AZT-TP) (Kerr e Anderson, 1997), do que acontece com a lamivudina, sob a
forma de lamivudina-5'-trifosfato (3TC-TP) (Feng e Anderson, 1999).

3.2.1 Zidovudina

i) Principais Caracteristicas

O primeiro farmaco pertencente aos ITRAN, aprovado pela FDA foi a
Zidovudina (AZT). A Zidovudina (3° —azido-3’ —desoxitimidina) é um anélogo da
timidina com atividade antiviral contra o VIH-1, o VIH-2, entre outros retrovirus
(Mitsuya et al., 1985; McLeod e Hammer, 1992). A infecdo aguda por VIH-1, mais

propriamente em linhagens humanas de células T e em linfécitos sanguineos periféricos,
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é inibida por este farmaco no intervalo de concentragdes de <0,001 a 0,04 pg/ml. Tem
também a capacidade de inibir a replicacdo do VIH em macrdfagos cerebrais humanos,
assim como outros virus como o HBV e o EBV, no entanto em monaocitos-macrofagos

humanos ou em células quiescentes € menos activo (Geleziunas et al., 1993).

i) Mecanismo de acéo e resisténcia

Quanto ao seu mecanismo de acdo, o farmaco apoOs entrada nas células
hospedeiras é fosforilado pela timidina cinase celular (Furman et al., 1986). Nas células
estdo presentes niveis altos de monofosfato e niveis baixos de difosfato e trifosfato. O
trifosfato de zidovudina, que possui uma semi-vida intracelular de 3h, inibe
competitivamente a transcriptase reversa em relacdo ao trifosfato de timidina (TTP). E
importante salientar também que a zidovudina conduz a interrup¢do da cadeia de ADN,

devido ao seu grupo 3’-azido que impede a formacado de ligacdes 5°-3” fosfodiester (St.

Clair et al., 1987).

Por outro lado, o monofosfato de zidovudina também inibe de forma competitiva
a timidilato cinase celular o que resulta na reducdo dos niveis intracelulares de TTP.
Assim, como se verifica uma reducdo da competicdo pelo trifosfato de zidovudina, €
possivel que exista um aumento dos efeitos antivirais e citotoxicos por parte deste
farmaco (Furman et al., 1986). A seletividade antiviral da zidovudina pode ser
explicada pela maior afinidade pela transcriptase reversa do VIH do que pelas ADN
polimerases humanas (Ono et al., 1989).

Podemos associar a resisténcia a mutagdes que conduzem a substituicdes de
aminoacidos em multiplos locais na TR, mais especificamente os coddes 41, 67, 70, 215
e 219. Este tipo de mutacbes surge de forma sequencial e sdo necessarias varias

mutacdes para conferir um alto nivel de resisténcia (Brunton, et al., 2006).

iii) Absorcéo, distribuicdo e eliminacéo

E um farmaco que é rapidamente absorvido, sendo a sua biodisponibilidade oral
de aproximadamente 60% (Dudley, 1995; Blum et al., 1988). Em pacientes infetados

por VIH, a absorcdo varia amplamente e fica retardada pela ingestdo de alimentos. As
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concentracdes encontradas na saliva sdo idénticas as presentes na corrente sanguinea,
sendo menores no sémen. As concentragdes no sangue do recém-nascido sdo maiores, e
as concentragdes no liquido amniotico sdo superiores aos niveis sericos maternos (Watts
etal., 1991).

O tempo de semi-vida plasmatico estd compreendido no intervalo de 0,9 a 1,5
horas. Este farmaco sofre um efeito de primeira passagem, sendo prontamente
convertido no seu metabolito 5> —O-glicuronidio, cujo seu tempo de semi-vida
plasméatico é idéntico, no entanto ndo possui qualquer tipo de atividade antiviral.
Encontra-se tambeém presente no plasma baixas concentracdes de outro metabolito, a 3’
—amino-3’ —desoxitimidina, que podera contribuir para a mielotoxicidade (Stagg et al.,
1992). A depuracéo renal envolve tanto a secrec¢do tubular como a filtracdo glomerular,
e apds a administracdo oral e em média, ha uma recuperacgdo ao nivel da urina de 14% e
75% do farmaco e do seu metabolito glicuronidico, respectivamente (Brunton, et al.,
2006).

iv) Efeitos adversos

Os dois principais efeitos adversos deste farmaco sdo a granulocitopenia e a
anemia (McLeod e Hammer, 1992). Este tipo de toxicidade hematoldgica esta
aumentada quando se utilizam doses maiores de zidovudina, no caso da terapia
prolongada e quando se verifica uma diminuicdo das células CD4 no caso de doenca
avancada. No caso das doses actualmente recomendadas, cerca de 30 a 40% dos
pacientes infectados por VIH manifestam anemia e granulocitopenia (Volberding et al.,
1990; Fischl et al., 1990a; Fischl et al., 1990b).

Na fase inicial da terapia com zidovudina ocorrem diversos efeitos adversos
como cefaleias intensas, nauseas, vomitos, insonia e mialgia, no entanto estes sintomas
tém tendéncia a diminuir com a continuidade do tratamento. Pigmentacdo ungueal,
miopatia, neurotoxicidade também sdo outros efeitos adversos possiveis, enquanto que,
mais raramente, pode surgir edema macular, ulceragdo esofagiana e hepatite. A hepatite,
por seu lado, pode associar-se a dor, fraqueza e alteragdo morfologica mitocondrial
(Dalakas et al., 1990). Tambem foram descritos outros sintomas como acidose latica
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grave e hepatomegalia com esteatose (Chattha et al., 1993). A zidovudina € mutagéenica

in vitro e é embriotdxica em animais. (Brunton, et al., 2006).

v) Uso terapéutico

A zidovudina é considerada o principal agente para o tratamento do virus VIH
de pacientes com contagens de CD4 inferiores a 500/mm?. Este farmaco reduz o niimero
de infegBes oportunistas, conduzindo a uma melhor qualidade de vida, ao
prolongamento da sobrevida e verfica-se também um aumento nas contagens de CD4
(McLeod e Hammer, 1992).

Segundo Fischl et al., doses de 500 a 600 mg/dia deste farmaco sdo igualmente
eficazes em relacdo a doses superiores, com a vantagem de serem significativamente

menos toxicas (Fischl et al., 1990).

Ficou provado entdo, que doses didrias de 500mg de zidovudina retardam a
progressdo da doenga em pacientes infetados pelo VIH com sintomas iniciais ou
assintomaticos e contagens de linfocitos CD4 inferiores a 500/mm3 (Volberding et al.,
1994; Fischl et al., 1994).

E de realcar também o facto, de que a administracdo de zidovudina em mulheres
infetadas durante a gestacdo, com uma dose diaria de 500mg com inicio entre a 14% e
34?2 semana em conjunto com a administragdo intravenosa durante o parto, bem como
nos seus recém-nascidos, com uma dose de 2 mg/kg a cada 6 horas por um periodo de 6
semanas, com inicio 8 a 12 horas ap6s o parto, reduz o risco de transmissdo neonatal do
VIH em 68% (Connor et al., 1994).

Em termos de resisténcia e segundo Richman, (1993), existe uma correlacdo
entre a frequéncia e o grau de resisténcia a zidovudina, com o estagio da infecdo, com a

contagem de CD4 e com a duracgéo da terapia.
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3.2.2 Didanosina

i) Principais Caracteristicas

A didanosina (ddl) (2’-3’-didesoxiinosina) € um andlogo do nucleosideo
purinico e tem acdo contra VIH-1 e VIH-2 e também contra a maioria dos isolados

resistentes a zidovudina (McLaren et al., 1991).

No que diz respeito a sua atividade antiviral e sua citotoxicidade em células
mononucleares de sangue periférico € cerca de 10 a 1000 vezes menos potente que a
zidovudina. No entanto, € mais ativa em mondcitos-macréfagos humanos que néo
estejam em processo de divisdo (Gao et al., 1993). Note-se que ndo exerce qualquer tipo
de toxicidade para células percursoras hematopoiéticas ou para linfécitos (Heagy et al.,
1991; Sommadossi, 1993).

i) Mecanismo de acédo e resisténcia

Inicialmente a didanosina difunde para o interior das células, sendo
metabolizada pela 5’-nucleotidase e outras enzimas, obtendo-se assim a sua forma ativa,
0 2’°, 3’-trifosfato de dideoxiadenosina (ddATP). O trifosfato, por sua vez, atua de duas
formas, como inibidor competitivo da transcriptase reversa viral em relacéo ao trifosfato
de desoxiadenosina e como um elemento de interrupcéo da cadeia da sintese de ADN
viral (Brunton, et al., 2006). Em termos de seletividade, esta esta relacionada com o
facto de existir uma maior afinidade da ddATP pela transcriptase reversa viral do que
pelas ADN polimerases celulares. A didanosina inibe também a sintese de ADN
mitocondrial (Chen et al., 1991).

A resisténcia a este farmaco esté relacionada com a diminuigédo de 2 a 25 vezes
na sensibilidade in vitro, como também a muta¢des no coddo 74, 135 ou 184 da

transcriptase reversa (St. Clair et al., 1991; Reichman et al., 1993).
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iii) Absorcao, distribuicao e eliminacéo

A biodisponibilidade oral da didanosina varia com fatores como a dose, € menor
com doses maiores de farmaco e € menor também em criancas. O intervalo de valores
para a biodisponibilidade oral da didanosina situa-se entre 35 a 45% (Knupp et al.,
1991; Balis et al., 1992).

A administragdo concomitante com alimentos pode diminuir a absor¢édo da
didanosina em 50% ou mais. O tempo de semi-vida é, em média, de 0,6 a 1,5 horas, mas
triplica na insuficiéncia renal. A eliminacdo deste farmaco situa-se entre 40 a 60%, sem
sofrer modificagbes na urina, por filtracdo glomerular e secrecdo tubular, apos

administracdo de uma dose intravenosa. (Brunton, et al., 2006).

iv) Efeitos adversos

Os principais efeitos adversos dose-dependentes da didanosina sdo uma
neuropatia perfiferica dolorosa e a pancreatite. Ambas estéo associadas a doses maiores
do farmaco, superiores a 750 mg/dia, e desenvolvem-se nos primeiros 3 a 6 meses de
tratamento (Liebman e Cooley, 1993). No caso da pancreatite, 0 seu aparecimento esta
relacionado com diversos factores como, quando existe historia prévia de pancreatite,
quando h& uma exposicao a pentamidina por via intravenosa e na doenca avangada por
VIH.

Outros efeitos podem ocorrer, como por exemplo, diarreia, erupgdes cutaneas,
distarbios do sistema nervoso central, que incluem cefaleia, insonia e convulsdes,
aumento dos niveis de aminotransferases e acido Urico, entre outros menos comuns
(Brunton, et al., 2006).

v) Uso terapéutico

Indicado em adultos e em criangas com mais de 6 meses de idade em que
apresentem intolerancia ou agravamento da sua condicdo depois da utilizacdo de
zidovudina, para o tratamento da infecdo avancada por VIH. Administra-se também a
pacientes com doenca avangada por VIH que tenham usado zidovudina por 4 meses ou

mais. Em pacientes com 4 meses ou mais de terapia prévia com zidovudina, a
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administracdo de didanosina, com uma dose didria dupla de 250 mg, reduz
significativamente novos diagnosticos de SIDA quando comparado com a
administracdo de zidovudina, no entanto, em termos de prolongamento da sobrevida néo

tem esse efeito (Kahn et al., 1992; Spruance et al., 1994).

Nos casos de pacientes com infecdo avancada que tenham intolerancia ou que a
zidovudina ndo tenha sido eficaz, a didanosina tem a capacidade de atrasar a progressao
da doenga (Abrams et al., 1994).

3.2.3 Estavudina

i) Principais Caracteristicas
A estavudina (d4T) (2°, 3° —didesidro-2’, 3’-didesoxitimedina) é caracterizada
como analogo do nucleosideo timidina e tem a capacidade de inibir a replicacdo do

VIH-1 em concentracdes semelhantes as da zidovudina (Brunton, et al., 2006).

Em relacdo a zidovudina, as estirpes de VIH-1 resistentes a este farmaco, séo
sensiveis a estavudina, além disso a estavudina tem a vantagem, em relacdo a
zidovudina, de ser 10 vezes menos toxica para as células progenitoras da medula 6ssea
in vitro (Sommadossi, 1993), no entanto a estavudina inibe a sintese mitocondrial de
ADN (Chen et al., 1991).

i) Mecanismo de ac¢ao e resisténcia

Apos a entrada nas células por difusdo, a estavudina é de imediato fosforilada
pela timidina cinase celular. As enzimas celulares irdo converter de forma rapida o
monofosfato em difosfato e trifosfato. Por sua vez, o trifosfato de estavudina atua como
inibidor competitivo da transcriptase reversa em relagédo ao trifosfato de desoxitimidina,
e a sua incorporacdo conduz a interrupgdo do alongamento da cadeia de ADN (Riddler
et al., 1995). Este trifosfato de estavudina também tem a capacidade de inibir as
polimerases § ¢ y (Ono et al., 1989).
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E de realcar que existe uma variante de VIH-1, com uma mutag&o no coddo 75
da transcriptase reversa, que possui uma resisténcia cruzada para estavudina, didanosina

e zalcitabina (Lacey e Larder, 1994).

iii) Absorcao, distribuicéo e eliminagdo

Em termos de estabilidade, este farmaco é estavel em meio acido e é bem
absorvido apds a administracdo oral. O tempo de semi-vida é de aproximadamente 1
hora e cerca de 40% do farmaco surge na urina sem sofrer qualquer tipo de modificacéo

quer por secrecdo tubular, quer por filtracdo glomerular (Brunton, et al., 2006).

iv) Efeitos adversos

A neuropatia periférica sensitiva dolorosa é o principal efeito adverso associado
a estavudina (Browne et al., 1993). Este efeito pode tornar-se reversivel, com a
suspensdo do farmaco, com a possibilidade de continuidade do tratamento com doses
menores de farmaco. Portanto sdo aconselhadas doses reduzidas, mais propriamente 20
mg duas vezes ao dia, para pacientes com infecdo avancgada, com o objetivo de reduzir

esta toxicidade associada (Brunton, et al., 2006).

Como tal é muito importante evitar a administracdo de estavudina a pacientes
que estejam a ser medicados com didanosina e zalcitabina a fim de reduzir os riscos do

aparecimento de uma neuropatia (Brunton, et al., 2006).

v) Uso terapéutico

Indicado para pacientes adultos que apresentem intolerancia a outras terapias
para o tratamento de infecdo avancada por VIH. Mais especificamente, em pacientes
com SIDA ou infecdo avancada por VIH e contagens de CD4 < 400/mm3, o uso de
estavudina origina melhorias significativas em termos dos sintomas clinicos, nos niveis

do antigénio p24 e nas contagens de CD4 (Browne et al., 1993).
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3.2.4 Zalcitabina

i) Principais Caracteristicas
A zalcitabina (ddC) (2°, 3’-didesoxicitidina), analogo do nucleosideo citosina,
tem a vantagem de ser eficaz contra VIH-1 e VIH-2, como também contra estirpes
resistentes a zidovudina (Broder, 1990; Whittington e Brogden, 1992). E mais ativa em
mondcitos/macréfagos e possui uma poténcia semelhante em células mononucleares do

sangue periférico em relacdo a zidovudina (Sommadossi, 1991).

i) Mecanismo de agao e resisténcia
Através do processo de difusdo facilitada entra nas células e € fosforilada pela
desoxicitidina cinase juntamente com outras enzimas celulares dando origem ao seu
metabolito ativo, 5’-trifosfato de didesoxicitidina (ddCTP) (Broder, 1990; Whittington e
Brogden, 1992). O trifosfato atua como inibidor competitivo da transcriptase reversa em
relacdo ao trifosfato de desoxicitidina (dACTP) o que leva a interrupcdo do alongamento
da cadeia de ADN viral. Inibe também a ADN polimerase B celular (Ono et al., 1989).

Tem a capacidade ainda de inibir a sintese mitocondrial de ADN em baixas
concentragdes e de reduzir as dimensdes do pool intracelular de dCTP, potencializando
assim a sua atividade antiviral (35he net al., 1991).

As estirpes resistentes apresentam mutacOes da transcriptase reversa dos coddes
65, 69 ou 184 (Gu et al., 1994).

i)  Absorgao, distribuicio e eliminagéo
A biodisponibilidade oral varia, visto que, em adultos atinge cerca de 80%

enquanto que nas criangas esse valor poder ser menor (Broder, 1990). O tempo de semi-
vida varia no intervalo de 1 a 3 horas e aumenta proporcionalmente a queda da funcéo
renal. A principal via de eliminacdo é a excre¢do renal e ap6s administracdo
intravenosa, aproximadamente 75% do farmaco é recuperado na urina sem sofrer

nenhuma alteracdo (Brunton, et al., 2006).
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iv) Efeitos adversos

Como acontece com outros farmacos, o principal efeito adverso é também a
neuropatia periférica, o que por si s6 constitui um fator determinante para a dose de
zalcitabina a administrar (Fischl et al., 1993; Whittington e Brogden, 1992). A
administracdo de doses atualmente recomendadas, sugere que 30% dos pacientes
acabam por desenvolver este efeito adverso, estando este risco aumentado, com
contagens baixas de CD4, com a insuficiéncia renal, com a administracdo de farmacos

nefrotdxicos, como também com a dose e duracdo da terapia (Brunton, et al., 2006).

Durante o primeiro més de tratamento é possivel também o aparecimento de
outros efeitos e sintomas como, erupcao cutanea, febre, nduseas, estomatite ulcerativa e
cefaleia. No caso da estomatite ulcerativa, esta no periodo de uma a duas semanas acaba
por desaparecer, mesmo com a continuidade da administracdo de zalcitabina (Brunton,
et al., 2006).

V) Uso terapéutico

Indicado em adultos com contagens de CD4 inferiores a 300/mm?® para o
tratamento, em associagdo com a zidovudina, de infe¢cdo avancada pelo VIH e como

monoterapia para pacientes que sejam intolerantes a zidovudina (Brunton, et al., 2006).

Nos casos de pacientes com SIDA e com menos de 3 meses de terapia prévia
com zidovudina, a zalcitabina, com uma posologia de 0,75 mg a cada 8 horas, torna-se
menos eficaz que a zidovudina para diminuir o nimero infe¢bes oportunistas e

prolongar a sobrevida (Fischl et al., 1993).

Nos pacientes que apresentam contagens de CD4 inferiores ou iguais a 300/mm?®
e em que ja foi administrado zidovudina por um periodo de tempo igual ou inferior a 4
semanas, apresentam valores maiores e mais persistentes de CD4 quando utilizam uma
terapia combinada de zalcitabina, com uma dosagem de 0,75mg a cada 8 horas, e de
zidovudina, 200mg a cada 8 horas, do que aqueles que so utilizam zidovudina em

monoterapia (Brunton, et al., 2006).
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3.2.5 Lamivudina

i) Principais caracteristicas

A lamivudina (3TC) (2°,3’-dideoxi-3’-tiacitidina) € um analogo da citosina. Tem
a capacidade de inibir a transcriptase reversa do VIH e a ADN polimerase do HBV
(inibe 50% da replicacdo do HBV in vitro em concentragdes no intervalo de 4 a 7
ng/mL) (Laurence et al., 2012).

i) Mecanismo de ac¢ao e resisténcia

Enzimas celulares convertem a lamivudina em trifosfato de lamivudina, que se
trata de um potente inibidor da ADN polimerase/transcriptase reversa do HBV.
Como o tempo de semi-vida do trifosfato é de aproximadamente 17 a 19 horas,

apenas € necessario uma administracdo diaria deste farmaco (Laurence et al., 2012).

A lamivudina quando combinada com penciclovir demonstra uma aumento da
atividade antiviral contra hepadnavirus. Mutacdes na porcdo YMDD da ADN
polimerase do HBV originam uma reducdo de 40 a 140 vezes na sensibilidade in
vitro (Laurence et al., 2012). Os virus que mantém mutacbes YMDD tém uma
menor capacidade de replicacdo in vitro do que o HBV do tipo selvagem.
Resisténcia a este farmaco esta associada a uma fibrose progressiva, perda de tecido
em recetores de transplante, exarcerbacdes de hepatite e niveis elevados de ADN do
HBV (Dienstag et al., 2003).

iii)  Absorgao, distribuicdo e eliminagéo

Possui uma boa abosor¢édo e a maior parte do farmaco € eliminado na urina sem
qualquer alteracdo (Rang et al., 2008). Doses de 3mg/kg/dia, em criangas infetadas

pelo HBV, conduzem a niveis plasmaticos mais baixos comparando aos adultos que
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receberam uma dose de 100mg diarios. Nos casos de insuficiéncia renal moderada é

essencial uma reducdo das doses (Laurence et al., 2012).

Iv) Efeitos adversos

Nas doses atualmente utilizadas para o tratamento da infe¢éo cronica por HBV, a
lamivudina foi bem tolerada. Apenas se verifica um aumento dos niveis de

aminotransferases apds terapia com lamivudina (Laurence et al., 2012).

V) Uso terapéutico

A lamivudina € usada no tratamento de hepatite cronica pelo HBV em adultos e
criancas. No caso dos adultos, doses de 100mg/dia num periodo de um ano, levam a
supressdo dos niveis de ADN do HBV, com reducgdes na inflamagdo hepética em
mais de 50% dos pacientes e normalizagdo dos niveis de aminotransferases em mais
de 41% dos pacientes (Dienstag et al., 2003). Nas criancas com idades
compreendidas entre 0s 2 e 0s 17 anos, a lamivudina, com uma dose de 3mg/kg/dia
até um maximo de 100mg/dia num periodo méximo de um ano, verifica-se também
uma normalizacdo dos niveis de aminotransferases em 50% das criancas (Jonas et
al., 2002). Uma terapia prolongada tem a vantagem de diminuir para metade o risco
do desenvolvimento de carcinoma hepatocelular em pacientes com fibrose avancada
ou cirrose. O desenvolvimento de resisténcia é mais provéavel apds transplantes e em
individuos co-infetados por VIH/HBV. A administracdo deste farmaco antes e ap0s
um transplante de figado pode suprimir uma infecéo reincidente por HBV (Laurence
etal., 2012).
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3.2.6 Abacavir

i) Principais caracteristicas

O abacavir (ABC) € um analogo da guanosina e é considerado um dos farmacos

com maior eficacia dentro deste grupo de farmacos (Rang et al., 2008).

i) Mecanismo de ac¢ao e resisténcia

O abacavir é metabolizado a nivel intracelular, por enzimas intracelulares, em
2’-desoxiguanosina, que inibe de forma competitiva a transcriptase reversa do VIH e
interrompe a extensdo da cadeia de ADN proviral (Hervey e Perry, 2000). Este
metabolito é cerca de 90-2900 vezes mais selectivo para a transcriptase reversa do
VIH, do que para as ADN polimerases a, B, v, ¢ €. Este firmaco demonstra uma boa
atividade inibitdria contra ambas as estirpes, VIH-1 e VIH-2, e quando combinado
com outros farmacos antirretrovirais, o abacavir tem atividade sinérgica contra o
VIH-1 (Hervey e Perry, 2000).

Mutagbes na regido codificante da TR do VIH-1, mais especificamente nas
posicBes M184V, L74V, K65R e Y115F, levam ao aparecimento de resisténcias. A
mutacao na posicdo M184V que por si s6 conduz a um alto nivel de resisténcia para
a lamivudina, no caso do abacavir ndo se verifica qualquer alteracdo ou reducdo da

sua sensibilidade (Hervey e Perry, 2000).

i) Absorcao, distribuicéo e eliminagdo

E bem absorvido por via oral e é metabolizado no figado em compostos inativo.
(Rang et al., 2008).
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Uma dose unica de 300mg via oral é significado de uma biodisponibilidade absoluta
de cerca de 83%. Apos a administracdo de uma dose Unica de 300mg por via oral, em
pacientes em jejum, a &rea sob a curva concentracdo-tempo é de 5,48 mg/L.h. A
administracdo concomitante com alimentos ndo afeta de forma significativa a absorcao.
O tempo de semi-vida do abacavir € de aproximadamente 2 horas. Menos de 2% do
farmaco é eliminado na urina sem que tenha sofrido qualquer tipo de alteracdo (Hervey
e Perry, 2000). Como este fa&rmaco ndo inibe as enzimas do citocromo P450, ndo ha o
risco de interacdes com outros farmacos que sejam metabolizados por esta via. As
propriedades farmacocinéticas de outros farmacos como a zidovudina e/ou lamivudina
ndo é afetada quando ha a administracdo conjunta com o abacavir (Hervey e Perry,
2000).

Iv) Efeitos adversos

Este tipo de terapia combinada (abacavir mais dois ITRAN) tem como principal
efeito adverso, as naduseas que os pacientes ficam sujeitos. Estes efeitos sdo mais
marcantes no inicio do tratamento, no entanto sao efeitos ligeiros e transitorios (Hervey
e Perry, 2000). Outros efeitos como vomitos, mal-estar generalizado, fadiga, diarreia,
disturbios do sono, tosse e erupcao cutanea forma registados em 5% dos pacientes. Pode
acontecer a necessidade de interrup¢do do tratamento, devido ao desenvolvimento de
uma reacdo de hipersensibilidade (demonstrado em 3% dos pacientes), que inclui o
envolvimento de varios sistemas de 6rgdos e que se caracteriza pelo aparecimento de
febre e/ou erupcédo cutanea. Esta reacdo se acontecer, ocorre no periodo das primeiras 6
semanas de tratamento. Se houver interrup¢do do tratamento estes sintomas
desaparecem, caso ndo haja essa interrupcdo ou que seja retomada novamente, oS
sintomas podem se tornar mais graves, conduzindo a hipotensdo com elevado risco de

vida, podendo levar a morte (Hervey e Perry, 2000).
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V) Uso terapéutico

Em pacientes adultos infetados pelo VIH aconselha-se uma posologia de 300mg de
abacavir duas vezes por dia em combinacdo com outros agentes antirretrovirais. No
caso de lactentes, criancas e adolescentes com idade entre 3 meses a 16 anos, a
administracdo de 8mg/kg duas vezes por dia é a recomendada, podendo ir até uma dose

diaria maxima de 600mg/dia (Hervey e Perry, 2000).

Ensaios clinicos em que foi utilizado o abacavir em combinacdo com outros
farmacos antirretrovirais, demonstraram uma reducdo mais acentuada dos niveis de
ARN do VIH (Hervey e Perry, 2000). Além disso a combinacdo de abacavir com
lamivudina e zidovudina, reduz a carga viral para valores que ndo sdo detectaveis, como
também aumenta o numero de células CD4. Resultados destes ensaios, mostram
também, uma maior eficicia quando o tratamento engloba a conjugacdo de abacavir
com dois ITRAN, do que um inibidor da protease com dois ITRAN (Hervey e Perry,
2000).

O abacavir utilizado num regime terapéutico de combinacdo com outros farmacos
antirretrovirais reduz efetivamente a carga viral em adultos e criangcas com infecdo por
VIH. Mais especificamente, o abacavir em combinagdo com lamivudina e zidovudina é
geralmente bem tolerado, o seu regime de dosagem é simples e conveniente, tem a
vantagem de “poupar” outras classes de fiarmacos antirretrovirais para posterior
utilizacdo e tem a capacidade de suprimir de forma sustentada a replicacdo viral
(Hervey e Perry, 2000). Esta combinacdo tripla constitui uma alternativa aos pacientes
intolerantes aos inibidores da protease ou entdo, aqueles que apenas pretendem utilizar

os inibidores da protease posteriormente (Hervey e Perry, 2000).
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3.2.7 Tenofovir disoproxil fumarato (Tenofovir DF)

i) Principais caracteristicas

O tenofovir (TDF) é um derivado da adenosina 5 '-monofosfato e € o Unico farmaco
deste grupo atualmente comercializado para o tratamento da infecdo por VIH. Este
farmaco esta disponivel apenas como pré-farmaco - disoproxil fumarato, uma vez que o
seu composto “mae” possui uma fraca biodisponibilidade oral, enquanto que na forma
de disoproxil fumarato, a sua biodisponibilidade oral melhora significativamente, assim
como a sua capacidade de penetracdo celular. Tal como lamivudina e emtricitabina, o
tenofovir é ativo contra o VIH-1, VIH-2, e VHB (Chapman et al., 2003).

i) Mecanismo de agao e resisténcia

O TDF é rapidamente hidrolisado em tenofovir e posteriormente é entdo
fosforilado por quinases celulares no seu metabolito ativo — difosfato tenofovir. Este
composto ativo, a nivel intracelular, ¢ um inibidor competitivo da transcriptase
reversa virai e esta incorporado no ADN do VIH de forma a provocar a interrupgédo
da cadeia. Este difosfato de tenofovir possui um amplo espectro de atividade contra
as ADN polimerases virais, no entanto possui baixa afinidade para as ADN

polimerases humanas a, B ¢ y (Brunton, et al., 2006).

Resisténcia especifica ocorre com uma Unica substituicdo no coddo 65 da

transcriptase reversa (na posicao K65R).

Esta mutacdo reduz trés a quatro vezes a sensibilidade in vitro do tenofovir.
A mutacdo K65R foi relatada em apenas 2% a 3% dos pacientes tratados com o
tenofovir. Esta mutagdo normalmente ndo estd associada a um fracasso do

tratamento (Chapman et al., 2003).
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iii) Absorcao, distribuicéo e eliminagao

O TDF possui uma biodisponibilidade oral de cerca de 25%. Uma refeicdo rica
em gorduras aumenta a biodisponibilidade oral para aproximadamente 39%, mas a
administracdo pode ser feita independentemente da presenga ou ndo de alimentos
(Chapman et al., 2003). O seu tempo de semi-vida situa-se no intervalo de 14 a 17
horas (Bang and Scott, 2003). A posologia é de apenas uma administracao diaria.
Entre 70% e 80% de uma dose intravenosa de tenofovir é recuperado inalterado na
urina. As doses devem ser reduzidas em pacientes com insuficiéncia renal
(Chapman et al., 2003).

Iv) Efeitos adversos

O tenofovir, geralmente, é bem tolerado, e tem poucos efeitos adversos
associados, sendo apenas problemas de flatuléncia o efeito adverso mais comum. O
tenofovir é significativamente menos toxico do que a estavudina e ndo é toxico para
as células tubulares renais humanas (Chapman et al., 2003). No entanto, raros
episddios de insuficiéncia renal aguda foram relatados com o uso de tenofovir, como
tal este farmaco deve ser usado com precaucdo em doentes com doenca renal pré-
existente. Como o tenofovir também tem atividade contra o0 HBV e portanto tem a
capacidade de diminuir as concentracdes plasmaticas de ADN de HBV, recomenda-
se precaucdo na utilizacdo deste medicamento em pacientes co-infetados pelo HBV.
A descontinuacdo do tratamento com o tenofovir pode conduzir a uma recuperagéo
por parte do HBV, entrando novamente em replicacdo conduzindo a exacerbacdo da
hepatite (Chapman et al., 2003).
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V) Uso terapéutico

Em ensaios clinicos realizados, verificou-se, com a administracdo de tenofovir,
uma diminuigdo acentuada das concentracbes de ARN do VIH no plasma cerca de
4,5 a 7,4 vezes em relacdo a administracdo do placebo, apdés um periodo de 48
semanas de tratamento (Chapman et al., 2003). Diversos estudos tém confirmado a
atividade antirretroviral do tenofovir em regimes de terapia combinada com outros
agentes, incluindo outros ITRAN, inibidores de protease e/ou ITRNAN. Estes
ensaios também confirmaram que a administracdo de lamivudina e
efavirenz,juntamente com tenofovir 300 mg uma vez ao dia, foi téo eficaz e menos
toxica do que a administracdo de estavudina 40mg duas vezes ao dia (Gallant et al.,
2004).

3.3 Inibidores da transcriptase reversa nao analogos nucleosideos (ITRNAN)

Os ITRNAN ligam-se a um local hidrofobico, proximo do local ativo da TR e na base
do polegar p66 (Singh et al., 2010).

Este local hidrofdbico é formado por residuos L100, K101, K103, T107, V106, V108,
V179, Y181, Y188, v189, G190, F227, W229, L234 e Y318 de p66 e E138 de p51
(Esnouf et al., 1995; Kohlstaedt et al., 1992).

Foi também demonstrado que este local na auséncia de ITRNAN nédo existe. Como
tal, ocorrem mudancas conformacionais em larga escala nas cadeias laterais de residuos
da TR, mais propriamente nos residuos Y181 e Y188, de forma a ser criada essa ligagédo
(Tantillo et al., 1994).

A ligacdo leva a uma alteracdo na conformacdo da proteina, afetando assim a sua
afinidade para com o substrato, resultando na inibicdo da atividade enzimética da TR.
Séo classificados como inibidores ndo competitivos alostéricos da TR (Carlini et al.,
2010).
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E possivel observar na imagem seguinte uma espécie de bolsa formada pelos residuos
hidrofébicos que estdo representados a cor azul-turquesa, compostos por dtomos de
azoto e oxigénio, respectivamente representados pela cor azul escura e vermelha. A
“palma” e o “polegar” do p66 estdo representados a vermelho e a verde,

respectivamente.

Figura 7 — Local de ligacdo dos ITRNAN (Retirado de Sleiman et al., 2012)

Segundo Ding et al. (1995) e Ren et al. (1995) varias estruturas ITRNAN-TR
tém semelhangas no que diz respeito ao modo de ligagcdo dos farmacos, assim como a

forma de borboleta que adquirem apés a ligacéo.

Ou seja, vérios estudos demonstraram que os ITRNAN alteram a conformagéo
do “polegar”, do local ativo da polimerase e do local de ligagdo ao iniciador, o que
sugere que se existem diferencas estruturais na ligacdo de varios ITRNAN, entdo €
possivel que diferentes ITRNAN tenham diferentes mecanismos de ac¢éo (Sleiman et al.,
2012).

A ligagdo que ¢ feita pelos ITRNAN altera a conformacdo do “polegar” do
subdominio p66, muda a posi¢do do iniciador e provoca o desalinhamento de alguns
componentes importantes no local de acdo da polimerase (Sleiman et al., 2012).

45



A transcriptase reversa como alvo terapéutico em doencas retrovirais

3.3.1 Nevirapina

i) Principais Caracteristicas

A nevirapina (NVP) é uma dipiridodiazepinona (11-ciclopropil-5,11-diidro-4-metil-
6H-dipiridodiazepin-6-ona) com atividade potente contra o VIH-1. Como 0s outros
farmacos pertencentes a esta classe, a nevirapina ndo possui uma atividade significativa
contra o VIH-2 ou outro tipo de retrovirus (Harris e Montaner, 2000). Pode ser usada
com o objetivo de evitar a transmissdo mae-bebe do VIH se a administracédo for feita a
ambos (Rang et al., 2008).

i) Mecanismo de ac¢ao e resisténcia

A nevirapina ¢ um inibidor ndo competitivo, que se liga a um local especifico da
transcriptase reversa do VIH-1, longe do local ativo, induzindo uma alteracdo

conformacional que interrompe a atividade catalitica (Brunton et al., 2006).

Uma vez que o local alvo deste farmaco se encontra no VIH, resisténcias ao farmaco
podem desenvolver-se rapidamente. Uma Unica mutacdo no coddo 103 ou 181 da
transcriptase reversa diminui a susceptibilidade mais de cem vezes (Kuritzkes, 2004).
Resisténcias a este farmaco também est4 associada a mutacdes nos coddes 100, 106,
188, e 190, mas também mutacdes nas posi¢cdes K103N ou Y181C sdo suficientes para

acontecer uma falha do tratamento clinico (Eshleman et al., 2004).

i) Absorcao, distribuicéo e eliminagdo

A nevirapina é bem absorvida e possui uma biodisponibilidade superior a 90%, e
esta biodisponibilidade ndo é alterada nem por alimentos nem por antiacidos (Smith et
al., 2001). E eliminada principalmente através do metabolismo oxidativo e envolve
tanto o CYP3A4, como o CYP2B6. Menos de 3% do farmaco é eliminado de forma
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inalterada na urina (Smith et al., 2001). Possui um tempo de semi-vida de cerca de 25 a
30 horas. E aconselhavel inicialmente, uma posologia de 200mg diario durante 14 dias,
que podera ser aumentada para 200mg duas vezes por dia caso ndo se verifique o

aparecimento de qualquer efeito adverso (Brunton et al., 2006).

iv) Efeitos adversos

O principal efeito adverso, e que ocorre em aproximadamente 16% dos pacientes em
que utilizaram nevirapina, € a erup¢do cutanea, que na maioria dos pacientes, com a
continuidade do tratamento acabara por desaparecer. Ensaios clinicos demonstraram
também, que cerca de 7% dos pacientes que interromperam a terapia devido ao
aparecimento das erupcdes cutdneas, e que utilizaram glucocorticoides este efeito

adversos agravou-se (Harris e Montaner, 2000).

V) Uso terapéutico

A nevirapina é indicada em adultos e criancas para o tratamento da infecdo pelo
VIH-1 em combinagdo com outros farmacos antirretrovirais. Ensaios clinicos onde se
recorreu somente a monoterapia, verifou-se uma reducdo drastica, cerca de 99% das
concentracdes plasmaticas de ARN do VIH, no entanto ap6s 8 semanas de tratamento
houve um retorno para os valores normais, essencialmente devido ao rapido
desenvolvimento de resisténcias (Havlir et al, 1995; Wei et al, 1995). Por outro lado,
em 52% dos pacientes, uma terapia combinada de 3 farmacos, nevirapina, zidovudina e
didanosina, conduziu a uma diminui¢do da concentracdo plasmatica de ARN VIH para
valores indetetaveis (Montaner et al., 1998). Uma unica dose de nevirapina €
normalmente utilizada em gravidas infetadas pelo VIH de forma a prevenir a
transmissdo do virus para o feto. Para tal, uma dose Unica de 200mg de nevirapina
seguido por uma Unica dose dada ao recém-nascido reduz a infecdo neonatal pelo VIH
em 13% (Guay et al., 1999).
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3.3.2 Delavirdina

i) Principais caracteristicas

Delavirdina (DLV) é um heteroarilpiperazina que inibe seletivamente o VIH-1,
ndo tendo qualquer tipo de atividade significante contra o VIH-2 ou outros
retrovirus (Brunton, et al., 2006).

i) Mecanismo de agao e resisténcia

A DLV é um inibidor ndo competitivo e liga-se a um local na periferia da TR do
VIH-1 e tem a capacidade de induzir uma alteragdo conformacional que interrompe
a atividade catalitica. O complexo delavirdina-transcriptase reversa € estabilizado
por pontes de hidrogénio ligadas a lisina no coddo 103, e por fortes interacdes
hidrofébicas com a prolina na posicao 236 (Spence et al., 1995).

Uma Unica mutacdo no coddo 103 181 da transcriptase reversa diminui a

susceptibilidade em mais de cem vezes (Kuritzkes, 2004).

i)  Abosrgao, distribuicdo e eliminagéo

Possui uma boa absorcdo oral, especialmente a pH inferior a 2. Antiacidos,
assim como inibidores da bomba de prot6es, diminuem a absorcdo da delavirdina. A
ingestdo de alimentos ndo provoca qualquer tipo de interagdo com o farmaco (Smith
et al., 2001). Este farmaco nao possui um tempo de semi-vida definido, visto que ha
uma proporcionalidade direta com o tempo de semi-vida e 0 aumento da dose de
farmaco (Scott e Perry, 2000). E eliminada principalmente através do metabolismo
oxidativo pelo CYP3A4., com menos de 5% do farmaco a aparecer de forma
inalterada na urina. Apesar, e como ja referido, os valores farmacinéticos ndo serem

constantes, o tempo de semi-vida mais comum € aproximadamente 5,8 horas, 0 que
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significa que a posologia recomendada sera de 400 mg trés vezes por dia, com um
intervalo de 2 a 11 horas entre as administraces devido a variabilidade das
propriedades farmacocinéticas que varia de paciente para paciente (Smith et al.,
2001).

iv) Efeitos adversos

O principal efeito adverso e que ocorre em cerca de 18 a 36% dos pacientes sao
as erupcbes cutaneas, e que acaba por desaparecer com a continuidade do
tratamento. Dermatites severas poderdo aparecer, mas é trata-se de um evento
bastante raro. Valores elevados das transaminases também podem surgir, no entanto

ndo existe um risco do aparecimento de uma hepatite fulminante (Para et al., 1999).

V) Uso terapéutico

Como acontece com a nevirapina, um regime de monoterapia com delavirdina,
resulta apenas inicialmente numa reducdo dos niveis plasmaticos de ARN VIH, no
entanto devido ao desenvolvimento de resisténcias, posteriormente, ha uma répida
emergéncia destas particulas virais. Portanto sera sempre um regime de terapia
combinada, aquele que conduz a melhores resultados e a uma melhor eficacia
terapéutica (Para et al., 1999). Como a posologia obriga a uma toma de trés vezes ao

dia, este farmaco nédo é dos mais utilizados atualmente (Brunton, et al., 2006).
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3.3.3 Efavirenz

i) Principais caracteristicas

O efavirenz (EFV) é um 1,4-dihidro-2H-3,1-benzoxazin-2-ona com atividade
contra 0 VIH-1. Como acontece com o0s outros dois farmacos ja referidos e que
pertencem a esta mesma classe, ndo possui qualquer tipo de atividade inibitdria

contra o VIH-2 ou outros retrovirus (Young et al., 1995).

i) Mecanismo de agao e resisténcia

Como ja foi referido anteriormente, e sendo uma caracteristica comum aos
farmacos pertencentes a esta classe, 0 EFV é um inibidor ndo competitivo e liga-se a
um local na periferia da TR do VIH-1 e tem a capacidade de induzir uma alteracao
conformacional que interrompe a atividade catalitica (Brunton, et al., 2006).

A resisténcia ao farmaco pode aparecer, devido a mutacdo no coddo 103 da TR
(local K103N), que leva a uma diminuicdo da susceptibilidade em mais de 100
vezes (Kuritzkes, 2004).

iii) Absorcao, distribuicéo e eliminagao

O EFV é bem absorvido e atinge o pico de concentracdo plasmatica em 5 horas.
A sua biodisponibilidade aumenta cerca de 22% com a ingestdo de alimentos ricos
em gordura (Smith et al., 2001). O EFV é eliminado através de metabolismo
oxidativo, principalmente pelo CYP2B6 e, em menor extensdo pelo CYP3A4. A
eliminacdo do farmaco por via renal ndo é significativa (Smith et al., 2001). Possui
um tempo de semi-vida entre 40 a 55 horas, 0 que permite apenas uma toma diaria
(Brunton, et al., 2006).
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iv) Efeitos adversos

Ensaios clinicos realizados, demonstram que, 27% dos pacientes adultos
desenvolveram no inicio do tratamento, erupcOes cutaneas (Adkins e Noble, 1998). O
efeito adverso mais importante resultante da utilizacdo do EFV envolvem o sistema
nervoso central (SNC). Mais de 53% dos pacientes reportaram problemas ao nivel do
SNC ou problemas psiquiatricos, no entanto este tipo de sintomas s6 ocorre aquando da
administragdo da primeira dose de farmaco. A resolucgdo destes problemas associados ao
SNC pode demorar horas ou semanas dependendo da gravidade dos mesmos. Os
sintomas mais comuns caracterizam-se pela depressdo, alucinacdo e/ou mania, e de
forma geral acabam por desaparecer ao fim de 4 semanas de tratamento. Outros efeitos
adversos, como aumento dos niveis de colesterol total, aumentos dos niveis das
transaminases e enxaqueca, também podem surgir (Adkins e Noble, 1998). O EFV € o
unico farmaco pertencente a esta classe que é teratogénico em primatas (Brunton, et al.,
2006).

V) Uso terapéutico

O EFV foi o primeiro farmaco a ser aprovado pela FDA com apenas uma toma
diaria. Deve ser sempre utilizado em combinagdo com outros fArmacos antirretrovirais e

nunca em monoterapia, como acontece com os outros ITRNAN (Brunton, et al., 2006).

Ensaios clinicos demonstraram também que 70% dos pacientes, que utilizaram uma
terapia combinada de EFV, AZT e 3TC, obtiveram niveis inferiores de concentracdes
plasmaticas de ARN VIH-1 do que aqueles que utilizaram um regime terapéutico
constituido por indinavir, AZT e 3TC (Staszewski et al., 1999). Em criancas infetadas
pelo VIH-1 em que ja utilizaram um ITRAN, 60% delas obtiveram uma melhoria
significativa e melhores resultados apds 48 semanas de tratamento com EFV, nelfinavir
e um ITRAN. O EFV é um dos farmacos mais utilizados atualmente a nivel mundial
visto ser eficaz, possui uma grande tolerabilidade e por um periodo grande de tempo e

por ser mais conveniente em termos de posologia (Brunton, et al., 2006).
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Capitulo 1V — Desafios estabelecidos/Perspectivas futuras

Nos dias de hoje, pode-se ter a impressdao que a pandemia do VIH esta
estabilizada e que se pode tornar facilmente controlavel, mesmo em termos financeiros,
cortando alguns custos inerentes. No entanto, este tipo de pensamento pode ser uma
grande barreira para novos progressos que possam surgir, assim como, pode resultar na

perda de alguns ganhos ja conseguidos até hoje (Broder, 2009).

A constante evolucdo tecnoldgica e avangos cientificos que tém sido feitos nesta
area, leva a que terapias como a terapia antirretroviral de alta atividade (HAART) facam
aumentar a expectativa de vida dos pacientes infetados com VIH. No entanto uma das
grandes ameacas a todas as terapias antivirais que existem atualmente, serd sempre o
aparecimento de estirpes virais resistentes a acdo dos farmacos atualmente utilizados
(Sleiman et al., 2012).

De forma a procurar sempre a melhor terapia, mais eficaz, mais potente, dezenas
de estruturas da transcriptase reversa sdo armazenadas no Protein Data Bank (via
eletronica, em www.rcsb.org), permitindo assim, estudar mais em pormenor e ficar com
0 conhecimento de detalhes acerca dos mecanismos de replicacdo viral, e possibilitou
também a realizacdo de mais experiéncias bioquimicas, o que conduziu a descoberta de
novas terapias, bem como a melhoria das existentes, com o objetivo de se tornarem

terapias mais potentes contra estirpes de resisténcia (Sleiman et al., 2012).

As tabelas seguintes exemplificam alguns assuntos inacabados, bem como

alguns desafios e oportunidades.
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Tabela VI — Desafios da terapia antirretroviral (Adaptado de Broder, 2009)

Desafios estabelecidos

Integracdo do provirus e laténcia viral
imprevisivel

A carga viral pode surgir novamente a
qualguer momento, portanto o tratamento
deve ser para toda a vida

Resisténcia aos farmacos, aumento da
diversidade genética do VIH-1, assim como
surgimento de novas infecGes causadas por

novos retrovirus

A resisténcia a maioria dos farmacos
atualmente disponiveis é um facto. O alvo
mais comum destes farmacos séo codificados
pelo gene viral pol, como tal é necessario
novos alvos. Existe também uma necessidade
imediata de novos agentes terapéuticos de
elevada barreira genética de forma a serem
uma solucdo para estirpes resistentes de VIH-
1. Existem reservatorios de retrovirus em
primatas, o que por si s6 constitui uma
oportunidade para o cruzamento de espécies e
surgimento de novos retrovirus.

Complicacdes cardiacas e metabdlicas

A terapia antirretroviral pode representar um
fator de risco para o desenvolvimento de
problemas cardiacos. E indispensavel,
portanto, um esquema de terapia ajustado e
bem definido de forma a reduzir possiveis
riscos cardiometabdlicos. A determinacdo do
gene responsavel por este tipo de efeitos
adversos, aliado a medidas preventivas podera
resultar em melhores resultados clinicos
(lakoubova et al., 2008).

Falta de uma vacina eficaz e de algum tipo de

produto de aplicacdo tépica contra a
transmisséo do VIH-1

Ensaios clinicos recentes utilizando vacinas
como prevencao primaria revelaram fracasso.
Em termos de salide pablica existe uma
necessidade significativa, principalmente para
proteger as mulheres contra infecdo por VIH-
1, para um tipo de microbicida VIH.

Prolifaxia pré-exposicéo (PrEP)

Farmacos como o Tenofovir disoproxil
fumarato podem ser utilizados com o objetivo
de proteger individuos ndo infetados em
ambientes de alto risco. Ensaios clinicos sobre
PrEP estdo a ser feitos. No entanto ndo ha
qualquer tipo de garantia acerca da eficacia e
seguranca destes PrEP bem como 0s
resultados a longo prazo.

Novos investimentos no VIH-1/SIDA devido
ao facto dos sistemas de saude ja estarem
cronicamente sobrecarregados

A pandemia da SIDA expds e real¢ou as
deficiéncias dos sistemas de prestacdo de
cuidados de salde nos paises pobres e sem
recursos. Existe atualmente, um grande
esforco, para fortalecer os sistemas de satde
dos paises em desenvolvimento. E importante
gue assim seja, de modo que o VIH-1/SIDA
ndo seja prejudicial para a saude publica e
represente uma ameaca a estabilidade e
seguranca global.
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Tabela VII — Novos paradigmas no tratamento VIH-1/SIDA (Adaptado de Broder,

2009)

Novos paradigmas no tratamento VIH-1/SIDA

Tecnologia

Obijetivo

Comentarios

Inibidores do proteossoma,
adaptando produtos que ja
estejam a ser utilizados na
terapia oncoldgica
(Sheehy, 2008; Malim and
Emerman, 2008)

As proteinas virais
acessorias, Vif, Vpu e Vpr,
estao “definidas™ a
estabelecerem uma ligagéo
com ligases de ubiquitina
de forma a ocorrer a
degradacéo proteossomal
de fatores de restricdo do
hospedeiro.

Adaptacdo de inibidores do
proteossoma, que ja
tenham sido aprovados
pela FDA ou que estejam
em desenvolvimento
clinico para o cancro, como
terapia antirretroviral
somente com adaptacdes
na dose. A Vif pode ter a
capacidade de proteger
APOBEC3G ou
APOBEC3F. Outra
proteina viral, como a Vpu,
pode proteger as células
CDA4. E preciso ter especial
atencdo aos efeitos
secundarios e utilizar
sempre doses reduzidas.

Antagonistas especificos
da Vif (Nathans et al.,
2008)

Inibir a Vif e a0 mesmo
tempo ativar a
APOBEC3G, atuando, ao
nivel do hospedeiro, como
um fator de restri¢éo viral.

Descoberta de um
composto com atividade
antagoénica contra Vif. O

que pode permitir restaurar
a atividade antiviral de
cadeias de ADN que
anteriormente tenham
sofrido de morte viral,
como por exemplo através
de hipermutacdes.

ARN de interferéncia
(SiIARN) (Morris, 2008;
Verdel et al., 2009; Suzuki
et al., 2005; Weinberg et
al., 2006; Lim et al.,
2008; Han et al., 2007;
Suzuki et al, 2008; Kumar
et al., 2008; Hawkins et al,
2009; Yamagishi et al.,
2009)

Inibir a replicacdo viral
através do silenciamento de
genes (tanto silenciamento

génico transcricional —

TGS como silenciamento
génico pos-transcricional).

Vias dependentes de
SiIARN podem levar a:
silenciamento génico pés-
transcricional, porque o
siARN tem a capacidade de
clivar no citoplasma o
ARN mensageiro; e
silenciamento
transcricional.
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4.1 Desafios estabelecidos

Podem-se destacar alguns pontos importantes, como o desafio que é apresentado
na tabela 3, que fala na verdadeira erradicacdo do VIH-1, cujo atualmente, com as
tecnologias disponiveis, ainda ndo foi possivel. Outro ponto importante trata-se da
laténcia viral, isto é, os provirus podem existir nas células T de memoria, persistindo
por longos periodos de tempo constituindo assim um reservatorio retroviral muito dificil
de controlar (Marcelo, 2006). Esta situacdo ainda é mais grave quando estes
reservatorios de virus se encontram dentro de células dendriticas e macrofagos, sendo

que nestes Gltimos, pode constituir um refagio viral ao nivel do cérebro (Broder, 2009).

Se ha descontinuacdo da terapia, entdo existe uma recuperacdo viral, o que

significa que este tipo de terapia deve ser realizada durante toda a vida (Broder, 2009).

Ha cerca de 25 anos atras, quando comecaram-se a utilizar as primeiras terapias
antirretrovirais onde se obteve sucesso, o VIH-1/SIDA era sin6bnimo de uma
imunodeficiéncia fulminante, em que o individuo ficava predisposto a diversas infecoes,
associado ao aparecimento do sarcoma de Kaposi bastante agressivo ou outras

neoplasias com ritmo elevado e letal (Broder, 2009).

Hoje em dia, os fatos sdo diferentes, existe um cuidado adicional tanto com a
sobrevivéncia prolongada, como com a identificacdo e gestdo cuidadosa dos efeitos a
longo prazo derivados da terapia. A terapia antirretroviral crénica pode conduzir a
problemas cardiacos e metabdlicos, como resisténcia a insulina, dislipidemias,
lipodistrofia (distribuicdo anormal da gordura corporal), o aumento do risco do
desenvolvimento de doencas cardiacas e o aparecimento de diabetes tipo 2 (Sabin et al.,
2008; Silverberg et al., 2009; Filardi et al., 2008; Williams et al., 2009). Segundo Friis-
Mgller et al. (2007), esta associado um maior risco de aparecimento de aterosclerose,
nos pacientes que foram alvo de terapia antirretroviral, mais especificamente, utilizando

a classe de farmacos pertencentes aos inibidores da protease.

Outro grande desafio é o de ajustar o tipo de terapia a utilizar com o perfil de
risco cardiaco do paciente, alterando assim o risco associado de desenvolver problemas
cardiacos. No entanto e segundo Hsue et al. (2004), a infecdo por VIH-1 ja constitui por

si s6 um fator de risco para o desenvolvimento de doencas cardiacas. Por outro lado,
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ndo e possivel prever com precisdo adequada, a carga de efeitos adversos, quer
metabdlicos como cardiacos, nos sistemas de salde dos paises mais pobres e sem
recursos. Um estudo realizado recentemente, que contou com aproximadamente 5000
pessoas infetadas pelo VIH-1, demonstrou, atraves da realizacdo de eletrocardiogramas,

uma surpreendente evidéncia de doenca isquémica do coracéo (Carr et al., 2008).

Todo este tipo de efeitos adversos e o que eles provocam, que provém deste tipo
de terapia, sdo um entrave quando se pensa em administrar este tipo de farmacos
antirretrovirais em individuos, que ainda ndo estando infetados, constituem um risco no
controle da transmissdo do VIH-1, ou seja, impedem assim qualquer tipo de medidas

preventiva (Broder, 2009).

Em qualquer situacdo o mais importante é a procura por terapias mais eficazes e
seguras, e sempre que for possivel ter especial atencdo as realidades deste tipo de

terapia nos paises pobres e com recursos escassos (Broder, 2009).

Um desafio igualmente importante prende-se com pacientes pediatricos
infetados pelo VIH-1, em particular criangas com idade inferior a 5, 6 anos. N&o existe
uma grande quantidade de formulaces pediatricas, combinacdes de dose fixa, bem
como um maior nimero de opcdes de terapia contra estirpes resistentes. Isto acontece,
porque para além de poucos farmacos serem aprovados em utilizacdo pediatrica, ndo
existem certezas de qual é o melhor momento quer para iniciar o tratamento, como

orientacdes em termos de dosagem (Giaquinto, 2010).

Deve-se portanto, maximizar a0 méximo a utilidade e a eficacia de todas as
classes de farmacos conhecidas quer para adultos, quer para criangas, como também, ter
a possibilidade de utilizar novos farmacos para complementar a terapia existente ou até
mesmo substituir os atuais, sempre com o objetivo de melhorar as estratégias atuais de
tratamento (Broder, 2009).

Nestes ultimos anos apesar do esforgo que tem sido feito no que diz respeito a
prevencdo de mortes prematuras atraves de avancos na terapia antiretroviral, o nimero
anual de novas infe¢Ges pelo VIH-1 nos EUA é cerca de 50000. Um estudo de 2007
revela ainda que no mundo inteiro havia aproximadamente 2,7 milhdes de novas

infecdes causados por VIH-1 (Broder, 2009).
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Em termos epidemioldgicos, mais propriamente em Africa, a SIDA pode ser
vista como uma zoonose, devido ao constante contato dos seus habitantes com os
macacos (Hahn et al., 2000). E muito comum nas comunidades onde os seus membros
utilizam a carne de macaco como fonte de proteina, o que pode levar a que 0s retrovirus
infetem a comunidade (Peeters et al., 2002; Wolfe et al., 2004). Em particular, aplica-se
no caso dos chimpanzés (Pan troglodytes troglodytes), na Africa Ocidental e Central
(infecdo por VIH-1) e em macacos (Cerocebus atys) na Africa Ocidental (infe¢do por
VIH-2) (Wain et al., 2007; Van Heuverswyn e Peeters, 2007).

A forte industrializacdo que a Africa sub-sariana sofreu, agrava em larga medida
este problema das zoonoses, uma vez que a exploracdo comercial e 0 melhoramento das
suas redes de estradas, conduz a uma maior procura pela carne de caca, em locais que
anteriormente eram de dificil acesso, locais estes onde € possivel que estejam novos
reservatorios humanos de retrovirus. Portanto é de extrema importancia considerar que
0 desenvolvimento de novos farmacos antirretrovirais eficazes nunca sera um “negdcio
acabado” (Broder, 2009).

4.2 Oportunidades

De fato, como ja foi referido, os principais e classicos farmacos utilizados para
este tipo de terapia sdo principalmente aqueles que atuam na enzima transcriptase
reversa, na protease e na integrasse, 0 que trouxe diversas moléculas ativas bastante
eficazes na terapia antirretroviral (Richman et al., 2009). No entanto, é igualmente
importante, a presenca constante de novos conhecimentos sobre toda a biologia da
replicacdo viral, sempre o mais rapido possivel, para se obterem novas terapias em

alternativa aos farmacos classicos ja referidos (Buckheit et al., 2010).

Por exemplo, a descoberta e conclusdo do projeto genoma humano abriu
inimeras portas para a descoberta de novos genes e proteinas alvo em doengas
microbianas em geral e especificamente no caso do VIH-1/SIDA (Broder, 2004,
Hutcheson et al., 2008). Outro exemplo importante € o da laténcia viral do VIH-1 onde
ja estéo a ser feitos varios estudos (Lehrman et al., 2005).
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Como a tabela VI refere, estratégias terapéuticas como a ado¢édo de inibidores do
proteossoma, terapéutica baseada em ARN, incluindo moléculas como microARN e
ARN interferentes (SiARN), estes Ultimos direcionados a silenciar genes especificos e
essenciais a transcri¢do, tendo igualmente a capacidade de impedir a replicacdo do
provirus (Morris, 2008; Verdel et al., 2009). De facto esta ultima estratégia tem sido
amplamente estudada, visto que estas moléculas, siARN, também parecem ser eficazes
tanto no combate ao cancro, como de muitas outras doencas graves (Swanton et al.,
2004; Napoli et al., 2009). Um dia pode vir a ser possivel, através da utilizacdo destas
moléculas, induzir modificacOes epigenéticas permanentes, e assim, ter a capacidade de

um controlo altamente especifico do genoma humano (Morris et al., 2008).

E muito provavel que no futuro surjam mais solucdes para a terapia
antirretroviral, associada a um enorme progresso na area, cujas ramificacdes ndo serdo

somente confinadas aos retrovirus (Broder, 2009).
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4.3 Conclusao final

O progresso que tem vindo a ser feito tem sido consideravel e ao mesmo tempo
surpreendente diminuindo o numero de mortes prematuras causadas por VIH-1/SIDA.
Hé cerca de 25 anos atras pensava-se que este retrovirus humano era intratavel, hoje em

dia nem de perto se coloca essa hipotese (Broder, 2009).

E importante perceber também que os medicamentos antirretrovirais disponiveis
atualmente ndo estdo, nem devem estar limitados apenas a paises ricos em recursos,
porque devera haver uma vontade politica de forma a agir em conjunto para ajudar 0s

paises mais necessitados (Broder, 2009).

Inegavelmente, o combate aos retrovirus nunca estard acabado, principalmente
em areas como a resisténcia viral aos farmacos, a diversidade genética e os efeitos

adversos que provém de uma terapia a longo prazo (Broder, 2009).

Para concluir, de realcar que existem inumeras novas ideias cientificas que
podem levar a terapia antirretroviral para um degrau acima do atual, para um nivel
totalmente novo. Para isso tém sido feitas diversas pesquisas em laboratério, assim
como, varios ensaios clinicos, de forma a melhorar a qualidade de vida daqueles que se

encontram ainda, nos dias de hoje, em perigo (Broder, 2009).
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