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PROTEASES VIRAIS: IMPORTANTES ALVOS TERAPEUTICOS DE COMPOSTOS PEPTIDEOMIMETICOS
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VIRAL PROTEASES: IMPORTANT TARGETS OF PEPTIDEMIMETIC COMPOUNDS. Proteases catalyze the hydrolysis of
peptide bonds of proteins and peptides to produce smaller peptides and free amino acids. These enzymes are involved in physiologic
processes such as blood coagulation and cellular death, and are related to life cycle of several viruses, such as hepatitis C, dengue, and

AIDS. These features make most of proteases very important therapeutic targets for new pharmaceutical compounds. The development

of peptidemimetics with improved pharmacokinetic properties is driving extensive research in the field of viral protease inhibitors.
The present paper aims to highlight the design and synthesis of peptidemimetics that are able to inhibit viral proteases related to

hepatitis C, dengue, and AIDS.
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INTRODUCAO

Proteases representam uma classe de enzimas com importantes
papéis em processos fisioldgicos.! Além disso, elas possuem apli-
cacdo comercial, estando entre os trés maiores grupos de enzimas
industriais, sendo responsdveis por 60% da venda internacional de
enzimas.’

Estas enzimas estdo envolvidas em processos bioldgicos essen-
ciais, como a coagulagdo sanguinea, morte celular e diferenciacio de
tecidos, entre outros.’ Vdrias etapas proteoliticas importantes ocorrem
no mecanismo invasivo de tumores,* assim como no ciclo de infec¢do
de um grande nimero de virus e microrganismos patogénicos.’ Estes
fatos tornam as proteases um alvo quimioterdpico valioso para o
desenvolvimento de novos compostos farmacéuticos.

Tradicionalmente as proteases ou peptidases sdo enzimas que
catalisam a hidrdlise de ligagdes peptidicas presentes em proteinas ou
peptideos, liberando peptideos de tamanho variavel ou aminoacidos
livres.® Na nomenclatura internacional de classificacdo de enzimas
(EC), as peptidases pertencem a classe 3 e subclasse 3.4, que ainda
estd dividida em dois grandes grupos: as exo e as endopeptidases.’
As exopeptidases catalisam a quebra das ligagdes peptidicas nas
extremidades N ou C terminal das cadeias polipeptidicas e, assim,
podem ser denominadas de aminopeptidases ou carboxipeptidases,
respectivamente. As endopeptidases atuam preferencialmente nas
regides internas das cadeias polipeptidicas.®

As proteases podem ser classificadas também quanto a natureza
quimica do sitio catalitico/mecanismo de a¢do, sdo elas: i) serina
proteases; ii) cisteina proteases; iii) aspartico proteases; iv) treonina
protease e v) metaloproteases. Cada classe de proteases tem seu
conjunto particular de aminodcidos no sitio ativo. As serina pro-
teases apresentam a triade catalitica composta por Ser, His e Asp,
as cistefna proteases mostram os aminodcidos Cys, Asp e His, as
aspdrtico proteases, Asp e Asp e as metaloproteases apresentam um
fon metdlico no sitio ativo.’

As proteases se ligam de maneira especifica ao substrato e este
modo de ligacdo é representado pelo sistema de nomenclatura descrito
por Schechter e Berger.'” De acordo com este sistema, os residuos
de aminodcidos (ou cadeias laterais) do substrato sao nomeados da
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terminagdo N para a C, como: P,......,P,,P,.P. P P, P ... P’e
os correspondentes sitios de ligagdo da enzima sdo nomeados como:
S,ees33.5,,5,,5,7.S,7.S S, (Figura 1). A hidrélise da ligacdo
peptidica ocorre entre P, e P,” e a ligacdo € chamada “ligacdo cindivel
ou hidrolisavel”. A numeragdo dos residuos é também dada a partir
da ligacgdo cindivel e o residuo P, do substrato € chamado de residuo
de especificidade primaria.'

A participacdo crucial de proteases nos ciclos de replicacdo de
diversos virus € hoje amplamente reconhecida, levando ao interesse
de grandes industrias farmacéuticas no desenvolvimento de inibidores

destas enzimas.'!
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Figura 1. Sistema de nomenclatura de Schechter e Berger
DENGUE

A dengue ¢ uma das doencas tropicais mais difundidas no mun-
do. A cada ano, cem milhdes de pessoas infectam-se com o virus da
dengue (também chamado de DENV), principalmente nas cidades
e zonas urbanas tropicais, enquanto cerca de 2,5 bilhdes de pessoas
sofrem com o risco de infec¢@o."”

A dengue é uma doenca febril aguda, que pode ser de curso
benigno ou grave, dependendo da forma como se apresenta: infec-
¢do inaparente, dengue cldssica (DC), febre hemorragica da dengue
(FHD) ou sindrome do choque da dengue (SCD). O virus da dengue
(do tipo RNA) € um arbovirus, com quatro sorotipos conhecidos, 1,
2,3 e 4, sendo que a infec¢do com um deles ndo confere imunidade
a infecgdo pelo outro."

Grandes esforcos estdo sendo feitos ao redor do mundo para
o desenvolvimento de vacinas e farmacos contra o DENV. Desde
a década de 1970, a Organiza¢do Mundial de Saide (OMS) tem
patrocinado diversos estudos que ampliam os conhecimentos sobre
a imunidade dos sorotipos e a fisiopatologia da FHD/SCD, que sao
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essenciais para o desenvolvimento de vacinas seguras e efetivas contra
a dengue. Existem vdrias dificuldades para o desenvolvimento de
uma vacina efetiva contra o DENYV, mas o principal problema é que
ainfec¢@o por um sorotipo néo confere imunidade contra os demais,
ou seja, hd necessidade de uma vacina tetravalente, dificultando o seu
desenvolvimento.'* Outro problema ¢ a falta de um modelo animal
para testes de efetividade das vacinas. Embora os modelos mais uti-
lizados, ratos e macacos, sejam infectados pelo DENV, esses animais
ndo apresentam uma patologia semelhante a dos humanos, elevando
assim os custos das pesquisas devido a dificuldade para se avaliar a
protecdo vacinal.’® Devido a auséncia de uma vacina ou droga eficaz
contra o DENYV, o tratamento utilizado até 0 momento € sintomatico
contra a febre e a reposicio de fluido plasmatico devido ao extrava-
mento dos capilares nos pacientes com FHD e SCD.'®

O ssRNA (RNA fita simples) do DENV codifica, além de diversas
proteinas estruturais (C, E, prM), 7 proteinas ndo-estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Essas proteinas sdo ex-
tremamente importantes para a formacao do complexo de replicagio
viral. Além disso, duas regides ndo traduzidas (NTR) presentes em
cada extremidade dos genomas sdo importantes para as etapas de
traduc@o e transcri¢do do genoma RNA."

O primeiro evento de infec¢do do DENV na célula hospedeira
consiste na tradu¢do do RNA gendmico em uma poliproteina. Com
o processamento desta poliproteina viral, proteases da célula hospe-
deira e viral sdo recrutadas. Para hidrélise das ligacdes peptidicas da
poliproteina na juncio entre C-prM, prM-E, E-NS1 e NS4A-NS4B ¢
utilizada a peptidase sinalase encontrada no reticulo endoplasmatico
(RE) das células hospedeiras, e para hidrélise das ligagdes peptidicas
na jun¢do entre NS2A-NS2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A e NS4B-
NS5 € utilizada a serina protease viral NS3. J4 a hidrdlise na juncéo
NS1-NS2A ocorre pela acdo de uma protease ainda desconhecida
localizada no RE."®"?

A atividade serina protease na por¢ao N-terminal da proteina NS3
dos flavivirus foi primeiramente proposta por Bazan e Fletterick® e
Gorbalenya e colaboradores.”’ Em 1993, Falgout e colaboradores
demonstraram que a atividade proteolitica da NS3 era dependente da
proteina NS2B composta de 40 residuos que funciona como cofator
essencial para atividade catalitica. A NS3 protease do DENV, respon-
savel por hidrdlise de ligacdes peptidicas, € considerada essencial ao
processo de replicagdo e maturag@o do virus da dengue. De acordo
com a literatura, a NS3 protease € estruturalmente semelhante a tripsi-
na e apresenta no seu sitio catalitico a triade: His51 - Asp75 - Ser135.22

Hepatite C

A hepatite € uma doenca inflamatéria que compromete os hepa-
técitos cuja evolugdo pode ser de portador assintomatico até cirrose
e carcinoma hepatocelular. Ela pode ser classificada como viral
(causada por virus), toxica (causada pela reagdo ao dlcool, drogas
ou medicamentos) ou auto-imune, condi¢do na qual ocorre a acio
de células citotdxicas sobre o tecido hepatico.

Em 1989, o virus da hepatite C (HCV) foi reconhecido como
agente infeccioso responsdvel por formas adquiridas de hepatites
diferentes de A e B, chamada entdo de hepatite C, sendo hoje con-
siderada uma doenca silenciosa que infecta cerca de 3 milhdes de
individuos somente no Brasil.?

O tratamento da hepatite C tem como objetivo a supressao sus-
tentada da replicagdo do virus, prevenindo a progressdo da doenga.>*
O uso da terapia combinada, interferon-alfa (IFN-alfa) e ribavirina
(RBV), trouxe melhores taxas de resposta viral sustentada em com-
paracdo com a monoterapia com IFN, introduzida nos anos 90.%

Em pacientes com HCV genétipo 1, o tratamento ideal € rea-
lizado com IFN peguilado (PEG-IFN) e RBV e nos pacientes com
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HCV genétipos 2 e 3, o tratamento pode ser realizado com IFN
convencional e RBV. O processo de peguilagdo do IFN envolve a
adi¢do de polietilenoglicol (PEG), produzindo o PEG-IFN, o qual
apresenta uma absor¢do e eliminacdo mais lentas, permitindo que
seja administrado uma vez por semana, em vez de trés vezes, como
ocorre com o IFN convencional.?

O ssRNA (RNA fita simples) do HCV codifica diversas proteinas
estruturais (C, E1, E2 e p7) e seis proteinas ndo-estruturais (NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A e NS5B).2¢?7Q ciclo do HCV € semelhante ao
do DENYV, ou seja, apds a liberagdo do RNA viral no citoplasma, o
mesmo € traduzido em uma grande poliproteina precursora que se
insere na membrana do RE. Nesta etapa ocorre a clivagem desta
poliproteina pelas proteases do hospedeiro e pelas proteases virais
NS2 e NS3/4A.%

A estrutura tridimensional do dominio NS3 protease do HCV,
elucidada por cristalografia de raios-X, mostrou que ela possui
dois subdominios em folhas-B formando um barril tipico de uma
serina protease do tipo quimotripsina. Ela apresenta uma fenda de
intera¢@o ao substrato localizada entre os subdominios, importante
para atividade proteolitica. Para que o processamento seja eficaz, a
protease NS3 necessita de um cofator, o polipeptideo NS4A, que ¢
uma pequena proteina na qual alguns dos residuos de aminodcidos
hidrofébicos que o compdem tém a funcdo de ancorar o complexo
enzimdtico na membrana exterior do RE.” A NS3/4A apresenta no
seu sitio catalitico a triade formada por His57 — Asp81 - Ser139.303!

AIDS

Desde os primeiros casos descritos em 1981 (EUA), a AIDS
espalha-se em sucessivas ondas de infec¢@o por todas as regides do
globo, apesar dos rapidos avangos cientificos que foram alcancados.*?

A infecgo pelo HIV resulta em uma doenga cronica e progressiva
que pode levar a destrui¢do do sistema imunoldgico. A evolugio da
doencga € caracterizada por uma elevada taxa de replicagdo viral,
que leva a emergéncia de variantes virais mais virulentas.’?> Até o
momento, ja foram descritos dois tipos de virus: HIV-1 e HIV-2,
sendo o HIV-1 o mais virulento e disseminado pelo mundo. Este
apresenta elevada variabilidade genética denominada quasispecies,
no qual o virus € considerado como subpopulagdes e ndo um genoma
Unico cuja variabilidade estd em torno de 6%, podendo chegar a 50%
entre individuos de regides geogréficas diferentes. Ja o HIV-2 parece
ser menos patogénico e € encontrado, quase que exclusivamente, no
oeste da Africa.’

O HIV pertence ao grupo dos retrovirus citopdticos e nao-
-oncogénicos, o qual necessita, para se multiplicar, de uma enzima
denominada transcriptase reversa. Esta enzima € responsdvel pela
transcricdo do RNA viral em uma cépia de DNA, que pode, entdo,
integrar-se ao genoma do hospedeiro, através da enzima integrase.
Possui também uma enzima chamada de HIV protease, fundamental
para a quebra de unidades protéicas em pequenas moléculas, permi-
tindo uma montagem viral perfeita.’>3*

A protease do HIV-1 € responsdvel pela clivagem das proteinas
precursoras em protefnas estruturais e enzimas que tem um papel
essencial na replicagdo e maturacio viral. Ela ¢ um homodimero
constituido de 2 mondmeros com 99 residuos cada, sendo seu
sitio catalitico formado pela triade catalitica: Asp-25, Thr-26 e
Gli-27.%

MECANISMO CATALITICO DA SERINA PROTEASE
Dentre os diversos tipos de proteases, as serina proteases sio,

provavelmente, as mais cuidadosamente investigadas. Estas enzimas
empregam a catdlise dcido-bdsica geral e a catdlise covalente para a
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sua acdo, onde o mecanismo catalitico inicia-se na triade catalitica
caracteristica, His®” — Asp®' - Ser'¥, que estd localizada no sitio ativo
da enzima (Esquema 1).%

A triade € uma estrutura coordenada que consiste de trés aminod-
cidos: histidina, aspartato e serina, onde cada aminodcido desempenha
uma tarefa especifica no processo de catdlise. A cadeia lateral da Ser'**
(-CH,-OH) € ativada por uma catélise basica mediada por Asp®' e His"’
através de interacdes por ligagdo hidrogénio (numeragdo dos residuos
referente a serina protease do HCV). A Ser do sitio ativo (nucledfilo
ativado) ataca, entdo, a ligacdo amidica do substrato polipeptidico,
formando um intermedidrio oxianion tetraédrico. Este intermedidrio
se rompe pela eficiente transferéncia de préton da His para formar
uma amina e um intermedidrio acil-enzima. A liberag@o da porgdo
N-terminal e a introduc@o de uma molécula de H,O levam ao ataque
da carboxila do substrato, formando o fragmento C-terminal do
substrato e regenerando a enzima (Esquema 1).%
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MECANISMO CATALITICO DA ASPARTIL
PROTEASE

Acredita-se que o mecanismo de acdo das aspartil proteases
também ocorra via catdlise 4cido-base. Os residuos Asp 25 e Asp 25’
sdo responsdveis por catalisar a hidrélise das ligacdes peptidicas. Um
residuo aspartil auxilia na adicdo de uma molécula de dgua a carbonila
da amida do substrato, formando um intermedidrio tetraédrico que
possui grande afinidade pelo sitio catalitico. Ap6s a formagdo deste
intermedidrio, ocorre a quebra da ligacdo C-N com a formacao de
um &cido carboxilico e uma amina primaria.’’

PEPTIDEOS E PEPTIDEOMIMETICOS

Embora muitos peptideos naturais possuam propriedades farma-
cocinéticas e farmacodindmicas que permitam seu uso terapéutico,
isto ndo € um fendmeno comum nesta classe de compostos. A baixa
estabilidade quimica, a reduzida biodisponibilidade e a suscetibilidade
frente a proteases limitam o uso destes peptideos na clinica médica.*
Outro problema que se adiciona a estes ja descritos € a flexibilidade
conformacional de fragmentos proteicos, 0s que atuam via interagao
com uma proteina receptora podem assumir estruturas tridimensionais
de baixa afinidade pela mesma.

Uma alternativa ao uso dos peptideos naturais € o desenvolvi-
mento de compostos peptideomiméticos, os quais sdo estruturalmente
semelhantes ao peptideo natural, mas que tiveram suas estruturas
modificadas de forma a conferir propriedades farmacoldgicas mais
especificas e maior seletividade por um determinado sitio receptor.
Entretanto, para o planejamento de um peptideomimético € necessario
compreender o papel desempenhado por seus diversos componentes
estruturais.*” A afinidade pelo receptor, por exemplo, encontra-se
fortemente associada as cadeias laterais dos aminodcidos do pepti-
deomimético, que interagem com grupamentos de cardter comple-
mentar na estrutura do receptor através de interagdes de natureza
eletrostatica, como ligacdes hidrogénio, dipolo-dipolo e forcas de
Van der Waals.*! Desta forma, o esqueleto bdsico de todo peptideo,
constituido por ligacdes amidicas (peptidicas) intercaladas por uma
unidade metilénica ou metinica, pode ser alterado dando origem
ao peptideomimético, desde que mantendo as cadeias laterais nas
posi¢des adequadas para a interacdo com o receptor. A substituicao
de ligacdes peptidicas por outras quimica e enzimaticamente mais
estaveis ira conferir maior resisténcia frente a proteases, o que €
crucial para o desenho de inibidores enzimaticos.***

PEPTIDEOMIMETICOS INIBIDORES DE PROTEASES
Protease do DENV

Poucos inibidores da NS3 protease do virus da dengue de natureza
peptideomimética tém sido descritos na literatura, dentre eles estd a
aprotinina (um antifibrinolitico natural), um inibidor padrio de prote-
ases incluindo tripsina, quimotripsina, plasmina, ativador tissular do
plasminogénio e calicreina tissular e plasmética. A aprotinina apresen-
tou um IC,,=65nM contra serina protease recombinante do DENV-2.

Algumas estratégias tém sido empregadas na pesquisa de inibi-
dores da NS3/NS2B protease do DENV com vdrios graus de sucesso,
dentre elas a sintese racionalmente planejada de peptideomiméticos
e ciclopeptideos,® screening virtual baseado na estrutura, screening
de produtos naturais, entre outros.*® Entretanto, somente poucos ini-
bidores peptideomiméticos e compostos estruturalmente pequenos
sdo descritos.?’

Na estratégia de sintese racionalmente planejada de peptideo-
miméticos, Yin e colaboradores descreveram o composto do tipo
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aldeido 1 (Figura 2), o qual mostrou ser um inibidor reversivel e
competitivo, com um K, de inibi¢do igual a 5,8 UM contra a NS3
protease do DENV-2.4 Um estudo de relagdo estrutura-atividade
(SAR) foi realizado na tentativa de encontrar novos inibidores.*
Neste estudo, o composto 1 serviu de protétipo para o entendimento
das intera¢des farmacoféricas inibidor-enzima e desenvolvimento
de novas moléculas peptideomiméticas, as quais vieram a confirmar
a preferéncia da enzima por residuos bdsicos de Arg na porgdo
terminal, especialmente na posi¢do P,. Como resultado dos estu-
dos de SAR obteve-se o tripeptideo 2, mais ativo, mostrando um
K=1,5uM (Figura 2).504%

Apesar de existirem varios métodos para a sintese em solucio
de peptideos modificados em sua estrutura original,’’ metodologias
sintéticas em fase solida (solid-phase peptide synthesis-SPPS),
idealizadas por Bruce Merrifield na década de 1960, tornaram-se
bastante atrativas. Através desta metodologia, peptideos ou peptide-
omiméticos podem ser sintetizados pela fixa¢do de um aminodcido a
um suporte polimérico, seguida por uma sequéncia de reagdes sobre
este aminodcido inicial, de forma a construir uma cadeia peptidica.
A fixag@o a matriz polimérica permite reduzir o nimero de etapas
de purificacdo no processo, aumentando assim o rendimento final
do peptideo desejado, além de permitir a automagao do processo, o
que possibilita a construcao de uma biblioteca de compostos a serem
testados através de high-throughput screening.>

Devido a essas vantagens a série de compostos do tipo aldeido,
incluindo o composto 1 mostrado acima, foi sintetizada em fase sélida
utilizando a resina de Weinreb. Nesse método, a fun¢do aldeido foi
liberada na dltima etapa, apds a remocao em meio dcido do grupo
protetor na cadeia lateral, minimizando a condensag¢do entre a cadeia
lateral guanidina da arginina e a fung@o aldeido, que formaria um
composto deidro ciclico inativo.>

Na estratégia de screening virtual baseado na estrutura, um recen-
te estudo de modelagem molecular realizado por Frecer e Miertus®*
utilizou-se de técnicas combinatérias para desenhar uma biblioteca
de compostos peptideomiméticos utilizando a estrutura 3D da NS3/
NS2B protease do DENV. Esta biblioteca virtual, composta por mais
de 9.200 derivados desenhados tendo como modelo o aldeido 1 e
residuos de aminodcidos néo naturais nas posicoes P, a P,, foi testada
in silico. O composto 3 (Figura 2), considerado o mais promissor da
busca virtual realizada, apresentou um K; cerca de 50 vezes menor
(K=0,1uM) do que o composto modelo 1 e foi analisado em termos
de interagdo enzima-inibidor e propriedades fisico-quimicas relacio-
nadas a adsorcio, distribuicdo, metabolismo e excre¢do (ADME).

Apesar de alguns inibidores ja terem sido descritos na literatura
com valores de IC,, em uma faixa menor que micromolar, as inde-
sejadas caracteristicas fisico-quimicas e alta toxicidade dos mesmos
ndo permitiram posterior desenvolvimento.

O planejamento racional de inibidores especificos da NS3/NS2B
protease do DENV tem se mostrado bastante dificil, devido a relativa
planaridade do sitio ativo da enzima, fato que requer uma mudanga
conformacional substancial do fragmento NS2B, cuja estrutura
tornou-se disponivel muito recentemente, para que ocorra a ligacio
de um inibidor.

Protease do HCV

Desde a sua identificagdo em 1993, a serina protease NS3/4A do
HCYV tem sido alvo de intensos estudos para a descoberta de inibidores
seletivos e potentes para a terapia de pacientes com hepatite C. O
sucesso do desenvolvimento de inibidores da HIV protease demonstra
que proteases virais podem ser excelentes alvos para o desenho de
novas drogas baseadas na estrutura quimica.’**’ Entretanto, no caso
da serina protease do HCV, a busca por pequenas moléculas, potentes,

Proteases virais: importantes alvos terapéuticos de compostos peptideomiméticos 311

HNG NH, NH HNS NH
HN HN
o] H O H O 0 )
N PyN N PzN H \)L
zPs3 Py H P
H o W\H 0 \L 0 \L 0
NH NH
NH A =
1 (K;=5,8uM) 2 HNTNHy  2(K=1,50M) HN T
*HN% * ()

Ha

Q)D\J\(NQL NﬂH

HN_, NH+ \©\
NH*

) A

H,N" NH,
3 (KiP"®=0,1uM) (P1)

Figura 2. Peptideomiméticos derivados de aldeido como inibidores da NS3/
NS2B protease do DENV

seletivas, que sejam bioativas por via oral, tem sido parcialmente
dificultada pelo fato do sitio da ligagdo ao substrato ser razoavel-
mente plano e marcadamente hidrofébico. Mesmo assim, progressos
significantes tém sido feitos nos dltimos anos para a identificagio de
novos inibidores da serina protease NS3/4A.%

Inibidores nao-covalentes

Inibidores peptidicos lineares

Estudos iniciais na busca por um inibidor potente de HCV pro-
tease utilizaram a estratégia de planejamento de drogas baseada na
estrutura. Esta estratégia originou-se a partir da inibicao significativa
da enzima pelos produtos peptidicos que sdo liberados da clivagem
enzimdtica de vdrios substratos.*® Desta forma, foram desenvolvidos
diversos inibidores peptidicos e peptideomiméticos, como por exemplo,
o hexapeptideo 4, o qual apresentou um K=0,04uM. Tendo 4 como
protétipo, outras estruturas menores e menos carregadas foram obtidas,
tal como o composto tripeptidico 5 com um K=0,6uM (Figura 3).*

Inibidores peptidicos macrociclicos

Viérios métodos de despeptidizag¢do tém sido usados na tentativa
de melhorar o perfil farmacocinético de inibidores peptidicos, tais
como o uso de aminoédcidos ndo-naturais, uso de isésteros peptidicos
e a macrocicliza¢do.*® Os macrociclos, com estrutura e tamanho de
anéis apropriados, podem se ligar mais fortemente a uma enzima de
uma maneira rigida e pré-organizada, além de serem menos suscep-
tiveis a hidrélise por proteases.*®

A estrutura de raios-X da NS3 protease revelou que as por¢des
S, e S, estdo bem préximas. Assim, pela ciclizagdo dos residuos P,
e P, dos inibidores peptidicos (ex. o composto 6, figura 3), vdrios
inibidores macrociclicos foram obtidos, os quais apresentaram
bons perfis pré-clinicos levando-os aos testes clinicos. O ciluprevir
(7) (BILN 2061 - Boehringer Ingelheim), um macrociclo de 15
membros, foi o primeiro composto inibidor de protease do HCV a
entrar em testes clinicos (Figura 3). Os primeiros resultados foram
promissores, mostrando um declinio rapido da carga viral plasmatica
em todos os pacientes com HCV gendtipo 1 tratados, mas resultados
subsequentes apresentaram certa toxicidade cardiaca em altas doses,
além da baixa eficdcia contra os genétipos 2 e 3, assim foi retirado de
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Figura 3. Estruturas de peptideomiméticos inibidores de HCV protease

estudo.” Estudos de SAR mostraram que a por¢@o ciclopropil vinil
na posicdo P, de 7 apresentou o melhor encaixe com a superficie
enzimdtica, passando a ser elemento fundamental na estrutura de
posteriores inibidores.

Inibidores covalentes

Inibidores macrociclicos

Diversos inibidores macrociclicos tém sido descritos através da
utilizagdo da estratégia de macrociclizag¢@o, nos quais a cadeia lateral
P, foi ciclizada com o grupamento da extremidade P;, originando
os chamados macrociclos P,-P,, bem como aqueles denominados
P,-P,, provenientes da ciclizagdo dos aminodcidos nas respectivas
posigdes. Dentre os macrociclos P,-P, estdo os derivados 8 e 9
(Figura 4) que, apesar de apresentarem elevada poténcia em testes
enzimadticos, foram menos potentes em testes celulares com replicon.
Ja os macrociclos P -P, apresentaram melhores perfis de atividade
no replicon celular.*8¢°

Inibidores lineares

Na classe de inibidores covalentes lineares destacam-se os com-
postos do tipo dcido bordnico/boronatos (ex. o composto 10, figura
4) e os derivados do tipo a-cetoamidas. Essas func¢des tém sido
investigadas como eletréfilos que, potencialmente, poderiam reagir
com a hidroxila nucleofilica da serina do sitio ativo.”

Quim. Nova

O telaprevir (11) (VX-950 - Vertex Pharmaceuticals, Inc.)
(Incivek/Incivo®)®! e o boceprevir (12) (SCH503034 - Merck Sharp
& Dohme Co., Inc.) (Victrelis®) (Figura 4), representantes da classe
das o-cetoamidas, foram aprovados para o tratamento do HCV
gendtipo 1 pelo FDA, EMA e ANVISA, dentre outras agéncias,
em 2011. Apesar da boa atividade contra o genétipo 1 do HCV, a
monoterapia com esses agentes resulta em rapida sele¢do de va-
riantes droga-resistentes.®? Estudos de fase II e III mostraram que a
combinacdo dessas drogas com PEG-IFN e ribavirina levou a uma
substancial redugdo na frequéncia de mutantes resistentes.®* Assim
eles sdo empregados como um terceiro medicamento no tratamento
de pacientes com hepatite C cronica (infectados com o genétipo 1),
junto com o PEG-IFN e a ribavirina, visando a obten¢do de maior
resposta terapéutica.

Vdrios outros agentes inibidores da protease NS3/4A estdo em
fases diferentes de testes clinicos, o que aumentard bastante as
opgdes de tratamento em um futuro préximo.* Dentre eles estdo
o simeprevir (13) (TMC435350),° um inibidor macrociclico nédo
covalente e o faldaprevir (14) (B1201335),% um inibidor linear ndo
covalente (Figura 4). Atualmente, ambos estdo em estudos clinicos

de fase 3.
0
H H |
N 8N N\)LN N_
H
N_Ay0 o H o
O R

8: R = cicloexil
9: R = t-butil

14 Faldaprevir (BI201335)

13 Simeprevir (TMC435350)

Figura 4. Inibidores da enzima HCV protease
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Protease do HIV (HIV PR)

Dentre as trés patologias em questdo neste trabalho, a AIDS ¢
a que mais avangou na comercializacdo de farmacos inibidores da
protease. Nas ultimas décadas, dez inibidores foram aprovados pelo
FDA e outros se encontram em estdgio de testes clinicos.’®>’

O saquinavir (15), desenvolvido pelo laboratério Hoffmann-La
Roche, foi o primeiro inibidor da HIV PR aprovado pelo FDA, em
dezembro de 1995. Atualmente outros farmacos sdo comercializados,
dentre eles estdo o ritonavir (16), indinavir (17), nelfinavir (18) e
darunavir (19) (Figura 5). Ressalta-se que quase todos os fairmacos
inibidores da HIV PR sdo compostos peptideomiméticos, contendo
um grupamento hidroxila planejada para interagir com a diade de
residuos Asp central.

A introdugdo da primeira geracdo de inibidores, os firmacos 16,
17 e 18, mudou a natureza da AIDS epidémica de doenca terminal
para doenca passivel de tratamento.®’

O darunavir (19) (Prezista®), um dos mais recentes inibidores da
HIV-1 PR, foi planejado com o objetivo de maximizar as interacdes
hidrofébicas e ligagdes hidrogénio com os residuos do sitio S2 da
protease, pela introducdo do ligante bis-tetraidrofurano (bis-THF).%
Kovalevsky e colaboradores® mostraram que o composto 19 possui
dois sitios de liga¢do na enzima protease: um no proprio sitio ativo e
outro em um dos flaps méveis do dimero. A existéncia deste segundo
sitio de ligag@o sugere um mecanismo para a grande efetividade de
19 contra os virus mutantes que sdo resistentes aos demais farmacos
da classe.

Baseados no sucesso do desenvolvimento do darunavir, Ghosh
e colaboradores planejaram novos peptideomiméticos do tipo ciclo-
pentiltetraidrofurano (Cp-THF), como ligantes em P,, substituindo
a estrutura bis-THF presente em 19. Os compostos desta série apre-
sentaram valores de K, na ordem de nM e pM.”

Apesar da existéncia de vdrios firmacos no mercado para terapia
anti-HIV, que provam inequivocamente que a HIV PR consiste em
um alvo terapéutico importante, a terapia anti-HIV PR torna-se
limitada devido ao surgimento de cepas virais mutantes resistentes
a essas drogas. Esse fato justifica a necessidade da busca cons-
tante de novas estruturas capazes de superar e inibir as mutagdes
enzimaticas.”

PLANEJAMENTO E SINTESE DE NOVOS INIBIDORES
DE SERINA PROTEASE

A necessidade do desenvolvimento de fiarmacos mais eficazes
para a terapia de infecc¢des virais de grande impacto no sistema de
satide mundial, como a dengue, a hepatite C e AIDS, tem justificado
o empenho de pesquisadores na drea de sintese de moléculas pepti-
deomiméticas voltadas para tais patologias virais.

Durante as ultimas décadas muitos esforcos tém sido feitos no
sentido de desenvolver estratégias de planejamento e sintese de
moléculas peptidicas e peptideomiméticas com conformagdes es-
pecificas, tais como: o-hélice, folhas B ou estendida, uma vez que a
incorpora¢@o de aminodcidos com angulos corretos de tor¢ao pode ser
fundamental para a atividade e seletividade.* Recentemente, o enfo-
que maior tem se voltado para o planejamento, sintese e utilizagao de
aminoacidos nao-naturais mono ou biciclicos, conformacionalmente
restritos, para incorpora¢@o dos mesmos nas estruturas de inibidores
enzimdticos peptideomiméticos.”

Neste contexto, Muri e colaboradores vém trabalhando na pes-
quisa de compostos peptideomiméticos como potenciais inibidores
de serina protease do HCV e DENV. Eles utilizam, como cerne
estrutural, o composto chamado isomanideo (20) (Figura 6) devido a
sua estrutura peculiar de éter biciclico conformacionalmente restrita

Proteases virais: importantes alvos terapéuticos de compostos peptideomiméticos 313

&
16 Ritonavir

R

0 HO N
II/
OH N N
—
17 Indinavir
SPh
(0]
HO.
N
H
18 Nelfinavir
NH,
Q
.S,
B¢
HOm
NH
% 8
° o
(O} We]
19 Darunavir H

Figura 5. Inibidores da enzima HIV protease

do tipo em “U”, com uma estereoquimica definida, o qual apresenta
caracteristicas estruturais tteis em compostos peptideomiméticos,
devido a sua capacidade de agir como um indutor do tipo folha 3 e
reter o padrdo de ligagdes hidrogénio da cadeia lateral peptidica.”™

O isomanideo (20) ¢ um carboidrato quiral, comercialmente
disponivel, o qual pode ser obtido industrialmente pela desidrata¢do
do D-manitol.”> A estrutura simétrica, biciclica, apresentando duas
hidroxilas na posi¢ao endo o faz um bloco de construcao atrativo para
aplicagdes sintéticas.”® O isomanideo e seus derivados ja vém sendo
utilizados por vérios grupos de pesquisa, como catalisadores de trans-
feréncia de fases em sintese assimétrica, como ligantes e auxiliares
quirais, na sintese de liquidos i0nicos quirais, bem como produtos
de partida para a sintese de compostos de interesse farmacéutico.”

Um dos primeiros trabalhos descritos por Muri e colaboradores
consistiu na sintese da série de compostos (22) (Figura 6), a qual
foi obtida pela reacdo de abertura de diversas oxazolonas com a
mono-amina benzilada (21), obtida a partir do isomanideo, em 4
etapas. Os derivados sintetizados foram testados farmacologicamente
em modelo celulares do tipo replicon de HCV, no qual o composto
com os substituintes, R, =Ph e R,=2-tienil, apresentou o melhor perfil
de inibi¢do com ECy = 35 uM.”™

Com o intuito de otimizar o perfil farmacoldgico dos peptideomi-
méticos obtidos, 0 mesmo grupo de pesquisas planejou e sintetizou
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Figura 6. Séries de peptideomiméticos derivados do isomanideo (20)
ésteres e amidas (série 23, Figura 6) pela introducao de cadeias laterais REFERENCIAS

provenientes de diversos aminodcidos e dipeptideos, com o intuito de
verificar o grau de intera¢do das mesmas com a protease do HCV.”
O derivado com o substituinte X=-NH e cadeia lateral derivada do
aminodcido arginina, a N-Boc-N-di-CBz-L-Arg, apresentou uma
inibicdio de 45% da atividade protease da enzima em uma concen-
tracdo de 100uM. Este composto mais ativo, o derivado da arginina,
foi ancorado (estudos de docking) no sitio ativo da enzima NS3/4A
protease do HCV, mostrando-se localizado na fenda hidrofébica S1,
onde o residuo arginina interagiu com os residuos Ile132, Leul35,
Lis136, Glil137, Ser139 e Phel54. Neste estudo, também se obser-
vou a presenca de seis ligagdes hidrogénio, sendo quatro do residuo
arginina com os aminodcidos His57, Argl55 e Alal57 da enzima e
duas do anel isomanideo.®

Baseados na vasta literatura sobre o uso do 4cido tartdrico como
cerne estrutural ndo-hidrolisavel para o planejamento de inibidores
de proteases, novas estruturas peptideomiméticas derivadas do iso-
manideo foram planejadas, contendo esqueletos oriundos do dcido
D e L-tartdrico, representada pela série (24) (Figura 6). No teste de
inibi¢do enzimadtica frente 8 NS3/4A protease do HCV, o composto
derivado do aminoécido L-Val e acido D-tatdrico apresentou o melhor
perfil de inibicao igual a 63%.%!

A série de compostos (25) foi planejada pela introdugao do cerne
nao-hidrolisavel da estatina e L-aminoacidos, na cadeia lateral do
isomanideo. Esta série encontra-se em fase de testes bioldgicos.®

CONCLUSOES

O presente trabalho mostra uma ampla revisdo da literatura
sobre compostos peptideomiméticos como inibidores de serina e
aspartil proteases, enfatizando a necessidade do desenvolvimento
de farmacos mais eficazes para a terapia de infec¢des virais, uma
vez que poucos inibidores da HCV protease e dez inibidores da
HIV protease estdo disponiveis comercialmente. Esta necessidade
é reforcada pela existéncia de diversas variantes virais e emergéncia
de cepas mutantes, além das dificuldades para o desenvolvimento
de uma vacina efetiva.

Diversos pontos da replicacdo do HIV e HCV, além das protea-
ses, podem ser considerados alvos potenciais para desenvolvimento
de novos agentes para terapia farmacoldgica, ampliando assim as
possibilidades de obtencio de um novo farmaco para tais patologias
de interesse mundial.
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