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1. INTRODUCCIO | OBJECTIUS

1.1 SINDROME DE LA IMMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (SIDA)

L’abast de I'epidémia provocada pel virus de la immunodeficiencia humana (VIH) és molt més ampli
del que es podia haver previst ara fa 25 anys, quan es va descobrir per primera vegada I'existéncia
d’aquesta malaltia. Aquesta malaltia és coneguda actualment sota el nom de sindrome de la
immunodeficiéncia adquirida (SIDA) i es caracteritza per una deficiéncia en el sistema immunologic i
una elevada susceptibilitat a patir qualsevol tipus d’infeccié. Havent estat la causant de la mort de
més de 25 milions de persones i amb un valor estimat d’aproximadament 40 milions de persones
actualment infectades (Fig. 1)," la SIDA es pot classificar com una de les pitjors malalties infeccioses
conegudes. Ha esdevingut la principal causa de mort a I'Africa sub-sahariana i la quarta a nivell

mundial, per darrere dels atacs de cor, els vessaments cerebrals i les infeccions respiratories agudes.
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Figura 1: Mapa mundial del nombre estimat d’infectats pel VIH I'any 2006

Aquesta epidémia devastadora ha provocat una intensa recerca sense precedents per part de la
comunitat cientifica, que ha resultat en la identificacio de I'agent causant de la malaltia i en el
desenvolupament d’una terapia combinada coneguda sota el nom de HAART (Highly Active Anti
Retroviral Therapy). Tot i que la introduccié d’aquesta combinacié de farmacs ha reduit drasticament
les morts provocades per la SIDA en el mén desenvolupat, el seu elevat cost impedeix I'accessibilitat
d’aquesta terapia a la majoria dels infectats, ja que més del 95% habiten en paisos en vies de
desenvolupament. Aquest fet desemboca en un greu problema social i econdmic a nivell mundial, al
qual cal respondre amb una politica d’educacié i prevencidé i amb una intensa recerca envers el

desenvolupament d’'una possible vacuna i de nous farmacs més potents.

' Joint United Nations Program on HIV/AIDS (UNAIDS) i World Health Organization (WHO) 2006. AIDS epidemic update:

December 2006 (www.unaids.org)



INTRODUCCIO i OBJECTIUS

1.1.1 El virus de la immunodeficiéncia humana (VIH)

Amb I'aillament d’un nou retrovirus I'any 1983 per part dels grups de Gallo i Montagnier,2 i la posterior
associaciéo d’aquest amb la SIDA, es va comencar a clarificar 'agent causant d’aquesta infecci6.
Aquest virus, que des del seu descobriment ha rebut diferents noms com HTLV-Ill (Human T-cell
Leukemia Virus Type 3) o ARV (AIDS related virus), es coneix actualment com a virus de la
immunodeficiéncia humana (VIH).

Actualment esta ampliament acceptat el fet que el VIH prové del virus de la immunodeficiéncia del
simi (VIS) i que la transmissio als humans va tenir lloc per zoonosi d’una subespécie de ximpanzé
(Pan troglodytes i‘rog/odytes).3 En quin lloc, quan i de quina manera son algunes de les gqlestions que
encara romanen sense resposta, tot i 'existéncia d’'una gran varietat d’hipotesis.

El VIH és un virus altament variable, que muta amb molta facilitat. S’han detectat dues soques
genéticament diferents del virus: el VIH-1 i el VIH-2, els quals es transmeten de la mateixa manera i
donen lloc a la SIDA de manera indis’(ingible.4 Tanmateix, sembla que el VIH-2 es transmet menys
facilment i que el periode entre la infecci6 inicial i la malaltia és més llarg. Arreu del mén, la forma
predominant del virus és la del VIH-1, mentre que el VIH-2 es troba concentrat basicament a I'oest
d’Africa. A la vegada, el VIH-1 es pot classificar en tres grups: el M (de I'anglés major), 'O (outlier) i N
(new).

La principal diana del VIH sén els limfocits T CD4", que formen part de la maquinaria del sistema
immunolc‘)gic.5 Juntament amb els limfocits T, altres cél-lules que expressen els receptors CD4 a la
seva superficie, com son els macrofags, els monocits i les cél-lules limfoides, atrauen també el VIH i
actuen com a diposits virals, incrementant d’aquesta manera el periode de laténcia associat amb la
infeccio.® La primera fase de la infeccié del VIH progressa rapidament i exhibeix simptomes
semblants als de la mononucleosi, en un periode de poques setmanes. Durant aquesta fase,
I'extensié de la infeccié és elevada i la concentracié de virié (la particula viral) supera el milié6 de
copies per mil-lilitre de sang. La resposta immunologica del pacient contraataca al cap de poques
setmanes, i com a consequéncia té lloc una disminucié del nivell del virus en la sang, d’aquesta
manera s’entra en la segona fase de la infecci6. Aquest llarg periode asimptomatic fa que el VIH es
pugui caracteritzar com un lentivirus. Durant aquest periode, la replicaci6 viral continua sent activa i
les cél-lules son infectades i eliminades rapidament. Es produeix una disminucié gradual del nombre
de cél-lules T. En la tercera i Ultima fase de la infeccid, el nombre de cél-lules T CD4" disminueix més

rapidament i la carrega viral augmenta fins a produir una immunodeficiéncia clinica.

2 a) Barre-Sinoussi, F.; Chermann, J-C.; Rey, F.; Nugeyre, M.T.; Chamaret, S.; Gruest, J.; Dauguet, C.; Axler-Blin, C.; Vezinet-
Brun, F.; Rozenbaum, W.; Montagnier, L.; Science, 1983, 220, 868-871. b) Popovic, M.; Sarngadharan, M.G.; Read, E.; Gallo,
R.C.; Science, 1984, 224, 497-500. c) Gallo, R.C.; Salahuddin, S.Z.; Popovic, M.; Shearer, G.M.; Kaplan, M.; Haynes, B.F;
Palker, T.J.; Redfield, R.; Oleske, J.; Safai, B.; White, G.; Foster, P.; Markham, P.D.; Science, 1984, 224, 500-503.

% a) Gao, F.; Bailes, E.; Robertson, D.L.; Chen, Y.; Rodenburg, C.M.; Michael, S.F.; Cummins, L.B.; Arthur, L.O.; Peeters, M.;
Shaw, G.M.; Sharp, P.M., Hahn, B.H.; Nature, 1999, 397, 436-444. b) Bailes, E.; Gao, F.; Bibollet-Ruche, F.; Courgnaud, V.;
Peeters, M.; Marx, P.A.; Hahn, B.H.; Sharp, P.M.; Science, 2003, 300, 1713.

* a) Clavel, F.; Guyader, M.; Guetard, D.; Salle, M.; Montagnier, L.; Alizon, M.; Nature, 1986, 324, 691-695. b) Guyader, M.;
Emerman, M.; Sonigo, P.; Clavel, F.; Montagnier, L.; Alizon, M.; Nature, 1987, 326, 662-669.

® Haase, A.T.; Annu. Rev. Immunol., 1999, 17, 625-656.

® Embretson, J.; Zupancic, M.; Ribas, J.L.; Racz, P.; Tenner-Racz, K.; Haase, T.; Nature, 1993, 362, 359-362.
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Estructura del VIH

El VIH ha estat identificat com a retrovirus, pertanyent a la familia dels Lentiviridae,? que com el seu
nom indica es caracteritzen pel llarg temps que triguen en produir efectes adversos al cos. Mitjangant
microscopia electronica d’elevada resolucié s’ha observat que el viri6 madur del VIH consisteix

basicament en una particula esférica embolcallada d’aproximadament 100 nm de diametre (Fig. 2).”

gp120
gpd1
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viral

p17
p24
proteasa

transcriptasa
inversa

ARN

Figura 2: Esquema de I'estructura del VIH (www.avert.org/pictures/hivvirus1.htm)

El virus esta envoltat d’'una bicapa lipidica derivada de la cél-lula hoste en el procés de maduracio.
Aquest embolcall esta constituit basicament per dues glicoproteines virals: la glicoproteina de
superficie gp120 i la proteina transmembrana gp41 (“gp” representa glicoproteina i el numero fa
referéncia al pes molecular de la proteina en milers de Daltons). L’interior d’aquest embolcall esta
recobert per la proteina associada a membrana p17, que proporciona una matriu per I'estructura viral i
resulta vital per la integritat del virid. La matriu envolta un nucleoid cilindric i dens caracteristic que
conté la proteina de capside p24. Dins del nucleoid hi ha dues copies d’ARN monocatenari, que
componen el genoma viral. Acompanyant al genoma, trobem varies copies de la proteina de la
capside nuclear p7, proteines auxiliars (Nef, Vif, i Vpr) i enzims essencials (proteasa, transcriptasa
inversa i integrasa). Altres proteines auxiliars, com sén la Vpu, Tat i Rev, es creu que soén

sintetitzades directament a la cél-lula hoste.®

Cicle de vida del VIH

El cicle de vida del VIH es pot dividir en diferents etapes (Fig. 3):

" Gallo, R.C.; Sci. Am., 1987, 256, 46-57.
8 Turner, B.G.; Summers, M.F.; J. Mol. Biol., 1999, 285, 1-32.
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Particula del VIH

- Uni6 del VIH a la cél-lula hoste
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Figura 3: Representacié grafica del cicle de vida del VIH-1

= Entrada del virus a la cél-lula hoste: aquesta etapa es pot subdividir a la vegada en 3 passos:
adhesiod, interaccido amb el coreceptor i fusié. L’adhesié del VIH-1 a la superficie de la cél-lula
hoste es duu a terme per mitja d’'una interaccié d’elevada afinitat entre la proteina de I'embolcall
viral gp120 i el receptor CD4 de la céllula hoste.® El receptor CD4 és una proteina que es troba
present predominantment a la superficie dels limfocits T, responsables de la induccié de la
resposta immunologica. Aquest complex gp120-CD4 interacciona amb un coreceptor a la
superficie cel-lular, normalment la quemoquina CXCR4 o CCRS5. La glicoproteina transmembrana
gp41 fa possible la fusié de la membrana, completant aixi I'entrada del virus a la cél-lula hoste.

= Desproteccié del nucli de la capside: després de la fusid, la proteina p24 del nucli de la
capside es veu alterada i el contingut de la capside viral és abocat al citoplasma de la cél-lula
hoste.

= Transcripcioé reversa: a continuacio té lloc la transcripcié reversa de 'ARN monocatenari a una
doble cadena d’ADN, mitjangant I'enzim transcriptasa inversa (TR). Aquest enzim té associat un
grau d’error elevat, ja que no és capag¢ de realitzar la prova de lectura que duen a terme les ADN
polimerases normals.

= Transport nuclear: 'ADN viral acabat de sintetitzar és transportat a continuacié al nucli de la
cél-lula hoste.

= Integracio: 'ADN viral és processat i transferit al genoma hoste, mitjangant 'enzim integrasa (IN).

Un cop I'ADN viral ja ha estat inserit, la infeccié en aquesta cél-lula ja és permanent. El provirus

o Dagleish, A.G.; Beverly, P.C.; Clapham, P.R.; Crawford, D.H.; Greaves, M.F.; Weiss, R.A.; Nature, 1984, 312, 763-767.
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pot romandre inactiu (latent) durant un llarg periode de temps o manifestar un elevat nivell
d’expressio génica i per consequéncia una produccio viral activa.

Transcripcio i translacio: I'activacié del provirus (expressié génica) en estat latent té lloc per
mitja de factors de transcripcio selectius i constitutius de la cél-lula hoste i t&€ com a consequéncia
la produccié sequencial de varis ARN missatgers (m-ARN). Aquests m-ARN son traduits a les
proteines reguladores Tat, Rev i Nef.

Produccié d’un nou virié: la formacid6 d’un nou nucli viral comenga amb I'ensemblatge
d’aquestes proteines reguladores, enzims i ARN a la membrana plasmatica de la cél-lula hoste.
La gemmacio del nou virio té lloc a la membrana cel-lular, on finalment adquireix el seu embolcall
extern.

Maduracioé del virié: en aquest procés és imprescindible la preséncia de la proteasa del VIH
(PR), per tal que les poliproteines precursores gag i gag-pol esdevinguin les corresponents

proteines estructurals (p17, p24, p7, p6, p2, p1) i funcionals (PR, TR, IN).

1.1.2 Agents i dianes actuals en la terapia contra el VIH

Com s’ha vist en l'apartat anterior, el cicle de replicaci6 del VIH presenta diferents dianes

terapéutiques viables que poden ser explotades pel desenvolupament d’'una quimioterapia anti-VIH

(Fig. 4).
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Figura 4: Dianes terapéutiques dels antiretrovirals en les diferents etapes del cicle de vida del VIH

Inicialment, el tractament pels individus infectats consistia en I'administracié d’'un sol farmac, pero

I'aparicié de noves soques viriques resistents ha obligat a substituir la monoterapia per la combinacié
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de 3 o més farmacs coneguda com a HAART (Highly Active AntiRetroviral Therapy). Com a resultat

d’aquesta implantacid, s’ha pogut observar un descens drastic en la mortalitat dels pacients.10

En l'actualitat es disposa de 5 classes diferents de farmacs aprovats per la FDA (Food and Drug

Administration) per combatre la infeccio del VIH:

= 13 inhibidors nucleosidics de la transcriptasa inversa (nucleoside reverse transcriptase inhibitors,
NRTIs)

= 3 inhibidors no nucleosidics de la trancriptasa inversa (non-nucleoside reverse transcriptase
inhibitors, NNRTIs)

» 11 inhibidors de la proteasa (protease inhibitors, PI)

» 1 inhibidor de fusio

= 1 inhibidor multiclasse, format per la combinacié de 3 dels inhibidors anteriors

Inhibidors de la transcriptasa inversa

La transcriptasa inversa és I'enzim responsable per la conversié de la monocadena d’ARN viral en
una doble cadena d’ADN. Degut a la importancia d’aquesta transformacio i al fet que no hi participin
enzims endogens, la transcriptasa inversa ha estat una de les principals dianes en el
desenvolupament de farmacs contra el VIH. Els compostos que inhibeixen aquest enzim estan dividits
en 2 classes diferents: els inhibidors nucleosidics (NRTIs) i els no nucleosidics (NNRTIs) (Fig. 5).

a) ARNasa-H ARNasa-H

ARN viral

ARN viral

L’inhibidor s’uneix a

Transcriptasa produida per la TR . la cadena d’ADN i
inversa (TR) Inhibidor actua de terminador
dela TR
b) Linhibidor s’'uneix a la
transcriptasa inversa i la ARN viral

desnaturalitza

@ / ﬁ\ a2

/‘\\‘ \ &
L’enzim no pot produir

Inhibidor no nucleosidic Transcriptasa ADN viral
dela TR inversa (TR)

Figura 5: Mecanisme d’acci6 dels inhibidors nucleosidics (a) i no nucleosidics (b)

Els inhibidors nucleosidics van ser els primers agents desenvolupats pel tractament de la infeccié del

VIH i actualment es disposa de 13 farmacs d’aquest tipus aprovats per la FDA (Taula 1).

'% a) Palella, F.J.; Delaney, K.M.; Moorman, A.C.; Loveless, M.O.; Fuhrer, J.; Satten, D.A.; Aschman, D.J.; Holmberg, S.D.; N.
Engl. J. Med., 1998, 338, 853-860. b) Mocroft, A.; Vella, S.; Benfield, T.; Chiesi, A.; Miller, V.; Gargalianos, P.; D’Arminio
Monforte, A.; Yust, |.; Brufii, J.; Lancet, 1998, 352, 1725-1730.
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Nom comercial . Empresa Nom comercial . Empresa
- Férmula , - . Férmula , ”
Nom genéric Data d’aprovacio Nom generic Data d’aprovacio
NH,
E o]
X CH. i -
Emtriva® wo. | /’L Gilead Sciences | , .o ﬁ\)j/ ’ BrlséquI}/ll))éers
emtricitabine (FTC) 7( N0 Jul. 03 erf o TN Ju?] o4
o .
<05 stavudine (d4T) \g
H H
NH, 4

Epivir®
lamivudine (3TC)

Hivid®
zalcitabine (ddC)

Retrovir®
zidovudine (AZT o ZDV)

Videx® EC
didanosine (ddl)
2 formulacions diferents

Viread®
tenofovir disoproxil fumarate (DF)

o 1

NH,

—( o NN
o< o k\N : N
)-e, OOk o
)—0——0
0 CHs,

GlaxoSmithKline
Nov. 95

Hoffmann-La Roche
Juny 92

GlaxoSmithKline
Marg 87

Bristol Myers-
Squibb
Oct 91 Oct. 00

Gilead Sciences
Oct. 01

NZN N L
X GlaxoSmithKline
Ziagen® HzN/k\N N) COLH Des. 98
abacavir (ABC) HO\@
CO,H
Combivir® GlaxoSmithKline

lamivudine + zidovudine

Epzicom™
abacavir + lamivudine

Trizivir®
abacavir + zidovudine + lamivudine

Truvada®
tenofovir DF + emtricitabine

Sep. 97

GlaxoSmithKline
Ag. 04

GlaxoSmithKline
Nov. 00

Gilead Sciences
Ag. 04

Taula 1: Inhibidors nucleosidics de la transcriptasa inversa aprovats per la FDA

Aquests compostos sén analegs de nucleosids i es caracteritzen per la manca del grup hidroxil en la

posicio 3, de manera que un cop convertits a la forma activa trifosfat i incorporats a la cadena d’ADN,

aturen el procés de polimeritzacid. S’han utilitzat diferents grups funcionals per reemplagar el grup

hidroxil 3’ de I'anell de ribosa: el grup azida en el cas de 'AZT, un doble enllag C2’-C3’ en I'estaduvina

o la substitucié de I'atom C3’ per un tioéter en el cas de la lamivudina, entre d’altres.

Tot i que els NRTIs son capagos de disminuir els nivells d’ARN viral del plasma fins a quantitats

gairebé negligibles, la toxicitat a nivell mitocondrial i 'emergéncia de soques de virus resistents son

alguns dels inconvenients associats a aquests tipus de farmacs. El gran repte pel disseny de nous

NRTIs consisteix en la identificacié de farmacs de toxicitat limitada i que no representin resisténcia

creuada amb altres farmacs. Actualment s’estan investigant nous compostos que compleixin aquests

requisits, com és el cas de farmacs com reverset, SPD 754 i amdoxovir, que es troben en fase clinica

(Fig. 6).

reverset

Figura 6: NRTIs en fase clinica
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L’altre gran grup de farmacs que actuen inhibint la transcriptasa inversa esta format pels derivats no

nucleosidics, que basen el seu mecanisme d’inhibicié en la unioé al-lostérica a una cavitat hidrofobica i

asimétrica situada a 10 A del centre catalitic.

tipus aprovats per la FDA (Taula 2).

12 En ractualitat es disposa de 3 inhibidors d’aquest

Nom comercial Formula Empresa
Nom genéric Data d’aprovacié
Rescriptor® N Hij Azﬁﬁ‘;;
delavirdine (DLV) o= By @‘ N n
o
Sustiva® R //> Bristol Myers-Squibb
efavirenz ¢ i Set. 98
N™ ~0
H
o}
HN ;
. Boehringer
Vlrallmu.ne® /\ \ Ji///) Ingelheim
nevirapine, BI-RG-587 N g N Juny 96

Taula 2: Inhibidors no nucleosidics de la transcriptasa inversa aprovats per la FDA

Malauradament, s’ha observat que el tractament amb aquesta classe d’inhibidors condueix

rapidament a I'aparicié de resisténcia a aquest tipus de farmacs. A més a més, s’ha detectat que una

sola mutacié en la transcriptasa inversa (Y181C o K103N) sovint comporta la resisténcia a un gran

nombre d’inhibidors no nucloeosidics."

Actualment s’esta desenvolupant una segona generacié d'inhibidors per tal de resoldre la

problematica associada a les mutacions resistents als farmacs comercials. L’aproximacié consisteix

en maximitzar les interaccions no amb les cadenes laterals sind amb I'esquelet carbonat i amb els

residus més conservats de la transcriptasa inversa com és el cas de W229." Dos dels farmacs

dissenyats seguint aquest principi, capravirin
(Fig. 7).

e i TMC 125, es troben actualment en fase clinica Il
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cl Br
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Figura 7: NNRTIs en fase clinica

"' De Clercq, E.; Chem. Biodiversity, 2004, 1, 44-64.
"2 pauwels, R.; Curr. Opin. Pharmacol., 2004, 4, 437-446.

' Domaoal, R.A.; Demeter, L.M.; Int. J. Biochem. Cell Biol., 2004, 36, 1735-1751.
" pelemans, H.; Esnouf, R.; De Clercq, E.; Balzarini, J.; Mol. Pharmacol., 2000, 57, 954-960.
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Inhibidors de la proteasa
El genoma del VIH es pot dividir en 3 gens principals: gag, pol i env. El producte del gag és una

poliproteina de 55 kDa (Pr55gag) que conté les proteines estructurals de la matriu, la capside i la
nucleocapside, juntament amb altres péptids que participen en I'ensemblatge del virid i en la
morfogenesi. El gen pol conté sequiéncies pels 3 enzims virals (la transcriptasa inversa, la proteasa i
la integrasa) que soén traduits en forma de complex poliproteic de 160 kDa (Pr160gag-pol). La
proteasa té la funci6 d’escindir aquests fragments Pr55gag i Pr160gag-pol per formar les

corresponents proteines funcionals, procés d’elevada importancia per la maduracié dels nous virions
(Fig. 8).

La inhibici6 de la proteasa inhibeix la
Particula viral formacio de les proteines i consequentment
immadura ) ) la maduracié de la particula viral

. ! !"\ (> Inhibidor de la proteasa
.

/

poliproteina ARN viral
Proteasa

Figura 8: Mecanisme d’acci¢ dels inhibidors de proteasa

La proteasa és un homodimer no covalent de la familia de les aspartil proteases. El lloc actiu esta
situat a la interfase dimeérica i conté un residu d’Asp catalitic de cada monomer (D25 i D125)."

Actualment hi ha 11 inhibidors de la proteasa aprovats per la FDA, fent d’aquest tipus de farmacs un
dels protagonistes principals de la terapia antiviral (Taula 3). Aquests compostos sén analegs que

mimetitzen l'estat de transicid i tots ells contenen un isoster de l'estat de transicid no hidrolitzable
(Fig. 9).

2

HOHHO HOHHO HOHR3

R T
R’ R? R' OH R? R’ o)
isoster hidroxietilamina isoster dihidroxietilé isoster hidroxietilé

Figura 9: Alguns isosters de I'estat de transicid dels inhibidors de la protesa del VIH-1

1 Wilodawer, A.; Gustchina, A.; Biochim. Biophys. Acta, Protein Structure and Molecular Enzymology, 2000, 1477, 16-34.
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Nom comercial . Empresa Nom comercial . Empresa
- Formula , ” L Formula , i
Nom genéric Data d’aprovacio Nom genéric Data d’aprovacio
NH,
NH, Lexiva® 't
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Taula 3: Inhibidors de la proteasa aprovats per la FDA

Tot i que aquests compostos sén altament actius in vitro i també presenten activitats elevades en la
fase clinica, comporten un seguit de desavantatges, com son el problema de la resisténcia i la
resisténcia creuada. A més a més, molts d’aquests farmacs presenten baixa biodisponibilitat a causa

del seu caracter peptidic, elevada toxicitat i efectes secundaris com soén la lipodistrofia i 'augment de

colesterol i triglicérids en sang.

Inhibidors de fusié

L’entrada del virus és un procés complex que com ja s’ha comentat anteriorment es divideix en

3 etapes: adhesio, interacciéo amb el coreceptor i fusié (Fig. 10).

a)

CD4

Adhesié

Interaccié amb
el coreceptor

Fusio

Figura 10: Adhesié i entrada del VIH: a) unid, b) interaccié amb el coreceptor i c) fusio
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Cadascuna de les 3 etapes ofereix una aproximacié terapéutica diferent."® L’any 2003, la FDA va
aprovar el primer inhibidor de fusio, I'enfuvirtide (ENF) o Fuzeon®. Es tracta d’'un péptid sintétic de
36 aminoacids (YTSLIHSKIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF), que conté una sequéncia
derivada de la regié HR2 de la glicoproteina gp41 (residus 127-162).

El mode d’inhibicié d’aquest farmac consisteix en mimetitzar la regié HR2 i unir-se a la regi6 HR1,
impedint que s’uneixi al HR2 viral. D’aquesta manera es forma una agrupacio de 6 hélixs deficient que
no permet I'entrada del virus. Tot i 'elevada poténcia d’aquest farmac, el seu cost extremadament

elevat i la baixa biodisponibilitat, justifiquen la recerca de nous inhibidors d’aquest tipus.

Efectes secundaris de I’actual terapia

Tenint en compte el fet que la SIDA va ser catalogada com a malaltia fa poc més de vint anys, no és
gaire sorprenent que els farmacs disponibles actualment presentin un seguit d’efectes secundaris.
Mentre que a finals dels anys 80, I'elevada toxicitat intrinseca dels terminadors de les cadenes d’ADN
(NRTIs) era poc significant degut a I'alta mortalitat dels pacients, actualment els efectes secundaris de
la terapia antiretroviral han esdevingut més significants i evidents, ja que gracies al HAART
I'esperanca de vida dels pacients s’ha vist augmentada.

Probablement, I'efecte secundari més important és la toxicitat mitocondrial associada als NRTIs. Els
mitocondris sén els organuls subcel-lulars responsables de la generacioé de I'energia requerida per la
ceélllula. Les possibles alteracions en aquests organuls comporten resultats catastrofics quan la
demanda d’energia és més gran que la que es pot subministrar. L’efecte al fetge o al pancreas pot
arribar a ser mortal.

Un altre efecte secundari important és la sindrome de redistribucié del greix o lipodistrofia. Aquesta
sindrome es manifesta amb una pérdua o redistribucié del greix corporal, la qual cosa condueix a
canvis en l'aparenca i destorbs en el metabolisme dels lipids i la glucosa, que pot comportar una
resisténcia a la insulina o diabetis.

Als primers mesos després de I'aplicacié de la HAART, el nivell de virus al plasma es veu reduit a
nivells gairebé indetectables. Tot i aixi, técniques de deteccid6 més sensibles han demostrat que
mitjancant el HAART no s’aconsegueix suprimir totalment la reproduccio viral. Les diferents mutacions
que pateix el virus fan que els farmacs puguin esdevenir, en un futur, inactius.

La identificacié de mutacions especifiques causades arrel dels farmacs actuals pot ajudar a identificar
les combinacions de farmacs apropiades i a definir les especificitats desitjiades en la propera
generacié de farmacs. Hi ha I'esperanga de poder desenvolupar un nou coctel de farmacs o una
vacuna, que acabi completament amb la malaltia, peré actualment, I'inica alternativa realista és
continuar amb la recerca dels farmacs actuals i de nous. Abans que es descobreixi la nova “bala
magica”, és bastant probable que les noves terapies incloguin una barreja de farmacs contra el VIH,
formada per farmacs que reforcen la resposta bioldgica natural i farmacs que contraresten els efectes

secundaris dels altres farmacs.

'8 a) Krambovitis, E.; Porichis, F.; Spandidos, D.A.; Acta Pharmacologica Sinica, 2005, 26, 1165-1173. b) Jiang, S.; Siddiqui, S.;
Liu, S.; Drug Discovery Today Ther. Strategies, 2004, 1, 426-430. c¢) O’Hara, B.M.; Olson, W.C.; Curr. Opin. Pharmacol., 2002,
2, 523-528.
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Noves estratégies
Idealment, un agent anti-VIH hauria d’aturar la viruléncia i evitar les infeccions de noves cél-lules

sense provocar cap tipus de toxicitat en I'organisme. Per tal d'assolir aquest objectiu, s’estan

investigant un seguit de noves dianes terapéutiques i nous compostos que siguin capagos de complir

aquests requisits.

Primer contacte: la manera més atractiva de combatre el virus és impedir que entri a
'organisme. S’estan investigant biocides d’Us topic per tal de prevenir la transmissio. Mentre que
alguns candidats prometedors, com ara I'espermicida nonoxinol-9 (Fig. 11), han estat posats en

dubte a causa de la seva toxicitat i ineficacia, altres candidats estan sota procés d’investigacio.

IS
CH3(CHy)g

Figura 11: Estructura quimica de I'espermicida nonoxinol-9

Una de les rutes més atractives consisteix en el desenvolupament d’'una vacuna efectiva, que tot i
no representar un ajut per a les persones ja infectades, contribuiria a aturar 'ampli abast de
I'epidémia. Aquest repte topa amb un seguit d’'obstacles degut a les mutacions continues del
genoma del VIH-1 provocades per l'alt nivell d’error de la transcriptasa inversa, a més a més de la
limitacié6 de models animals. Des que es va identificar el VIH com I'agent etiologic de la SIDA,
s’han desenvolupat més de 40 vacunes potencials, perd malauradament encara no se n’ha
identificat cap de totalment eficag."”’

Entrada del virus: tot i que com s’ha comentat abans, I'enfurvirtide (Fuzeon®) és I'tnic inhibidor
de fusié aprovat per la FDA, molts altres farmacs es troben en fase preclinica i clinica.”
Molécules petites antagonistes dels coreceptors CCR5 i CXCR4 han demostrat activitat antivirica
potent aixi com bona biodisponibilitat oral. Els compostos més avancats d’aquestes classes es
mostren a la Figura 12:"

_0O
N

g () 0
Br 1 [NH Nf@?N HN]

NH HN NH HN

X
SCH 351125 N* AMD 3100

Figura 12: Exemples d’antagonistes del coreceptor CCR5 (SCH 351125) i del coreceptor CXCR4 (AMD 3100)

7 puls, L.R.; Emery, S.; Clinical Science, 2006, 110, 59-71.

'® O’Hara, B.M.; Olson, W.C.; Curr. Opin. Pharmacol., 2002, 2, 523-528.

1 Palani, A.; Shapiro, S.; Clader, J.W.; Greenlee, W.J.; Cox, K.; Strizki, J.; Endres, M.; Baroudy, B.M.; J. Med. Chem., 2001, 44,
3339-3342.
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Recentment, Hartley i col-laboradors han identificat un inhibidor d’entrada del VIH (actiu en el rang
picomolar), basat en la proteina RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell, Expressed and

Secreted, un lligand natural per la CCRS5; Fig. 13).%
/\/\/\/\n/

O &7 ™NH o

)

Q RANTES

Figura 13: Estructura de l'inhibidor d’entrada més potent basat en la proteina RANTES (ICso = 36 pM)

Neffe i Meyer també han contribuit recentment al progrés dels inhibidors d’entrada viral.?' Partint de
I'estructura cristal-lina de la gp120 unida a CD4 i basant-se en la sequéncia del decapéptid que entra
en contacte directe amb CD4, han eliminat els residus no essencials, per tal de disminuir-ne el pes
molecular i hi han incorporat elements no naturals amb la intencié de minimitzar la susceptibilitat del
péptid a hidrolisi enzimatica. D’aquesta manera, han identificat un pentapéptid modificat capag¢ d’unir-

se a CD4 i bloquejar la interaccié entre gp120 i CD4 (Fig. 14).

Figura 14: Estructura d’'un compost peptidomimetic capag d’unir-se a CD4 (Kp = 35 uM)

Els principals inconvenients d’aquest tipus de farmacs és el fet que es tracta de grans estructures
peptidiques o peptidomimétiques i a més a més, molts d’ells sén antagonistes dels coreceptors CD4 o
quemoquina. El principal repte actual consisteix en trobar una molécula petita que actui com a
inhibidors d’entrada, perd no sobre els coreceptors. Un dels pocs éxits en aquest camp ha vingut
d’investigadors de Bristol-Meyers-Squibb, amb el compost BMS-378806, que presenta un ECs, de
12 nM (Fig. 15).2

2 Hartley, O.; Gaerntner, H.; Wilken, J.; Thompson, D.; Fish, R.; Ramos, A.; Pastore, C.; Dufour, B.; Cerini, F.; Melotti, A,;
Heveker, N.; Picard, L.; Alizon, M.; Mosier, D.; Kent, S.; Offord, R.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2004, 101, 16460-16465.

' Neffe, A.T.; Meyer, B.; Angew. Chem. Int. Ed., 2004, 43, 2937-2940.

2 Lin, P.F.; Blair, W.; Wang, T.; Spicer, T.; Guo, Q.; Zhou, N.; Gong, Y.F.; Wang, H.G.; Rose, R.; Yamanaka, G.; Robinson, B.;
Li, C.B.; Fridell, R.; Deminie, C.; Demers, G.; Yang, Z.; Zadjura, L.; Meanwell, N.; Colono, R.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2004,
101, 5036-5041.
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Figura 15: Estructura d’un inhibidor petit d’entrada

» Integracio: la integrasa (IN), un dels tres enzims virals del VIH-1, és una de les noves dianes
terapéutiques més prometedores. Es tracta d’'una proteina de 32 kDa responsable de la insercio
de I'ADN viral de doble cadena al genoma de la cél-lula hoste, on pot ser replicat fent servir la
maquinaria cellular aliena. La caracteristica que fa que aquesta proteina sigui tan interessant és
el fet que no es troba present en els mamifers, cosa que fa pensar que el nivell de toxicitat dels
possibles farmacs seria relativament baix. A més a més, la integracié és una part essencial del
cicle de replicacio viral i la regié de la integrasa del gen pol es troba més conservada que no pas
la de la transcriptasa inversa o la de la proteasa. Existeix controvérsia al voltant de si la integrasa
representa una diana terapéutica viable ja que el seu periode d’activitat és relativament curt en el
cicle de replicacié viral. El seu centre actiu ample i poc profund i 'organitzacié tridimensional poc
clara dels seus dominis in vivo sén alguns dels reptes amb els que es topa el disseny de farmacs
contra aquest enzim. Tot i aixd, en els darrers cinc anys s’ha progressat considerablement i
actualment alguns caps de série estan comengant a entrar a la fase clinica a I'espera de resultats
prometedors. Aquests desenvolupaments suggereixen que els inhibidors d’integrasa constituiran
una part important de les futures terapies combinades.

» Maduracié del virié: com ja s’ha comentat anteriorment, en aquest procés clau per la creacié de
noves particules hi intervé la proteasa. Paral-lelament a la cerca de nous inhibidors que combatin
la resisténcia, en els darrers anys ha sorgit una nova aproximacié d’inhibicié que consisteix en
inhibidors que s’uneixin no al centre actiu, siné a la interfase de dimeritzaci6, prevenint
'ensemblatge dels dos monomers.? Es en aquest context en el qual s’emmarca la present Tesi

doctoral.

% Bowman, M.J.; Chmielewski, J.; Biopolymers, 2002, 66, 126-133.
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1.2 LA PROTEASA DEL VIH-1

1.2.1 Estructura de la proteasa del VIH-1

Navia et al. dels laboratoris Merck van ser el primer grup en obtenir I'estructura cristal-lina de la
proteasa del VIH, seguits de I'obtencié d’una estructura més detallada pel grup de Kent.?*?°

La proteasa del VIH pertany a la familia de les aspartil proteases i com a membre d’aquesta familia (a
la qual també pertanyen enzims endogens com la pepsina, la catepsina D i la renina, entre d’altres),
conté la triada Asp-(Ser/Thr)-Gly en el centre catalitic.

La proteasa del VIH és un homodimer de forma relativament plana, format per dos monomers idéntics
de 99 residus cadascun. Les estructures obtingudes mitjangant raigs X revelen que té un centre de
simetria C, al voltant del lloc actiu central. El dimer esta unit predominantment per fulles
interdigitades, formades a la base de lI'enzim pels extrems N- i C-terminals de cada monomer

(Fig. 16).

centre actiu

Pro 1

Interfase de dimeritzacio

Figura 16: Esquema de la proteasa del VIH

Cada mondmer conté un regio de fulla B (un loop ric en glicina) conegut amb el nom de flap, que
constitueix en part el lloc d’'unié amb el substrat i juga un paper important en aquesta unié. A més a
més, cada monomer aporta un dels dos residus essencials d’acid aspartic (Asp-25 i Asp-25’), que es
troben a sota de la cavitat. El substrat s’uneix en la conformacié estesa, en la qual les interaccions

amb les diferents cadenes laterals dels aminoacids determinen I'especificitat de I'enzim.

% Navia, M.A.; Fitzgerald, M.D.P.; McKeever, B.M.; Leu, C.T.; Heimbach, J.C.; Herber, W.K.; Sigal, |.S.; Darke, P.L.; Spronger,
J.P.; Nature, 1989, 337, 615-620.

% Wilodawer, A.; Miller, M.; Jaskolski, M.; Sathyanarayana, B.K.; Baldwin, E.; Weber, I.T.; Selk, L.M.; Clawson, L.; Schneider, J.;
Kent, S.B.H.; Science, 1989, 245, 616-621.
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1.2.2 Mecanisme de la proteasa del VIH-1

Les proteases tenen un paper important en molts processos biologics. Catalitzen la hidrolisi d’enllagos
peptidics amb una elevada selectivitat i eficacia catalitica. Aquests enzims duen a terme la seva tasca
a través de dos mecanismes diferents, la qual cosa permet classificar-los en dos grups diferents. La
primera classe d’enzims utilitza una molécula d’aigua activada per atacar el carbonil de I'enlla¢g amida
del substrat. L’activacié de la molécula d’aigua es pot aconseguir mitjangant un catié zinc (les zinc
metal-loproteinases) o mitjangant dos grups B-carboxiaspartil en el lloc actiu (les aspartil proteases).
En la segona classe de proteases, és un atom nucleofilic de la cadena lateral d’'un aminoacid (un
hidroxil en el cas de Ser o un grup tiol en el cas de Cys) el que inicia la hidrolisi de 'amida. El nucledfil
activat ataca el carbonil de I'enllag amida per formar un acil éster o un acil tioéster intermedis.
Finalment aquest intermedi acil és hidrolitzat per una molécula d’aigua i s’obtenen d’aquesta manera
els productes d’hidrolisi.

Com ja s’ha comentat anteriorment, diferents estudis demostren que la proteasa del VIH pertany a la
familia de les aspartil proteases, ja que comparteix la seqiéncia altament conservada d’aquesta
classe d’enzims, la triada Asp-Thr-Gly.?® Aixi doncs, resulta logic pensar que la proteasa del VIH
presenti unes caracteristiques i un mecanisme semblant al de les altres aspartil proteases. Estudis
mutacionals basats en la substitucié de I'Asp-25 per diferents residus com Asn?’, Thr*® o Ala®, han
evidenciat la pérdua d’activitat proteolitica d’aquest enzim degut a I'absencia del grup aspartic. Altres
dades que donen suport al fet que la proteasa del VIH pertany a la classe d’aspartil proteases
provenen de la inhibicié in vitro d’aquest enzim per la pepstatina, un producte natural que inhibieix
selectivament els membres d’aquesta familia.?**** Finalment, I'estructura tridimensional de I'enzim
també dona suport a la classificacio de la HIV-1 PR en la familia de les aspartil proteases.?**
L’estructura dimérica en la qual cada mondmer contribueix amb una triada Asp-Thr-Gly al centre actiu
és indistingible del de les aspartil proteases monomeriques.

El mecanisme catalitic de les aspartil proteases no virals ha estat abastament estudiat, mitjancant
métodes cinétics, de marcatge i de cristal-lografia de raigs X. Tot i que s’han proposat diferents
mecanismes, la majoria d’'aquests estudis es decanten per un mecanisme acid-base, en el qual els
dos residus aspartat juguen un paper essencial per tal d’activar la molécula d’aigua, que actua com a
nucléofil i ataca el grup carbonil de I'enllag amida hidrolitzable.

El mecanisme més ampliament acceptat per les aspartil proteases ha estat descrit per Suguna et al.
(Esquema 1).*' Aquest mecanisme es basa en el fet que només un dels dos acids aspartics del lloc

actiu es troba sense protonar.*

% a) Cairns, J.; Overbaugh, J.; Miller, S.; Nature, 1988, 335, 142-145. b) Stahl, F.W.; Nature, 1988, 335, 112-113.

z a) Col, N.E.; Emini, E.A.; Schleif, W.A.; Davis, L.J.; Davis, J.C.; Heimbach, J.C.; Dixon, A.F.; Scolnick, E.M.; Sigal, |.S.; Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 1988, 85, 4686-4690. b) Darke, P.L.; Leu, C.T.; Davis, L.J.; Heimbach, J.C.; Diehl, R.E.; Hill, W.S.; Dixon,
R.A.; Sigal, I.S.; J. Biol. Chem., 1989, 264, 2307-2312.

% Seelmeier, S.; Schmidt, H.; Turk, V.; Von Der Helm, K.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1988, 85, 6612-6616.

* Mous, J.; Heimer, E.P.; Le Grice, S.J.J.; J. Virol., 1988, 62, 1433-1436.

¥ ) ee, C.S.; Choy, N.; Park, C.; Choi, H.; Son, Y.C.; Kim, S.; Ok, J.H.; Yoon, H.; Kim, S.C.; Bioorg. Med. Chem. Lett., 1996, 6,
589-594.

3 Suguna, K.; Padlan, E.A.; Smith, C.W.; Carlson, W.D.; Davies, D.R.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1987, 84, 7009-7013.

% Hofmann, T.; Hodges, R.S.; James, M.N.G.; Biochemistry, 1984, 23, 635-643.
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Després de 'activacioé de la molécula d’aigua que es troba al mig dels dos residus d’Asp, per mitja de
la cadena lateral de I'aspartat carregada negativament, aquesta ataca el grup carbonil de I'enllag del
substrat per generar un intermedi oxanionic tetraédric. La protonacié de I'atom de nitrogen de I'enllag
amida escindit i la conseqlient transposicié provoquen el trencament de lintermedi tetraédric per

proporcionar els productes d’hidrolisi.

o)
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Esquema 1: Mecanisme proposat de les aspartil proteases

1.2.3 Inhibidors de dimeritzacié de la proteasa del VIH-1

Amb tants inhibidors de la proteasa del VIH-1 (HIV-1 PR) i farmacs ja en el mercat, se’'ns planteja la
pregunta de si calen realment nous inhibidors d’aquesta proteasa. Desgraciadament i com ja s’ha
comentat anteriorment, degut a l'alta velocitat de mutacié del VIH, no existeix encara cap estratégia
terapéutica que faci Us d’un sol inhibidor de la proteasa. El disseny més prometedor d’'inhibidors de la
proteasa apunta cap al desenvolupament d’agents que actuin sobre regions de la proteasa no
susceptibles a mutacions. Les mutacions de la proteasa que creen resisténcia als farmacs
generalment es troben en la cavitat d’'unié amb el substrat. Tanmateix, hi ha arees de la proteasa que
es troben altament conservades en un gran nombre dels VIH-1 aillats. Una d’aquestes regions és la
interfase de dimeritzacio de la proteasa, que presenta una estructura de fulla B antiparal-lela entre les

4 cadenes peptidiques terminals de I'enzim (Fig. 17).

Figura 17: Representacio de la interfase de dimeritzacié de la HIV-1 PR i les principals interaccions entre aminoacids

L’area centrada al voltant dels extrems N- i C-terminals (Fig. 18) contribueix en major part a

I'estabilitzacié de I'enzim ja que representa el 50% dels ponts d’hidrogen i contactes entre
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monomers.*® De I'analisi termodinamica de la proteasa del VIH-1, se’'n pot deduir que els residus
localitzats a I'extrem carboxilic (Cys-95, Thr-96, Leu-97, Asn-98 i Phe-99) i a I'extrem amino-terminal
(Pro-1, lle-3 i Leu-5) contribueixen prop d’'un 75% de I'energia total d’'uni6 en la dimeritzacié.

Donat que la formacié del dimer genera el centre catalitic de I'enzim, resulta raonable pensar que
qualsevol agent que actui impedint la formacié de la interfase dimeérica, acabi conseqlientment
destruint I'activitat viral de la proteasa.

Els agents que tinguin aquesta zona de la proteasa com a diana terapéutica, a part d’oferir un nou
mode d’accid diferent al dels inhibidors tradicionals de la PR, s’espera que siguin menys propensos a
la resisténcia que pateixen altres tipus d’inhibidors.

El fet que aquesta regié de la proteasa estigui tan altament conservada (només se’n coneix una

mutacié Leu97Val)**

es deu a aquesta estructura interdigitada del extrems terminals, ja que una
mutacié de I'extrem N-terminal requeriria la corresponent mutacioé en I'extrem C-terminal, per tal de

poder formar el dimer.

Figura 18: Esquema de la interfase dimérica de la proteasa del VIH-1 (un mondmer verd i I'altre rosa)

Péptids interfacials i analegs

La inhibici6 d’enzims dimérics mitjancant la interferéncia d’oligopéptids en la formacié del complex
proteic havia estat documentada préviament pel cas de I'enzim ribonucledtid reductasa del virus de

I'herpes simplex,35 la proteina reguladora VP16% i la proteasa del virus de la mieloblastosi aviaria.”’

* Todd, M.J.; Semo, N.; Freire, E.; J. Mol. Biol., 1998, 283, 475-488.

i King, R.W.; Winslow, D.L.; Garber, S.; Scarnati, H.T.; Bachelor, L.; Stack, S.; Otto, M.; J. Antiviral Res., 1995, 28, 13-24.

% a) Dutia, B.M.; Frame, M.C.; Subak-Sharpe, J.H.; Clark, W.N.; Marshden, H.S.; Nature, 1986, 321, 439-443. b) Cohen, E.A,;
Gaudreau, P.; Brazeau, P.; Langelier, Y.; Nature, 1986, 321, 441-443. c) McClements, W.; Yamanaka, G.; Garsky, V.; Perry, H.;
Bacchetti, S.; Colono, R.; Stein, R.B.; Virology, 1988, 162, 270-273.

% Haigh, A.; Greaves, R.; O'Hare, P.; Nature, 1990, 344, 257-259.

% Katoh, I.; Ikawa, Y.; Yoshinaka, Y.; J.Virol., 1989, 63, 226-2232.
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Estudis inicials en els grups de Craik® i Zhang®® van demostrar que els mateixos péptids
corresponents als extrems N- i C-terminals de la proteasa del VIH actuaven com a inhibidors febles

de I'activitat de la proteasa (Fig. 19).

hoo N0 o N0
AN N\)kH N\)ku OH RHN\:)kH N\)ku OH
~~on 9 “Sconn, © ~on 9 “Sconn, ©
1a R=H ICso = 150 uM? 2a R=H ICs0 = 660 uMP
1b R=Acetil  ICgo= 500 uM? 2b R=Acetil  ICg= 1500 uMP

COH
0 0 [/: 0 Q HoQ
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4a R=H ICs0 = 75 pMP
4b R=Acetil ICgy= 34 uMP
4c R = Palmitoil IC5y= 150 nMP

R=H ICs0 = 80 pMP
R = Palmitoil  1C50=0,5 pMP

& I8

Figura 19: Inhibidors peptidics interfacials de la HIV-1 PR. * 10 nM HIV-1 PR. ® 12 nM HIV-1 PR.

El compost 1a, per exemple, correspon al pentapéptid de la seqiiencia C-terminal, format pels residus
95-99 de la HIV-1 PR. Aquest compost presenta una inhibicié feble de la proteasa del VIH, mentre
que el seu derivat acetilat per I'extrem N-terminal, el compost 1b, presenta una pérdua important de
I'activitat inhibidora. L’eliminacié d’'un aminoacid i la posterior acetilacié en els compostos 2a i 2b
també va tenir un impacte negatiu en la inhibicid. El grup de Schramm va descriure altres
modificacions del compost 1a, com la incorporaci6 i la mutacié de dos residus, que van conduir al
compost acetilat 3a, que presenta el doble d’activitat inhibidora.*® Posteriorment, el mateix grup va
sintetitzar I'inhibidor tripeptidic 4a, que és equipotent a 3a, perd amb la meitat de residus.*' Cal
destacar que I'addicié d'una cadena hidrofobica llarga a I'extrem N-terminal dels péptids 3a i 4a
resulta en uns increments de l'activitat inhibitdria considerables (aproximadament 200 vegades més
potents).*” Aquests resultats van conduir a l'estudi de la influéncia del grup palmitoil o 2-
aminopalmitoil unit als extrems N- i C-terminal sobre I'especificiat i el poder d’unié amb el monomer.*
També es va explorar la importancia de I'aminoacid C-terminal, introduint derivats bifenilics com la

tironina i la tiroxina (Fig. 20).

* Babg, L.M.; Rosé, J.; Craik, C.S.; Protein Science, 1992, 1, 1244-1253,

% Zhang, Z.-Y.; Poorman, R.A.; Maggiora, L.L.; Heinrikson, R.L.; Kézdy, F.J.; J. Biol. Chem., 1991, 266, 15591-15594.

0 Schramm, H.J.; Breipohl, G.; Hansen, J.; Henke, S.; Jaegger, E.; Meichsner, C.; Rieb, G.; Ruppert, D.; Rucknagel, K.-P;
Schafer, W.; Schramm, W.; Biochem. Biophys. Res. Commun., 1992, 184, 980-985.

*! Schramm, H.J.; Billich, A.; Jaeger, E.; Rucknagel, K.-P.; Arnold, G.; Schramm, W.; Biochem. Biophys. Res. Commun., 1993,
194, 595-600.

2 Schramm, H.J.; de Rosny, E.; Reboud-Ravaux, M.; Buttner, J.; Dick, A.; Schramm, W.; Biol. Chem., 1999, 380, 593-596.

3 Dumond, J.; Boggetto, N.; Schramm, H.J.; Schramm, W.; Takahashi, M.; Reboud-Ravaux, M.; Biochem. Pharmacol., 2003,
40, 1097-1102.
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Figura 20: Estructures de la tironina i tiroxina.

Sorprenentment, el grup tiroxina, tot i ser més impedit estéricament, resulta igual de favorable que la
tironina, demostrant d’aquesta manera que el lloc d’interacci6 amb el residu C-terminal és gran i
hidrofdbic. Els millors inhibidors obtinguts en aquest estudi (Kdim = 5-10 nM) presenten el grup tiroxina
a I'extrem C-terminal i el grup D,L-2-aminopalmitoil a I'extrem N-terminal.

Degut a 'homologia que presenten els segments terminals de la proteasa del VIH-1 amb els d’altres
proteines procedents també del domini gag-pol, Schramm i col-laboradors van investigar també els
péptids corresponents a I'extrem N- i C-terminals de la transcriptasa inversa (compostos 5 i 6) i

I'extrem C-terminal de la proteina p6* (compost Z).‘”

(3]

N-terminal VIH-1 RT:  NH-Pro-lle-Ser-Pro-lle-Glu-CONH, No inhibeix
C-terminal VIH-1 RT:  Ac-Val-Gly-Ala-Glu-Thr-Phe-COOH No inhibeix

[=2}

(]

C-terminal VIH-1 p6*:  Ac-Thr-Val-Ser-Phe-Asn-Phe-COOH  IC5y = 80 uM

Figura 21: Peptids terminals d’altres dominis del segment gag-pol del VIH-1

Es va poder comprovar que els péptids derivats de les seqiéncies N- i C-terminal de la transcriptasa
inversa no presentaven activitat inhibitoria envers la proteasa del VIH, mentre que la sequéncia
corresponent a I'extrem C-terminal de la proteina p6* sorprenentment inhibia I'activitat de la proteasa.
Una possible explicacié a aquest fet és que la p6* actui com a protectora de la proteasa. El
mecanisme d’inhibicid postulat pel grup de Schramm es basa en qué en l'autoprocessat de la
proteasa del VIH-1, s’allibera la proteina p6* i el seu segment C-terminal lliure bloqueja
reversiblement la proteasa. Degut a I'elevada concentracié de p6* a la particula viral (rang mil-limolar),
es produeix una aturada total de la proteolisi. La reactivacié de la proteasa per dilucié té lloc quan,
després de I'entrada del virus a la cél-lula hoste, es torna a requerir 'activitat proteolitica.

En el periode de redacci6 de la present Tesi doctoral, el grup de Davis ha publicat un nou inhibidor
peptidic de la dimeritzacié de la proteasa del VIH-1, que inclou en la seva estructura les regions N- i
C-terminal d’aquesta proteasa, juntament amb I'extrem C-terminal de la p6*, a més a més d’un domini

de permeabilitat cel-lular derivat de la proteina reguladora Tat del VIH-1 (Fig. 22).44

* Davis, D.A.; Brown, C.A.; Singer, K.E.; Wang, V.; Kaufman, J.; Stahl, S.J.; Wingfield, P.; Maeda, K.; Harada, S.; Yoshimura,
K.; Kosalaraksa, P.; Mitsuya, H.; Yarchoan, R.; Antiviral Res., 2006, 72, 89-99.
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PQITL-RKKRRQRRRPPQV-SFNF-CTLNF

S N

Extrem N-terminal Péptid perala  Extrem C-terminal Extrem C-terminal
de la HIV-1 PR permeabilitat cel-lular de p6* de la HIV-1 PR

Figura 22: Sequéncia peptidica de l'inhibidor de dimeritzacié desenvolupat per Davis

Aquest peptid ha demostrat inhibir la dimeritzacié de la proteasa tant del virus wild-type com d’'un

virus mutant resistent als inhibidors de proteasa comercials amb un 1Cs, de 0,23-0,32 puM.

Inhibidors entrecreuats de dimeritzacié de la proteasa del VIH-1

En el primer intent d’entrecreuar dues regions interfacials de la proteasa del VIH-1 en un mateix
compost, Babé i col-laboradors van sintetitzar un péptid de 13 aminoacids, el compost 8 (Fig. 23),
format pels péptids N- i C-terminals units per un espaiador de 3 residus de Gly. Aquesta modificacio

va conduir a un augment de I'activitat de 4 vegades respecte a l'inhibidor no entrecreuat 1_a.38
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Figura 23: Estructures dels primers inihbidors entrecreuats. * [HIV-1 PR] = 10 nM.

Com que segons l'estructura cristal-lina de la proteasa, la distancia entre els dos péptids interfacials
és de 10 A, i la proporcionada per I'espaiador de 3 Gly és només de 3 A, el grup de Chmielewski va
intentar optimitzar I'espaiador mitjangant un linker alifatic de diferents llargades, per tal d’obtenir
informacié sobre la distancia optima per a una inhibicid efectiva.*> La millor activitat inhibidora
s’observa quan n = 8 (Kdim = 220 nM, I1C5, = 0,3 uM), és a dir, amb un espaiador de 14 unitats metilé
entre els peptids interfacials. L’entrecreuament dels péptids interfacials suposa d’aquesta manera un

augment de la inhibicié drastic (500 vegades més actiu) respecte el compost 1a.

5 Zutschi, R.; Franciskovich, J.; Shultz, M.; Schweitzer, B.; Bishop, P.; Wilson, M.; Chmielewski, J.; J. Am. Chem. Soc., 1997,
119, 4841-4845.
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= Espaiadors restringits

Posteriorment, diferents grups han investigat analegs amb espaiadors més restringits, partint del fet
que una reduccio dels graus de llibertat hauria de preorganitzar els fragments peptidics i disminuir el
cost entropic de la unié amb el monomer (Fig. 24).

Tanmateix, la introduccié d’un alqui (compostos 10a-c), d’'un cis-alqué (compostos 11a-c) o d’'un
trans-alqué (compostos 12a-c) va conduir a una reduccio de l'eficacia d’inhibicié de la proteasa, en
comparacié amb els analegs més flexibles, recuperant activitat inhibidora en augmentar la llargaria de

la cadena alifatica.*®
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Figura 24: Estructures d’inhbidors entrecreuats amb espaiadors insaturats

Amb l'objectiu de situar els dos fragments peptidics en disposicié paral-lela i separats per una
distancia de 10 A, es va incorporar un espaiador completament restringit basat en I'estructura de
I'androstadiol (Fig. 25).*

“® Ulysse, L.G.; Chmielewski, J.; Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 3281-3286.
4 Zutshi, R.; Shultz, M.D.; Ulysse, L.; Lutgring, R.; Bishop, P.; Schweitzer, B.; Vogel, K.; Franciskovich, J.; Wilson, M.;
Chmielewski, J.; Synlett, 1998, 1040-1044.
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NH-Ser-Thr-Leu-Asn-Phe-OH

NH-Ser-Thr-Leu-Asn-Phe-OH
oY 0

© 0
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O/\ﬂ/ N-Pro-Gin-lle-Thr-Leu-Trp-OH o
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Figura 25: Inhibidors entrecreuats amb espaiador esteroidal. # [PR] = 100 nM.

Aquests compostos contenint espaiadors amb sistemes d’anells fusionats van resultar ser menys
potents que els analegs flexibles 9.

Amb el mateix objectiu de disminuir la llibertat conformacional dels espaiadors, el col-lectiu
d’'investigadors coordinat per Reboud-Ravaux va desenvolupar el que ells anomenen “tenalles
moleculars”. Basant-se en la modelitzacié molecular a partir de I'estructura cristal-lina de la HIV-1 PR,
van introduir diferents esquelets rigids en I'espaiador, com ara el resorcinol, el 2,6-piridindiol, el 2,7-
naftalendiol i el 2,7-quinolindiol, orientant d’aquesta manera les dues cadenes peptidiques en forma

de full B antiparal-lel i proporcionant la distancia de separacié adequada (Fig. 26).**°

(o]
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_
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Xy = Xy = péptids N/

Figura 26: Inhibidors entrecreuats amb espaiadors aromatics

La funcid dels bragos carboxipropil és la de permetre la flexibilitat necessaria pel procés de
complexacié de I'inhibidor amb el mondmer de la HIV-1 PR. Pel que fa a les cadenes peptidiques, van
partir de les seqlieéncies naturals Thr-Leu-Asn-Phe i GIn-lle-Thr-Leu, i van fer diferents variacions per
tal de disminuir 'impediment estéric i la llargada de la cadena, perd mantenint-ne el caracter
hidrofobic. Tanmateix, els resultats obtinguts no foren gaire satisfactoris: en el cas del resorcinol no
s’observa inhibicidé, mentre que en el cas del piridindiol i naftalendiol la inhibicié no és superior a la

que presentaven els espaiadors polialquilics. Des d’'un punt de vista estéric, és probable que els

“8 Bouras, A.; Boggetto, N.; Benatalah, Z.; de Rosny, E.; Sicsic, S.; Reboud-Ravaux, M.; J. Med. Chem., 1999, 42, 957-962.
“9 Merabet, N.; Dumond, J.; Collinet, B.; Van Baelinghem, L.; Boggetto, N.; Ongeri S.; Ressad, F.; Reboud-Ravaux, M.; Sicsic,
S.; J. Med. Chem., 2004, 47, 6392-6400.
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derivats de naftalendiol assoleixin de forma més eficac la distancia de 10 A requerida entre els dos
fragments peptidics, mentre que des d’'un punt de vista electronic, els derivats de piridindiol podrien
afavorir una interaccié ionica entre la piridina carregada positivament en el medi d’assaig i la Phe-99
del monomer carregada negativament. Per tal de reunir les propietats estériques dels derivats de
naftalendiol i les propietats electroniques dels analegs de piridindiol, es van sintetitzar compostos fent
servir quinolindiol com a espaiador. Fent servir diferents cadenes peptidiques, van poder observar
experimentalment que les cadenes tripeptidiques produeixen millors resultats que les dipeptidiques i
que la hidrofobicitat de les cadenes és una propietat favorable per la inhibicié. Alguns dels millors

inhibidors obtinguts en aquests estudis es mostren a la Figura 27.
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K™ = 0,56 uM Kdm = 0,13 uM

Figura 27: Inhibidors entrecreuats amb espaiadors analegs de piridina, naftalé i quinolina. ® [PR] = 7,5 nM.

Aquests resultats van esperonar I'exploracié del grup guanidini com a unitat central entre la cadena
derivada de l'extrem C-terminal i un grup hidrofobic addicional, basant-se en la interaccio

electrostatica del grup guanidini amb el carboxilat de la Phe-99 (Fig. 28).%°

Cua
H,N-Pro-Glu-lle-Thr 9 hidrofobica

Figura 28: Esquema d’inhibicié de dimeritzacié basada en la interaccié del carboxilat amb el guanidini

Es van dissenyar els compostos 18-26 amb lleugeres modificacions (Fig. 29). La cadena adipat unida

al pentapeptid Ala-Thr-Leu-Asn-Phe-OMe confereix el nombre d’atoms necessaris per unir el péptid a

% Breccia, P.; Boggetto, N.; Pérez-Fernandez, R.; Van Gool, M.; Takahashi, M.; Reng¢, L.; Prados, P.; Badet, B.; Reboud-
Ravaux, M.; de Mendoza, J.; J. Med. Chem., 2003, 46, 5196-5207.
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la unitat de guanidini sense distorsionar els ponts d’hidrogen d’aquesta estructura. Es va modificar la
cadena del péptid natiu per tal de facilitar la sintesi i augmentar I'estabilitat. Per aquestes raons es
van substituir els aminoacids GIn-2 i Cys-95 per Ala. Es va optar pels ésters metilic i benzilic amb la
finalitat de prevenir I'autodimeritzacié dels inhibidors. També es van sintetitzar una segona generacio
d’inhibidors incorporant el grup mercaptoacetilglicina i un grup silil lipofilic, amb I'objectiu de disminuir
la llibertat conformacional de I'espaiador. Finalment, el substituent silil es va substituir per un altre
residu estéricament impedit, no aromatic i lipofilic, el substituent tiocolesteril del compost 26, per tal

d’avaluar la influéncia dels residus aromatics en la cua lipofilica.

o] (o]
o —S peéptid S Gly-Ala-Thr(Bn)-Leu-Asn-Phe-OBn
Ala-Thr-Leu-Asn-Phe-OMe
at Y - Q{H
(0] N N
N-H \N*'H \N*'H
< ., ., *
{ N"H —q /@ g
- Si
s
18a X=0 R =TBDPS (ICs0=1,9 uM) 20 (S,S); Peptid = A-I-T(OBn)-L-W-OCHjg ICs0 =5 puM 26 IC50=3uM
18b X =NH R =TBDPS (28% inhibicié a 28 uM) 21 (S,S); Peéptid = G-I-S(OBn)-Y(OBn)-N-L-OCH; ICso = 3,3 uM
19a X=0 R =H (28% inhibicié a 14 uM) 22 (S,S); Péptid = G-I-S-Y-N-L-OCHj ICs0 =5 pM
19b X=NH R =H (no inhibeix) 23 (S,S); Peptid = G-A-T(OBn)-L-N-F-OBn ICs0 = 1,6 uM
24 (R,R); Péptid = G-A-T(OBn)-L-N-F-OBn ICs0 =2 uM
25 (S,S); Peptid = G-A-T(OBn)-L-N-F-OH ICs0 =11 uM

Figura 29: Inhibidors de dimeritzacié de la proteasa del VIH-1 derivats del guanidini

Aquests compostos, que a diferéncia dels sintetitzats anteriorment només posseeixen una cadena
peptidica, van resultar ser actius. La rigidesa de I'espaiador contribueix a la reduccié del cost entrdpic
en la complexacié amb el mdnomer i la carrega positiva del guanidini aporta un interaccié addicional
amb el carboxilat de la Phe-99.

En un altre intent de rigidificar I'espaiador, el grup de Song va incorporar un grup fluorenil connectant
les seqliencies C- i N-terminal de la HIV-1 PR, per tal de facilitar els ponts d’hidrogen intramoleculars i
proporcionar la distancia apropiada entre els dos péptids (Fig. 30).51
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Figura 30: Inhibidor de dimeritzacié amb espaiadors derivats del fluorenil

o1 Song, M.; Rajesh, S.; Hayashi, Y.; Kiso, Y.; Bioorg. Med. Chem. Lett., 2001, 11, 2465-2468.
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En el mateix estudi, Song i col-laboradors incorporararen també I'aminoacid no natural Hao, designat
pel grup de Nowick com a cadena de full B i compost per hidrazina, acid 5-amino-2-metoxi-benzoic i
grups d’acid oxalic.”? El compost 28, tot i exhibir una activitat moderada, es pot considerar com el
primer exemple d’inhibidor de dimeritzacid no peptidic, que podria servir de cap de série pel

desenvolupament d’'inhibidors més potents.

= Espaiadors hidrofilics

A banda d'intentar rigidificar els espaiadors, una altra de les estrategies explorades ha estat la

d’augmentar-ne el caracter hidrofilic, ja que sembla raonable pensar que la naturalesa hidrofobica de

I'espaiador pot ser un desavantatge si s’exposa a un dissolvent polar o al carboxilat de la Phe-99. Per

tal de comprovar aquesta hipotesi, el grup de Chmielewski va dissenyar agents amb una funcié polar

(grups amino i trietilenglicol) dins de I'espaiador (Fig. 31).47’53
N-Pro-GIn-lle-Thr-Leu-Trp-COOH
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Figura 31: Exemples d’inhibidors amb espaiadors hidrofilics

Sorprenentment, el canvi de polaritat de I'espaiador per mitja de grups amino condui a una disminucio
important de I'efectivitat dels inhibidors i en el cas del compost amb I'espaiador de ftrietilenglicol
s’observa una peérdua total de [lactivitat. Aixi doncs, aquests resultats suggereixen que les
interaccions hidrofobiques participen en I'associacié inhibidor-proteasa, deixant de banda les
interaccions electrostatiques o per pont d’hidrogen. Reexaminant l'estructura cristal-lina de la
proteasa, es va observar que els aminoacids lle-3 i Leu-97 de cada monomer de la proteasa formen
una espécie de cavitat hidrofobica, on presumiblement I'espaiador prefereix encabir-s’hi abans
d’exposar-se al dissolvent. En qualsevol cas, aquest estudi posa en evidéncia que la naturalesa
hidrofdbica de I'espaiador és essencial per a la unié optima amb el monomer de la HIV-1 PR. Un altre
estudi dut a terme per Licini i Scrimin presenta una nova estratégia que fa Us de la complexacio de l'io
Zn* amb I'espaiador tris(2-aminoeti|)amina.54 Estudis de modelitzaci6 molecular van predir que la
distancia entre els dos extrems N-terminals dels péptids seria de 10 A amb aquest espaiador i només

quan aquest estigués unit a un metall com el Zn*, en concordangca amb dades cristal-lografiques

%2 a) Nowick, J.S.; Acc. Chem. Res., 1999, 32, 287-296. b) Nowick, J.S.; Tsai, J.H.; Bui, Q.-C.D.; Maitra, S.; J. Am. Chem. Soc.,
1999, 7121, 8409-8410. c) Nowick, J.S.; Chung, de M.; Maitra, K.; Maitra, S.; Stigers, K.D.; Sun, Y.; J. Am. Chem. Soc., 2000,
122, 7654-7661.

% Schultz, M.D.; Chmielewski, J.; Tetrahedron: Asymmetry, 1997, 8, 3881-3886.

% Valente, S.; Gobbo, M.; Licini, G.; Scarso, A.; Scrimin, P.; Angew. Chem. Int. Ed., 2000, 40, 3899-3902.
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obtingues per una tetramina similar. En cas contrari, els bracos del lligand lliure, en tenir els atoms de
nitrogen protonats a pH neutre i acid, es troben separats a causa de les repulsions electrostatiques.
Efectivament, I'orientacié dels bragos peptidics després de la complexacié amb I'ié Zn*" condui a un
increment de la inhibicié de 7 vegades, tot i que l'activitat fou 6 vegades menys potent que I'inhibidor
flexible 9 (n = 8). En el disseny del sistema, s’escolli el naftalé per funcionalitzar el tercer brag, el qual
€s necessari per impartir rigidesa perd no pel reconeixement enzimatic, ja que d’aquesta manera pot

servir com a control fluorescent de la complexacié amb els ions metal-lics (Fig. 32).

N-Pro-GIn-lle-Thr-Leu-Phe-CONH,
(6]

HN
O w<
Q NH-Ser-Thr-Leu-Asn-Phe-CONH,

e}

31 Coo=28 uM?2 (6 uM)°
= KI9m=8uM?(1,2 pM)°

Figura 32: Inhibidor de dimeritzacio per complexacié amb ions Zn*". ? [PR] = 25 nM HIV-1 PR. ° Valors després de I'addicio de
Zn*,

= Modificacions en els aminoacids de les cadenes peptidiques
La mutagénesi amb alanina ha demostrat ser una eina util a I'hora d’identificar els residus crucials en
les interaccions proteina-inhibidor.”> Amb I'objectiu de fer un desenvolupament racional d’inhibidors
més potents, s’inicia un estudi per tal d’identificar la importancia de la cadena lateral de cada residu,
partint de I'inhibidor 9e (Fig. 33).%°

0,8) (2,7) (3,3) (1,6) (26)

N-Pro®-GIn’-lle*-Thr3-Leu?-Trp'-COOH
0

0
NH-Ser’-Thré-Leu®-Asn'0-Phe''-COOH

(1,1 (3,3) (45) (1,9 35

9e

Figura 33: Resultats obtinguts de la mutagénesi per alanina del compost 9e. Els valors entre paréntesi corresponen al factor de

disminucio d’activitat observat en mutar 'aminoacid per alanina.

% Clackson, T.; Wells, J.A.; Science, 1995, 267, 383-386.
% Shultz, M.D.; Chmielewski, J.; Bioorg. Med. Chem. Lett., 1999, 9, 2431-2436.
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Els residus de més importancia detectats mitjangant aquesta técnica van ser els grups hidrofobics o
aromatics de les posicions 1, 9 i 11. Un estudi del grup de Freire ja havia predit anteriorment la
importancia de la Leu-97 (Leu-9 en I'inhibidor) juntament amb la Phe-99 (Phe-11 en l'inhibidor) en la
dimeritzacié de la proteasa del VIH-1, mentre que la importancia del Trp-1 no havia estat detectada.*®
Amb la idea d’identificar la minima estructura requerida per la inhibicid, es va dur a terme un estudi
que consistia en eliminar sequencialment els aminoacids de menys importancia segons I'escaneig
d’alanina de I'inhibidor 9e (Fig. 34).”

N-Pro-GIn-lle-Thr-Leu-Trp-COOH NH-lle-Thr-Leu-Trp-COOH NH-lle-Thr-Leu-Trp-COOH
(0] (0] [e]
( )5 ( ) 8 ( ) 8
(0] (0] [e]
NH-Ser-Thr-Leu-Asn-Phe-COOH NH-Thr-Leu-Asn-Phe-COOH NH-Leu-Asn-Phe-COOH
Inhibidor de dimeritzacio Inhibidor de dimeritzacio Inhibidor de dimeritzacio
9e 32 33
Kdm = 220 + 10 nM K; =670 + 80 nM K; =870 + 30 nM
ICs = 350 £ 30 nM* ICs0 = 800 £ 70 nM® ICs0 = 1100 40 NM?
NH-Thr-Leu-Trp-COOH NH-Thr-Leu-Trp-COOH NH-Leu-Trp-COOH
] 0 (o]
—— )
(Q, (), (Qe
(6] (0] o}
NH-Leu-Asn-Phe-COOH NH-Asn-Phe-COOH NH-Asn-Phe-COOH
Inhibidor de dimeritzacio Inhibidor competitiu Inhibidor competitiu
34 35 36
Ki=54%04 M ICso=9,2%0,5 uM? ICso = 18,0 + 1,9 pM?

ICso=1,9%0,1 uM@

Figura 34: Inhibidors resultants de I'eliminacié dels residus menys essencials. ® [PR] = 25 nM.

Com era d’esperar, es va comprovar que |'eliminacié d’aquests residus comportava una disminucié en
la poténcia inhibidora. També es va observar que en eliminar la Leu-9 de I'extrem C-terminal, el
mecanisme d’inhibicié passava de ser purament dissociatiu a ser un inhibicid competitiva (compost 34
al 35). Aquest resultat concorda amb els obtinguts en I'escaneig d’alanina, on es veia que la Leu-97
era el segon aminoacid més important. Resultats anteriors del grup de Chmielewski havien evidenciat
que el canvi del residu terminal Trp-COOH per Phe-CONH, podia arribar a triplicar la inhibicié de la
proteasa del VIH-1, postulant que la disminucié de la cadena lateral augmentava I'eficieéncia de la unié
amb el substrat.*’ Aquesta modificacio va ser incorporada també en els compostos 35 i 36, la qual
cosa va duplicar I'activitat i va fer canviar el mecanisme d’inhibicié en el cas del compost 35, que va

passar de ser inhibidor competitiu a ser inhibidor de dimeritzacié (Fig. 35).%

% Schultz, M.D.; Bowman, M.J.; Ham, Y.W.; Zhao, X.; Tora, G.; Chmielewski, J.; Angew. Chem. Int. Ed., 2000, 39, 2710-2713.
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NH-Thr-Leu-Trp-COOH NH-Thr-Leu-Phe-CONH, NH-Leu-Trp-COOH NH-Leu-Phe-CONH,
(0] (0] (e} O
| e— —
«), «), (s €,
(0] (0] (e} O
NH-Asn-Phe-COOH NH-Asn-Phe-COOH NH-Asn-Phe-COOH NH-Asn-Phe-COOH
Inhibidor competitiu Inhibidor de dimeritzacié Inhibidor competitiu Inhibidor competitiu
35 37 36 38
IC50=9,2%0,5 uM? ICsp = 5,9 % 0,5 uM? ICs0 = 18,0+ 1,9 uM? ICso = 18,0+ 1,9 uM?

Figura 35: Inhibidors amb la substitucio de Trp-COOH per Phe-CONH,.? [PR] = 25 nM VIH-PR.

La demostracié que una unica mutacié podia conduir a un augment de la inhibicié i al retorn al
mecanisme d’inhibicié desitjat indicava que probablement les interaccions de les cadenes laterals
tenien més importancia que no pas I'esquelet peptidic. Amb aquesta idea i amb la intencié de
disminuir les unions peptidiques susceptibles a proteolisi, es van sintetitzar i avaluar els compostos N-
metilats 39-44 per determinar la contribucié de cada enllag amida a la inhibicié (Fig. 36).58

Compost Modificacio ICso uM? Pérdua d’activitat Q N }
respecte 34 NH-Thr*-Leu*-Phe'-CONH,
39 N-MePhe'-CONH; 13,0 ( 1,0) 2,2
40 N-MeLeu?-COOH 8,0 (£ 0,8) 1,4
41 N-MeThr*-COOH 8,3 (+0,9) 1,4 )
42 N-MeAsn®-COOH 4,5 (+0,9) °
43 N-MePhe**-COOH 9,6 (+0,3) 1,6
44 Eliminaci6 CONH, terminal 5,8 (+ 0,5) - NH-Asn*-Phe®-COOH
o}

37
ICso = 5,9 (+ 0,6) uM

Figura 36: Inhibicié de la proteasa del VIH-1 amb compostos no N-metilats (37), N-metilats (39-43) i sense grup amida (44).
?[PR] = 25 nM.

Partint del mateix inhibidor 37, que presenta una estructura minimitzada perd amb activitat reduida, el
grup de Chmielewski va dissenyar una biblioteca de 68 compostos amb I'objectiu de millorar-ne
I'eficiéncia inhibidora.*® El model del compost 37 unit a la interfase de dimeritzaci6 d'un dels
monomers plegats de la proteasa del VIH-1, va servir de base per a la modificacio de les
caracteristiques dels potencials inhibidors. Aixi doncs, es va veure que la Phe-1 es troba en una
superficie hidrofobica extesa i que podria ser substituida per un residu amb cadenes laterals més
grans, mentre que la Phe-5 ocupa una cavitat hidrofobica ben definida i no acceptaria la substituicio

per residus aromatics de mida més gran. Amb aquesta informacié es van sintetitzar i avaluar els

% Bowman, M.J.; Chmielewski, J.; Bioorg. Med. Chem. Lett., 2004, 14, 1395-1398.
% Shultz, M.D.; Ham, Y.-W.; Lee, S.-G.; Davis, D.A.; Brown, C.; Chmielewski, J.; J. Am. Chem. Soc., 2004, 126, 9886-9887.

31



INTRODUCCIO i OBJECTIUS

68 inhibidors, cadascun dels quals incorpora una sola mutacid. Els inhibidors més potents obtinguts

per aquest estudi es mostren a la Figura 37.

OH 0
I ! Q NH-Phe'-CONH
NH-ThrAH 2
I o)
(o}
o) i : )8 o}
NH-Leu?-Phe'-CONH
NH-Thr3-Leu2)kN CONH, N 2
H H §
NH-Asn*-Phe®-COOH
o)
) Chg-2 )
8 ﬁ 8
K, =310 (+4) nM
NH-Asn*-Phe®-COOH NH-Asn*-Phe®-COOH
(6] N U / (0]
Thx-1 o} Phe-3
45 NH-Thr3-Leu?-Phe'-CONH, 47
Ki =71 (+5) nM K; = 180 (+ 36) nM
O )8 o)
NH-Thr-Leu?-Phe'-CONH, NH-Thr-Leu?-Phe'-CONH,

NH-Asn*-Phe®-COOH
) & ° S
37 8

8 20
ICsp = 5,9 (£ 0,6) uM

o)
_Pheb-
NH-Asn“')kN COOH N NH-Phe®-COOH
(o] H d H S
Hfe-5 Phe-4
o 48
Ki= 860 nM K, = 240 nM

Figura 37: Estructures d’alguns dels inhibidors més potents de la biblioteca de compostos derivats de 37. Thx = tiroxina,

Chg = ciclohexilglicina, Hfe = homofenilalanina

En un altre estudi dut a terme pel mateix grup, es va poder observar com la substitucié del residu Leu
per lle en l'inhibidor competitu 38 (ICs, = 11 uM) conduia a un canvi del mode d’inhibicid, retornant a
la inhibicid per dimeritzacié (compost 50, ICs, = 1,1 + 0,1 uM).* Partint d’aquesta dada, es va
sintetitzar una altra biblioteca de 56 compostos, incorporant cada vegada una variacié en un dels
4 residus de linhibidor 50 (Fig. 38). La substitucid de la posicid6 2 amb grups aromatics amb
substitutents electroatraients (compost 52) va resultar en un augment de la poténcia inhibidora, aixi
com també la substitucié per cadenes laterals aromatiques exteses com el naftil (compost 51). Les
modificacions de I'Asn de la posicié 3 amb cadenes laterals aromatiques amb grups electroatraients

també van comportar augments significatius en la activitat inhibidora (compostos 53, 54 i 55). Cal

® Hwang, Y.S.; Chmielewski, J.; J. Med. Chem., 2004, 48, 2239-2242.
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remarcar que d’aquesta manera es van obtenir compostos més potents que el cap de série 9e perd

reduint aproximadament a la meitat el pes molecular.

0 Compost Posicio 1 Ki Compost Posicio 3 K;
NH-lle?-Phe'-CONH,

51 2-Nal 127nM 53 Tyr(3-NO,) 102nM
52  Tyr(3-NO,) 164nM 54  Phe (4-NO,) 103 nM
( )8 55  Phe (3,4-F;) 106nM

56 Tyr (OBz) 110 nM

NH-Asn?3-Phe*-COOH 57 Phe 112 nM
© 58 Phe (4-CN) 140 nM
50
Inhibidor de dimeritzacio 59 lle 140 nM
Ki=210 nM
ICso = 1,1 uM 60 Hfe 160 nM

Figura 38: Activitats dels compostos derivats de l'inhibidor 50. 2-Nal = 2-naftilalanina, Tyr (3-NO;) = 3-nitrotirosina, Phe (4-

NO,) = p-nitrofenilalanina, Phe (3,4-F;) = 3,4-difluorofenilalanina, Tyr (OBz) = O-benzyltirosina, Hfe = homofenilalanina

Amb els resultats obtinguts d’aquestes biblioteques de compostos sintetitzats fent una unica variacio
respecte el cap de serie, el grup de Chmielewski ha optat recentment per dissenyar una nova
col-leccié de compostos fent multiples modificacions, per tal de millorar la poténcia dels inhibidors.®’
En aquest treball descriuen també una nova metodologia per sintetitzar els compostos in situ en
plaques de 96 pous, que permet assajar-los sense necessitat de purificar-los, contribuint d’aquesta

manera a un estalvi considerable de temps (Fig. 39).

o R 0 0000000 O R, o
H Y H H
0000000
© N\:)J\H/'\H/N\;)J\NHZ 5060000| ° NEJLN/H(N\)LNHZ
R o R 0000000 R o0 R
3 1 o R 0000000 ’ 1
\)J\ 5 0000000 Cadena nord
0) s e~ )
8 R T o ’ 8
0
o R
H 5
0-N N\)J\N/K”/OH
0 o :
0 Ry o)
Cadena sud

Figura 39: Esquema de la sintesi d’'inhibidors en plaques

D’aquesta manera han desenvolupat una nova estratégia per sintetitzar inhibidors doblement
modificats, els quals han resultat tenir una activitat més elevada que el compost de partida 37. Més

del 90% d’aquests inhibidors presenten una eficacia superior als compostos que incorporen només

' Lee, S.G.; Chmielewski, J.; Chemistry & Biology, 2006, 13, 421-426.
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una modificacié. Es va estudiar el mecanisme d’inhibicié pels inhibidors més potents d’aquesta
col-leccié i es va trobar que es tractava d’inhibidors de dimeritzacié. D’aquesta manera s’han

identificat els inhibidors de dimeritzacié més potents fins al moment (Taula 4).

CADENA SUD
Posici6 4 Posicié 5
o _| CMeO; (2,9) Paf (0,6) Met (2,7)|Cha (3,7) Hfe (4,4) Nal (2,9)
NH-Thr3-lle?-Phe'-CONH, Thx (0,4) 0,46 0,24 0,41 0,24 04 0,23
Posici6 1 | Bip (1,09) 0,51 1,02 0,46 0,69 064 051
)8 Chg (3,1) 0,58 0,90 0,67 0,55 053 0,31
Cha (1,6) 0,84 0,67 1,34 0,63 077 053
NH-Asn-Phe5-COOH Posici6 2 | lle (2,5) 117 0,97 1,67 0,77 124 0,61
© Chg (0,68)| 0,58 0,71 0,48 0,58 065 037
37
Inhibidor de dimeritzacio Leu (0,87) | 047 0,33 0,65 0,54 0,51 0,39
Cs0 =59 (£ 0.6) M Posici6 3 | Val (1,3) 0,48 0,32 0,58 0,41 053 0,38
Met (1,2) 0,47 0,53 0,58 0,50 057 037

Taula 4: Valors ICs, (uM) dels inhibidors modificats doblement. Els valors per la mutacié d’'un sol aminoacid es troben entre
paréntesi. Thx = tiroxina, Bip = bifenilalanina, Chg = ciclohexilglicina, Cha = ciclohexilalanina, CMeO, = metilcisteinsulfona,

Paf = 4-aminofenilalanina, Hfe = homofenilalanina, Nal = naftilalanina. Els inhibidors més potents es mostren en negreta.

= Inhibidors irreversibles

En un altre intent de desenvolupar nous inhibidors de la proteasa del VIH-1, Chmielewski i
col-laboradors van provar de dissenyar inhibidors irreversibles capagos d’atrapar covalentment el
monomer.® La inactivacio mitjangant la modificacié covalent és una bona estratégia a causa que no
es requereixen concentracions de saturacié de l'inhibidor, pel fet que una unica unié és capag
d’inactivar I'enzim. Els inhibidors irreversibles contra la proteasa del VIH-1 sintetitzats fins a I'actualitat

% inones i cetones a,B-insaturades,* dissenyats per interaccionar

es basen en derivats d’epoxids,
amb el residu Asp del centre actiu. En aquest nou estudi, la diana terapéutica del disseny dels

inhibidors irreversibles és la Cys-95 que es troba present en la interfase de dimeritzacié. Aquest

2 Zutschi, R.; Chmielewski, J.; Bioorg. Med. Chem. Lett., 2000, 10, 1901-1903.

63 a) Meek, T.D.; Dayton, B.D.; Metcalf, B.W.; Dreyer, G.B.; Strickler, J.E.; Gorniak, J.G.; Rosenberg, M.; Moore, M.L.; Magaard,
V.W.; Debouck, C.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86, 1841-1845. b) Park, C.; Koh, J.; Son, Y.; Choi, H.; Lee, C.; Choy, N;
Moon, K.; Jung, W.; Kim, S.; Yoon, H.; Bioorg. Med. Chem. Lett., 1995, 5, 1843-1848. c) Yu, Z.; Caldera, P.; McPhee, F.; de
Voss, J.J.; Jones, P.R.; Burlingame, A.L.; Kuntz, I1.D.; Craik, C.S.; Ortiz de Montellano, P.R.; J. Am. Chem. Soc., 1996, 118,
5846-5856. d) Abell, A.; Hoult, D.; Bergman, D.; Fairlie, D.; Bioorg. Med. Chem. Lett., 1997, 7, 2853-2856.

% a) Salto, R.; Babe, L.M.; Li, J.; Rose, J.R;; Yu, Z.; Burlingame, A.L.; De Voss, J.J.; Sui, Z.; Ortiz de Montellano, P.; Craik,
C.S.; J. Biol. Chem., 1994, 269, 10691-10698; b) De Voss, J.J.; Sui, Z.; DeCamp, D.; Salto, R.; Babé, L.M.; Craik, C.S.; Ortiz de
Montellano, P.; J. Med. Chem., 1994, 37, 665-673.
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disseny és raonable si ens basem en el fet que fins ara no s’han detectat mutacions en la Cys-95 de
la proteasa del VIH-1. En la interfase de dimertizacio, el tiol de la cadena lateral de la Cys-95 (d’'un
dels monomers) esta separat del Cy de la Phe-99' (de lalire mondmer) per una distancia
d’aproximadament 4 A. Es va postular que la substitucid del residu Phe en linhibidor per un
aminoacid electrofil podria generar un enllag covalent entre I'inhibidor i la Cys-95 de la proteasa. En el
disseny d’inhibidors irreversibles, el residu de Phe va ser reemplagat per Cys i aquest residu es va
transformar en un electrofil per unié a una molécula d’acid 5-tio-2-nitrobenzoic a través del tiol de la
cadena lateral (Fig. 40). D’aquesta manera aquest inhibidor podria reaccionar faciiment amb la Cys-

95 d’un dels mondmers de la proteasa i generar un pont disulfur.

N-Pro-GIn-lle-Thr-Leu-Trp-COOH

(0]
( )12
(0] (0]
H
NH-Ser-Thr-Leu-Asn\n/N\E)J\OH
0 '\§
S

61
ICso=3,7%0,3 uM

Figura 40: Inhibidor de dimeritzacio irreversible de la proteasa del VIH-1
Tot i mostrar activitat (ICso = 3,7 = 0,3 uM), es va observar que l'inhibidor 61 no reaccionava només

amb la Cys-95, siné que també ho feia amb la Cys-67, la qual es troba aproximadament a 8 A de la

Phe-99’ en I'estructura cristal-lina.

Altres inhibidors de dimeritzacié de la proteasa del VIH-1

Sorprenentment, s’han trobat altres inhibidors de dimeritzacié de la proteasa del VIH-1 que disten
molt de les estructures presentades fins al moment, ja que no es basen en els péptids de les
sequeéncies N- i C-terminal de la proteasa.

En un estudi dut a terme pel grup de Schramm, fent Us de la informacio de les estructures cristal-lines
obtingudes en estudis anteriors i mitjangant la Cambridge Structural Database van aconseguir
identificar diferents triterpens que encaixen en la interfase hidrofobica del monomer de la proteasa del
VIH-1 (Fig. 41).%°

® Querre, L.; Wenger, T.; Schramm, H.J.; Biochem. Biophys. Res. Commun., 1996, 227, 484-488.
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62aR=COOH Acid ursolic Cso =2 uM 63 Acid oleandlic  ICsp =1 uM
62b R = CH,OH  Uvaol ICs0=3,5uM

HO"

64 Acid betulinic  1Cso = 2,5 uM 65a R'=H,R?=R%=0H  Acid colic ICs0 = 350 uM

- 65b R'=0OH,R2=R®=H  Acid ursodesoxicolic ~Cs0=70 1M
65c R'=R2=R3=H Acid litocalic ICs0 = 10 uM
65d R'=R2=H,R3=OH  Acid desoxicdlic ICs0 = 80 uM

65¢ R'=H,R2=0H, R®=H Acid chenodesoxicolic 'Cs0 =40 uM

Figura 41: Estructures i IC5, de diferents triterpens inhibidors de la HIV-1 PR

El tipus d’'inhibicié es va assajar pel cas de I'acid ursolic mitjangant el model cinétic descrit per
Zhang39 i es va observar que es tractava d’un inhibidor de dimeritzacio (Kidim = 3,4 uM) amb una petita
component d'inhibidor competitiu (K™ = 130 pM). D’aquesta manera es van identificar nous
inhibidors de dimeritzacié no peptidics que presenten avantatges com la bona biodisponibilitat oral
dels esteroides, el baix cost i les multiples possibilitats de modificacié de les cadenes laterals.

A mitjans dels 90, Rich i col-laboradors van abordar la sintesi de derivats dels didemnacetals A i B
(Fig. 42),66 especies aillades de I'Ascidian didemnum de lilla Auluptagel i dels quals havia estat
descrita la seva activitat inhibitoria envers la proteasa del VIH-1 (IC5 de 2 uM i 10 uM,

respectivament).®’

% Fan, X.; Flentke, G.R.; Rich, D.H.; J. Am. Chem. Soc., 1998, 120, 8893-8894.
 Potts, B.C.M.; Faulkner, D.J.; Chan, J.A.; Simolike, G.C.; Offen, P.; Hemling, M.E.; Francis, T.A.; J. Am. Chem. Soc., 1991,
113, 6321-6322.
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R =-COCH3 Didemnacetal A ICgq =2 uM

R= %)\/\/LCOZCH;; Didemnacetal B ICsp = 10 uM

Ascidian didemnum

Figura 42: Estructures dels didemnacetals A, B i fotografia de I'espécie Ascidian didemnum

El descobriment de capacitat inhibidora per part d’analegs simplificats d’aquestes estructures sense la
preséncia del grup hidroxil lliure tipic dels inhibidors de centre actiu, els va conduir a estudiar
detingudament el mecanisme d’inhibicié d’aquests compostos. D’aquesta manera van trobar que els
pentaésters 66a-h seguien el model cinétic descrit per Zhang i que per tant es tractava d’inhibidors de
dimeritzacio (Fig. 43).

K
0 66a (5S, 7S, 8S): 29.9 uM
PN 66b (5R, 7R, 8R): no inhibeix
0 OAc 0" 0 66c (5R, 7S, 8S): 16 uM
HiCOL A 66d (5S, 7R, 8R): 10 uM
o 66e (5S, 7R, 8S): 2.1 uM

o) 66f (5R, 7R, 8S): 4.2 uM
669 (5S, 7S, 8R): 3.6 uM

66h (5R, 7S, 8R): 4.0 uM

Figura 43: Inhibidors de dimeritzacié derivats dels didemnacetals A i B
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1.3 PRECEDENTS DEL GRUP

Des de fa uns anys, el nostre grup de recerca s’ha especialitzat en la utilitzaci6 de 3-
aminopiperidones diversament funcionalitzades per a la sintesi d’analegs dipeptidics de conformacio
restringida. L’anell de piperidona uneix el Coa d’'un aminoacid amb I'atom de nitrogen del residu
segulent, restringint d’aquesta manera els angles d’enlla¢ o, y i x4 i reduint la mobilitat dels angles ¢

i 02, ja que depenen de la conformacio de cadira adoptada per I'anell de piperidona (Fig. 44).

0 ¢,Ri O Ry
H V1 0)511)2 i+ 1 H
. N; %
g/d’:@?ﬁ,?,\ﬁ % ’J]\N,{\n/
fl%i)ﬂ H e} _\/ 0]
R
Angles de torsié Dipéptid restringit

Figura 44: Restriccid dels analegs dipeptidics mitjangant I'anell de piperidona

L’any 1980, Freidinger va demostrar que la introduccié d’'un anell de lactam en una cadena peptidica
induia la formacié de girs B.® Posteriorment, en el nostre grup s’ha observat la capacitat de

I'estructura de lactam per a la induccié girs de tipus vy (Fig. 45).69

i+ 1

Mimetic de gir Mimeétic de gir y
Figura 45: Representacié de mimetics de girs B iy
Actualment, el nostre grup disposa d’una col-leccié de 3-aminolactams que han estat emprats com a

“scaffolds” (o esquelets de suport de grups funcionals), com a inductors d’estructures secundaries de

tipus gir Biyi com a substituts de dipéptids en estructures d’importancia bioldgica (Fig. 46).

68 a) Freidinger, R.M.; Veber, D.F.; Perlow, D.S.; Brooks, J.R.; Saperstein, R.; Science, 1980, 210, 656-658. b) Freidinger, R.M.;
Veber, D.F.; Hirschmann, R.; Paege, |.M.; Int. J. Pept. Protein Res.; 1980, 16, 464-470. c) Freidinger, R.M.; Perlow, D.S;
Verber, D.F, J. Org. Chem., 1982, 47, 104-109. d) Freidinger, R.M.; J. Med. Chem., 2003, 46, 5553-5566. €) Veber, D.F;
Freidinger, R.M.; Trends Neurosci., 1985, 392-396.

% Fernandez, M.M.; Diez, A.; Rubiralta, M.; Montenegro, E.; Casamitjana, N.; Kogan, M.J.; Giralt, E.; J. Org. Chem., 2002, 67,
7587-7599.
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Figura 46: Estructures dels pseudodipéptids desenvolupats en el grup d’investigacié en els darrers anys

Per exemple, el lactam 67 s’ha emprat en la sintesi d'una quimioteca d’inhibidors de triptasa

d’estructura dimeérica i el lactam 77 s’ha utilitzat com a derivat restringit de Met en inhibidors del

transport hepatic del glutation. També s’han desenvolupat derivats biciclics com els compostos 72, 74

i 78.

L’objectiu de la present Tesi doctoral consisteix, doncs, en la introduccié d’aquest tipus de compostos

amb estructura de 3-aminolactam en les cadena peptidiques nord i sud dels inhibidors de proteasa,

per tal de disminuir la llibertat conformacional i convertir-los, d’aquesta manera, en agents més actius

i menys propensos a la degradacio.

D’entre aquests compostos, vam escollir els pseudodipéptids 67, 72 i 78.
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En primer lloc, ens vam decidir pel compost 78, amb la finalitat d’ajudar a preorganitzar la cadena
nord i sud dels inhibidors per tal de formar una lamina B interdigitada ja que en estudis previs en el
grup s’havia demostrat que induia girs de tipus B-II’.70

En segon lloc, ens vam decantar pel compost 72, ja que en el grup també havia quedat demostrat el
seu paper en la formacié de girs, en aquest cas de tipus y.69 A causa de les dificultats sintetiques i
dels baixos rendiments obtinguts que feien inviable la introduccié d’aquesta molécula en les cadenes
peptidiques dels inhibidors, finalment vam optar per incorporar el compost 67 en el disseny dels

nostres inhibidors.

" Estiarte, M.A.; Rubiralta, M.; Diez, A.; Thormann, M.; Giralt, E.; J. Org. Chem., 2000, 65, 6992-6999.
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1.4 OBJECTIUS

Tot i que s’han assolit molts reptes en la lluita contra el SIDA, actualment encara se’'n desconeix la
cura definitiva. Tots els farmacs assequibles comercialment i llur combinacié en 'anomenada terapia
antiretroviral altament activa (HAART) milloren la qualitat de vida de les persones infectades perd
l'actual terapia té uns costos molt elevats, sobretot si tenim en compte que els 95% de la gent
infectada viu en paisos en vies de desenvolupament, i pateix altres limitacions com ara la necessitat
de dosis elevades, els efectes secundaris i sobretot, el problema de la resisténcia als farmacs. A més
a més aquests inhibidors, tot i tenir una forta activitat, no sén ideals, ja que en general tenen una
baixa solubilitat aquosa, s’eliminen facilment, no sén assequibles per via oral i tenen una durada
d’accio breu.

La present Tesi doctoral té per objectiu el disseny, sintesi i avaluacié de nous inhibidors de la
proteasa del VIH-1 que actuin per un mecanisme d’inhibicié diferent als comercialitzats fins al moment
i que ajudi a combatre els inconvenients associats als inhibidors comercials.

Els objectius d’aquesta Tesi es resumeixen en:

= Sintesi dels 3-aminolactams 67,72 i 78

H?\N’R ORZ?\I/COZtBu H3COzco,
o N " Boc. | OTNJ'O
H2NIJ HN™
67 72 78

» Disseny i sintesi en fase solida dels inhibidors de dimeritzacio de la proteasa del VIH-1

= Expressio de la proteasa del VIH-1 en E. Coli

= Avaluacié dels inhibidors i del mecanisme d’inhibicié per fluorescéncia amb la proteasa obtinguda
mitjancant 'expressio en E. Coli

= Avaluacié dels inhibidors amb el VIH-1 en col-laboracié amb el grup del Dr. Esté de I'Hospital
Germans Trias i Pujol (Badalona)

= Avaluacio de la interaccio proteasa-inhibidor mitjangant estudis de calorimetria

41



INTRODUCCIO i OBJECTIUS

Una part del treball experimental d’aquesta Tesi es va dur a terme al grup del Prof. Lubell de la
Universitat de Montreal. Aquest grup de recerca també utilitza estructures heterocicliques com a
pseudopeptids restringits. Durant aquesta estada de 6 mesos, es va poder aprofundir en el disseny de
peptidomimeétics basats en I'estructura d’azabiciclo[X.Y.0]alcans. L’objectiu que es va plantejar fou:

= Expansi6 de la metodologia descrita préviament al grup de la sintesi de I'aminoacid derivat de

pirrolizidinona per tal de sintetitzar diferents analegs substituits en la posici6 6.

H OH H OH
: 36 E 6
BocHN BocHN
OCl N 0oC N
(0] CO,CH;4 (@] CO,CHj,
(6R)-19 (6S)-79

= Estudi conformacional d’aquests compostos
= Derivatitzacié dels aminoacids de pirrolizidinona a través de la funcié hidroxil, per tal de

mimetitzar diferents estructures dipeptidiques
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