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SIALIC ACIDS - FROM THE COMPREHENSION OF THEIR INVOLVEMENT IN BIOLOGICAL PROCESSES TO
ANTIINFLUENZA DRUG DESIGN. Sialic acids are nine-carbon carbohydrates that occur widely in nature and occupy the terminal
portions of some glycoproteins and glycolipids of cell membranes. These carbohydrates are closely involved in cell-cell interactions
and in processes such as microbial infection, inflammation, etc. Studies on the participation of sialic acids in biological processes
have provided comprehension about their role in the infection by the influenza virus, the causal agent of flu. In this article, we

present an overview of the importance of sialic acids in the influenza virus infection and how the knowledge of their involvement

in this process has allowed the development of selective and efficient drugs against the virus.

Keywords: sialic acid; flu and antiinfluenza drugs.

INTRODUCAO

Nio hd vida sem célula. E a exemplo da prépria vida, que tanta
diversidade apresenta, variam as formas e fun¢des das células. As
células sdo as unidades estruturais e funcionais de todos os organis-
mos e ¢ possivel reconhecer, em sua hierarquia estrutural, alguns
niveis de complexidade, como aqueles presentes, por exemplo, em
uma cé€lula vegetal: o nivel 3 onde se incluem complexos supra-
moleculares (cromossomo, membrana plasmatica, parede celular, etc);
o nivel 2 representado por macromoléculas (DNA, proteinas, celulo-
se, etc) e o nivel 1 compreendendo as unidades monoméricas, como
nucleotideos, aminoécidos, carboidratos, etc'” (Figura 1).
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A membrana plasmadtica, presente em células de todas as espécies,
define a periferia da célula, separando o seu contetido da circun-
vizinhanca. Ela serve como uma barreira de permeabilidade, que per-
mite a célula manter uma composicao citoplasmatica e é composta de
grande nimero de moléculas de lipidios e proteinas que se mantém
juntas principalmente por interacdes hidrofébicas, formando uma
bicamada lipidica fina, resistente e flexivel, em volta da célula'?. Al-
gumas proteinas presentes na membrana celular permitem a passagem
de certos fons e moléculas (proteinas transportadoras). Outras protei-
nas exercem o papel de receptores, transmitindo o sinal do exterior
para o interior da célula. H4 ainda proteinas que funcionam como
enzimas, participando de rea¢des que ocorrem em membranas. Mui-
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Figura 1. Hierarquia estrutural na organiza¢do molecular de uma célula vegetal. Reproduzido da ref. 1, com permissdo de W. H. Freeman and Company/
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tas das proteinas e dos lipideos presentes na membrana celular apre-
sentam-se como conjugados de carboidratos, denominando-se
glicoproteinas e glicolipideos, respectivamente' (Figura 2). As
glicoproteinas, em especial, sdo fundamentais em muitos processos
bioldgicos incluindo fertilizagdo, ativagdo do sistema imune, replicagdo
viral, crescimento e renovagdo celular e inflamac@o, entre outros®.
Dentre os carboidratos presentes nos glicoconjugados de mem-
brana destacam-se os dcidos sidlicos, uma familia de carboidratos
complexos de nove carbonos, normalmente ligados a outros
carboidratos por meio de ligacdes o.-cetosidicas, que ocorrem na
natureza em cerca de 50 tipos. Estes tipos diferem entre si por vari-
acoes do grau de substituicdo e oxidacdo no esqueleto carbdnico e
t&ém como molécula precursora a N-acetil-D-manosamina (ManNAc)®
(Figura 3). Este precursor € biossintetizado a partir de UDP-N-acetil-
D-glicosamina, uma molécula obtida em meio intracelular’ ou a par-
tir da N-acetil-D-glicosamina (GlcNAc), com participagio da enzima
N-acetil-D-glicosamina-2-epimerase® (Figura 3). A N-acetil-D-
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manosamina produzida € fosforilada em C6 pela enzima N-acetil-D-
manosamina-6-quinase. A acdo da enzima NeuSAc aldolase (tam-
bém conhecida como acido sialico 9-P sintase) sobre a N-acetil-D-
manosamina 6-fosfato, na presenca de fosfoenolpiruvato (FEP), gera
uma base de Schiff e, subseqiientemente, o 4cido sidlico-9-P (acido
N-acetilneuraminico 9-fosfato) (Figura 3). A perda do grupamento
fosfato, mediada pela enzima 4cido sidlico 9-fosfato fosfatase forne-
ce o 4cido sidlico (dcido N-acetilneuraminico — NeuSAc) livre que €
direcionado ao nicleo da célula. Neste compartimento, o dcido N-
acetilneuraminico (Neu5Ac) € ativado a custa de hidrdlise de citidina
trifosfato (CTP), sendo formado CMP-4cido sidlico que € transpor-
tado para o complexo de Golgi. Nesta organela, CMP-4cido sidlico
atuard como doador de glicosideo no processo de alongamento de
cadeias dos oligossacarideos de glicoproteinas e glicolipideos, por
acdo de enzimas denominadas sialiltransferases®!® (Figura 3). As-
sim, glicoproteinas ou glicolipideos sialilados sdo secretados ou en-
tregues 2 membrana plasmadtica da célula.

Figura 2. Estrutura da membrana celular, com ampliagdo para um glicolipideo de membrana. Adaptado da ref. 4
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Figura 3. Rota simplificada da biossintese do Neu5Ac
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O 4cido sidlico mais abundante existente em eucariotos € o dcido
N-acetilneuraminico (dcido 5-acetamido-3,5-didesoxi-D-glicero-oi-
D-galacto-non-2-ulopiranosdnico - NeuSAc, 1), que foi isolado pela
primeira vez por Gottschalk e colaboradores''>. Outros derivados
comuns, porém encontrados em menor quantidade, sdo 4cido N-
glicosilneuraminico (Neu5Gl, 2) e 5-hidroxineuraminico (dcido 3-
desoxi-D-glicero-0-D-galacto-non-2-ulopiranosonico - KDN, 3) (Fi-
gura 4)''. Foi relatada a ocorréncia de derivados dos dcidos sidlicos
1, 2 e 3 que incorporam em suas estruturas um ou mais grupos acetilas,
ou envolvem a lactonizagdo ou fosforilagdo da hidroxila em C9 ou a
metilacdo ou sulfatacdo da hidroxila em C8. Como componentes de
glicoconjugados, os dcidos sidlicos sdo encontrados ligados a hexoses,
como 0/(2,3)- ou 0u2,6)-B-Gal ou B-GalNHR e ligados a outros 4ci-
dos sidlicos como o(2,8)'"13.

R = NHAc (Neu5Ac, 1)

R = NHGlicosil (Neu5Gl, 2)

R = OH (KDN, 3)

Figura 4. Estruturas dos dcidos sidlicos mais comuns

Localizados nas posigdes terminais de glicoconjugados da su-
perficie celular (Figura 2), os 4cidos sidlicos estdo intimamente en-
volvidos em processos bioldgicos fundamentais a manutencdo da
vida, mas em fungdes diferentes daquelas normalmente atribuidas a
carboidratos como armazenadores de energia (glicogénio e amido,
por exemplo) ou como componentes de blocos estruturais (quitina e
celulose)'*. Exemplos do envolvimento dos dcidos sidlicos em pro-
cessos bioldgicos incluem as fungdes de mediadores na adesdo célu-
la-célula, mediadores na comunicagdo intercelular, renovadores ce-
lulares, receptores para bactérias e virus, entre outras'+!”.

Como mediadores na renovacdo celular, pode-se citar o papel
dos dcidos sidlicos em eritrdcitos. Os eritrécitos sdo células que se
formam na medula 6ssea e que, ao atingirem a maturacdo, passam ao
sangue e tém como principal funcio o transporte de oxigénio a todos
os tecidos do corpo. Um dos eventos bioldgicos que determinam a
“idade” do eritrécito, cuja vida média € de aproximadamente 120
dias, € a perda dos residuos de 4cidos sidlicos presentes em seus
glicoconjugados de membrana. As unidades de acidos sidlicos en-
contradas nas extremidades protegem essas células da captagio pelo
figado. Quando os eritrdcitos estdo velhos e prontos para a destrui-
¢do e reposicdo, ocorre a remocdo dos dcidos sidlicos terminais pela
enzima sialidase expondo residuos de galactose, que interagem com
receptores dos hepatdcitos'® (Figura 5).

Outro exemplo da importancia dos dcidos sidlicos refere-se ao
processo de inflamacdo. Neste caso, os leucécitos que circulam na
corrente sanguinea devem se ligar a superficie de células endoteliais
(células que revestem os vasos sanguineos) antes de migrarem entre
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Figura 5. Formagdo de eritrocitos circulantes ndo-sililados

as células para chegar ao local atingido'>!!° (Figura 6). No local da
inflamac@o, a selectina P da superficie de células endoteliais interage
com um residuo de 4cido sidlico especifico das glicoproteinas dos
leucécitos circulantes. Esta interacdo diminui a velocidade de difu-
sdo dos leucdcitos, devido a adesdo e a rolagem destes ao longo do
revestimento endotelial dos capilares. Uma segunda interac@o entre
as moléculas das integrinas na membrana plasmadtica dos leucdcitos
e uma proteina de adesdo na superficie das células endoteliais dimi-
nui 0 movimento dos leucdcitos, permitindo sua passagem através
da parede do capilar para os tecidos danificados, para iniciar uma
resposta imune. Farmacos que interferem na ligagdo selectina-
carboidrato auxiliam no tratamento de doencas inflamatdrias croni-
cas causadas por leucécitos hiperativos!”'.

De todos os processos bioldgicos mediados por dcidos sidlicos,
os que despertaram maior interesse e se tornaram alvo de estudos
mais detalhados, a maior parte deles ainda em andamento, sdo refe-
rentes a infecgdo dos humanos por bactérias e virus. Por exemplo, a
toxina pertussis, produzida por Bordetella pertussis, bactéria que
causa a coqueluche, penetra na célula alvo somente depois de interagir
com um oligossacarideo contendo uma unidade de 4cido sidlico ter-
minal. A compreensdo de detalhes dos sitios de ligacao das toxinas
(lectinas) aos oligossacarideos, ainda incipiente, pode permitir, por
engenharia genética, a produgdo de toxinas andlogas para uso em
vacinas. As toxinas podem ser modificadas de forma a perder a sua
potencialidade, tornando-se atenuadas, o que permitiria o desenca-
deamento de uma resposta imune que proteja o organismo quando
exposto a toxina natural'.

Por outro lado, infec¢des causadas pelo virus influenza foram e
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estdo sendo muito melhor estudadas, e a fungdo dos dcidos sidlicos
abriu novas possibilidades para o entendimento de algumas doengas.

0S ACIDOS SIALICOS COMO FONTE DE INSPIRACAO
PARA O DESENHO DE FARMACOS CONTRA A GRIPE

A gripe e seu agente etiologico

A influenza € uma virose respiratdria aguda que ocorre durante
todo ano, sendo popularmente conhecida como gripe. O termo
influenza, do latim del fredo (frio), relaciona a doenga ao inverno. Ja
o termo gripe tem sua origem no russo khripu, que quer dizer rou-
quidao®. E considerada uma doenca de alta transmissibilidade, prin-
cipalmente em ambientes fechados, e manifesta-se sob forma de sur-
tos e epidemias, sendo sua transmissdo através do contato com pes-
soas gripadas, por meio do ar ou da saliva.

A gravidade da doenca durante as epidemias e pandemias (epi-
demias em varios continentes) de influenza é bastante varidvel, cau-
sando desde quadros de rinofaringite leve até pneumonia viral, com
complicacdes fatais. A Figura 7 ilustra algumas doengas que podem
surgir como conseqiiéncia de um quadro de infec¢do com o
influenza?'.

Otite

Sistema
de defesa

Figura 7. Possiveis conseqiiéncias da infec¢do pelo virus influenza.
Reproduzido da ref. 21, com permissdo do Departamento de Pesquisa,
Arquivo Editorial da Revista Isto E

Em 1918, a gripe espanhola matou 30 mil pessoas no Brasil. Foi
a mais devastadora pandemia do século XX, totalizando 21 milhdes
de mortes em todo mundo, ou seja, a doenga matou duas vezes mais
pessoas que a I Guerra Mundial. Estima-se que, anualmente, cerca
de 10% da populagdo mundial seja acometida pela influenza. Os
sintomas mais freqiientes da gripe sdo caracterizados por febre, cala-
frios, cefaléia, tosse seca, dor de garganta, congestdo nasal ou coriza,
mialgias, anorexia e fadiga®.

O Myxovirus influenzae, também denominado virus influenza, é
o agente etioldgico da gripe. Ele foi isolado pela primeira vez por
Hipdcrates no ano 412 a.C. Os virus influenza sdo particulas envelo-
padas de RNA de fita simples, subdividindo-se em trés tipos: A, B e
C, sendo que apenas os tipos A e B tém relevancia clinica em huma-
nos. Os virus influenza A apresentam maior variabilidade e, portan-
to, sdo divididos em subtipos de acordo com as diferencas de suas
glicoproteinas de superficie, a hemaglutinina e a neuraminidase (Fi-
gura 8). Existem quinze tipos de hemaglutinina e nove tipos de
neuraminidase identificadas em diferentes espécies animais. Atual-
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mente sdo conhecidas trés hemaglutininas (H1, H2 e H3) e duas
neuraminidases (N1 e N2) presentes nos virus influenza do tipo A
adaptadas para infectar seres humanos??.

Hemaglutinina
{monémero)

Neuraminidase
(monoémero)

Figura 8. Principais proteinas de superficie presentes no virus influenza

Que “armas” encontram-se disponiveis contra o virus da
influenza?

Embora a vacinagdo seja a ferramenta de primeira escolha para a
prevencao da influenza, os antivirais especificos sdo agentes de grande
importancia no tratamento desta doenca. O desenvolvimento de va-
cinas tem sido apenas parcialmente eficiente no controle da gripe,
devido a alta capacidade de mutaco que o virus apresenta®. Atual-
mente estao disponiveis na Europa e Estados Unidos quatro fairmacos
antivirais especificos para a influenza: os fdrmacos cldssicos,
amantadina (4) e rimantadina (5), e os antivirais de segunda geragao,
zanamivir (6) e oseltamivir (7) (Figura 9). Os antivirais 6 e 7 foram
licenciados pelas autoridades sanitdrias brasileiras, encontrando-se
disponiveis no mercado desde o ano de 2000** (Figura 9).

oHs
NH, HC—NH,.HCI

Amantadina (4) Rimantadina (5)

NH

Zanamivir (6) Oseltamivir (7)

Figura 9. Fdarmacos cldssicos amantadina (4) e rimantadina (5), e antivirais
de segunda geragdo zanamivir (6) e oseltamivir (7)

A amantadina (4) e a rimantadina (5) (esta dltima ndo registrada
na Europa) sdo recomendadas na profilaxia da infec¢do por Myxovirus
influenzae tipo A, ndo tendo indicag¢@o em infecgdes por virus B ou
C*». Ambas atuam inibindo a replicagéio viral através da inativacdo
do canal idnico (proteina M) do virus*. Porém, o virus € capaz de
criar facilmente resisténcia, in vitro € in vivo, a esses farmacos e as
variantes resistentes do virus sdo transmissiveis e patogénicas®’ .
Os eventos adversos associados ao uso de amantadina (4) e
rimantadina (5) incluem transtornos do sistema nervoso central (SNC)
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e gastrointestinal (nduseas e vOmitos). Assim, o baixo espectro de
acdo, o rapido desenvolvimento de resisténcia viral e o fato de pro-
vocarem reacdes adversas tém restringido a utilizagao destes formacos
na prdtica clinica®?'.

Os antivirais de segunda geracao, por sua vez, representam no-
vas opgdes para o tratamento e/ou profilaxia da gripe. Estes sdo inte-
grantes de uma nova classe de farmacos especificos contra os virus
influenza A e B, classificados como inibidores de neuraminidase (N),
tendo sido aprovados para o tratamento da influenza nos Estados
Unidos e no Brasil em 1999 e 2000, respectivamente.

Compreender para combater — o ciclo de vida do virus
influenza e a evoluciio dos farmacos contra a gripe

O virus influenza freqiientemente € transmitido de uma pessoa
para outra via goticulas de dgua contaminadas que sdo expelidas du-
rante um espirro® (A, Figura 10). O virus penetra no sistema respira-
tério ou nos olhos através das mucosas e entdo atinge a corrente san-
guinea, aumentando a produgio de secre¢io e provocando o primeiro
sintoma da gripe: a coriza. Na corrente sangiifnea, os virus atacam as
células® (B, Figura 10). Duas principais enzimas virais estao envolvi-
das no processo de infec¢do: a hemaglutinina®3* ¢ a neuraminidase®
(Figuras 8 e 10). Ambas as enzimas atuam e reconhecem residuos de
acidos sidlicos presentes nas glicoproteinas das células a serem
infectadas e induzem a fusdo e incorporacdo do envelope viral pela
célula (C, Figura 10). Dentro da célula o virus libera o seu material
genético, 0 RNA, que € internalizado juntamente com algumas protei-
nas virais no nuicleo. As proteinas virais promovem a duplica¢do do
RNA viral e produzem RNA viral mensageiro que utiliza a “maquina-
ria celular” do hospedeiro para sintetizar novas proteinas virais. Estas
proteinas, juntamente com as cépias de RNA viral, formam entdo c6-
pias do virus que saem da célula infectada e vao infectar outras célu-
las* (D-K, Figura 10). O reconhecimento de que as enzimas
hemaglutinina e a neuraminidase sdo de fundamental importancia para
o sucesso da infeccdo abre a possibilidade de se interferir na atividade
de uma ou ambas enzimas do ciclo de vida do virus influenza, o que
pode tornar lento o processo de invasdo celular, permitindo ao sistema
imune tempo suficiente para ser efetivo contra o virus. E foi justamen-
te conhecendo o ciclo de vida do virus influenza e compreendendo
como € possivel intervir neste ciclo que, hoje, se tem no mercado far-
macéutico dois medicamentos para o tratamento da gripe: o Relenza®
[zanamivir (6)] € o Tamiflu® [oseltamivir (7)], da Roche e da
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Ribossomo
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Figura 10. Ciclo de vida do virus influenza. Adaptado da ref. 30
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GlaxoSmithKline, respectivamente. Além desses, outros compostos
encontram-se em fase 3 dos testes clinicos'.

DESENHANDO FARMACOS ANTIINFLUENZA

A partir da versatilidade de fungdes dos dcidos sidlicos, torna-se
de grande interesse o estudo ndo somente do seu processo de
biossintese, descrito anteriormente, como também a proposta de
possiveis intervengdes terapéuticas que possam auxiliar no tratamento
de doencas associadas ao reconhecimento destas moléculas.

As ultimas trés décadas revelaram novas fungoes bioldgicas para
os dacidos sidlicos, o que tem motivado o desenvolvimento de
metodologias sintéticas para obtengdo destes e de derivados, de for-
ma a permitir tragar um esbog¢o de como e quais sdo o0s requisitos
minimos para que estes carboidratos interajam com os seus recepto-
res e desencadeiem a mensagem que levard as respostas bioldgi-
cas''*15 A Figura 11 mostra uma evoluc@o acentuada no nimero de
publicagdes e requerimentos de patentes associados a processos de
sintese e utiliza¢do de dcidos sidlicos®.
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Figura 11. Evolugdo do miimero de publicacoes e de requerimento de pedidos
de patente relacionados a sintese e utilizagdo de dcidos sidlicos, segundo
dados divulgados pela ISI Web of Knowledge®

Como muitos dcidos sidlicos naturais sdo rapidamente degrada-
dos por enzimas digestivas, plasmaticas ou glicosidases celulares,
um grande avanc¢o se deu com a utilizacdo de glicomiméticos, molé-
culas que contém os requisitos estruturais minimos para interagao
com uma dada biomolécula. Os glicomiméticos podem apresentar
vantagens quando comparados a oligossacarideos de ocorréncia na-
tural no organismo, a saber: maior estabilidade na presenca de enzimas
degradativas; maior afinidade pela biomolécula em investigacido em
funcdo de seu desenho; modulacdo dos parametros de biodisponi-
bilidade e farmacocinética por modificaces estruturais; maior se-
melhanca a intermedidrios de reacdes enzimadticas; etc!’.

O entendimento de como os carboidratos interagem com seus
receptores protéicos (Figura 12A) fornece informacdes importantes
para o desenho de carboidratomiméticos. Baseado neste conheci-
mento prévio, duas podem ser as abordagens dadas ao desenho des-
tes miméticos'”: uma compreendendo os compostos com um razod-
vel grau de similaridade com o carboidrato (Figura 12B) e outra
onde toda a porg¢do do carboidrato € alterada, mantendo-se apenas os
grupos funcionais envolvidos nas interacdes fundamentais entre o
carboidrato e seu receptor, em suas formas originais ou na forma de
isosteros (Figura 12C).

Na Figura 13 encontram-se apresentadas as interagcdes impor-
tantes entre o sitio ativo da hemaglutinina do virus influenza e o
receptor sialosideo da molécula hospedeira. Porém, o sitio ativo da
hemaglutinina apresenta uma afinidade fraca por sialosideos
monoméricos (com apenas um residuo de dcido sidlico), o que difi-
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A: Ligante natural

Figura 12. Estratégias gerais usadas para o desenho de glicomiméticos

culta o desenvolvimento de sialilmiméticos que atuem de forma efi-
ciente sobre a hemaglutinina***2. Muitos miméticos de dcidos sidlicos
monoméricos mostraram apenas uma baixa eficdcia na prevencao da
infecc@o viral. Por outro lado, uma variedade de estruturas como
lipossomos e polimeros (Figura 14), tendo varios residuos de dcidos
sidlicos ligados (sialosideos poliméricos)™®, que foi sintetizada e ava-
liada quanto a atividade inibitéria da hemaglutinina**¢ demonstrou,
de forma geral, maior eficiéncia que os sialilmiméticos monoméricos
(Figura 14). No entanto, hd necessidade de estratégias sintéticas mais
elaboradas para a obtengdo de sialilmiméticos poliméricos'S.

Diferentemente da hemaglutinina, a neuraminidase liga-se for-
temente a residuos monoméricos de dcido sidlico terminal das
glicoproteinas presentes na célula hospedeira. A estrutura cristalo-
gréfica da sialidase do virus influenza foi reportada pela primeira
vez em 1983. Evidenciou-se que cada um dos mondmeros do
homotetrdmero tem seis grupos de quatro folhas B pregueadas
antiparalelas, arranjadas numa forma helicoidal*’** (Figura 8). Os
aminodcidos do sitio ativo tém-se mostrado invariantes nas sialidases
de todas as cepas de ambos os virus, influenza A e B. Além disso,
um razodvel nimero de aminodcidos que fornece suporte a estrutura
do sitio ativo € conservado.

A Figura 15 apresenta o estado de transi¢do proposto para o
mecanismo enzimdtico de a¢do da neuraminidase do virus
influenza'**™!. Em nivel molecular, a neuraminidase promove a que-
bra da ligagdo glicosidica da glicoproteina ou do glicolipidio. H4
perda do residuo de 4cido sidlico terminal com formag@o de um in-
termedidrio, o cition endociclico sialosil (8), que € subseqiientemente
interceptado pela dgua levando a formagdo de a-Neu5SAc (o1). O ol
converte-se ao andmero B-Neu5Ac (1) que ¢ termodinamicamente
mais favordvel. A proposta da existéncia do intermedidrio catidnico
8 (Figura 15) € fundamentada por experimentos de cinética enzima-
tica, experimentos de RMN**! e por métodos computacionais®>. Acre-
dita-se que este intermedidrio € estabilizado no sitio ativo da neurami-
nidase através de interacdes iOnicas entre residuos de aminoacidos
carregados negativamente e o cétion intermediério (8)''.

Um dos primeiros inibidores de sialidase do virus influenza foi
0 4cido 2,3-didesidro-2-desoxi-D-N-acetilneuraminico (Neu5SAc2en,
DANA, 9; Figura 16), que mostrou em testes in vitro uma constante
de inibi¢do de ordem micromolar (K, = 10° a 10° M). E proposto
que o Neu5Ac2en (9) seja um analogo do estado de transicio (Figu-
ra 16), com uma dupla ligagdo entre C2 e C3 planarizando o anel, o
que lembra o cétion sialosil (8)!*1553,

Neu5Ac2en (9), contudo, ndo mostrou seletividade na inibicao
da sialidase viral e falhou em modelos animais infectados com o
virus influenza'*. E importante ressaltar que, assim como o
NeuSAc2en (9), grande parte dos inibidores desenhados que apre-
sentaram alguma atividade inibitdria requerem a dupla ligagdo no
anel entre o C2 e C3, o grupo carboxilato em C2, um grupo carrega-

B: Desoxicarboidrato
com Nnovos grupos
funcionais
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C: Novo nucleo com grupos
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Figura 13. Interagoes importantes entre a hemaglutinina e o receptor
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Figura 16. Estrutura do 2,3-dideidro-2-desoxi-D-N-acetilneuramico
(Neu5Ac2en, DANA, 9)

do positivamente (em condicdes fisiolgicas) em C4 e o grupo N-
acetamido em C5'1>%, A maior excecdo € com relagio a cadeia tri-
hidroxilada (C7-C9) presente no Neu5Ac2en (9), que pode ser subs-
tituida por um grupo ramificado e hidrofébico™.

Inibidores com estruturas derivadas dos acidos sialicos

A estrutura cristalina da sialidase do virus influenza, complexada
com os acidos N-acetilneuraminico (Neu5Ac, 1) e Neu5Ac2en (9),
provou ser muito ttil no desenho racional de firmacos antiinfluenza®.
Analisando-se a estrutura cristalogréfica de sialidases complexadas
com os dcidos citados, observou-se que a presenca de NeuSAc (1)
ou de Neu5Ac2en (9) ndo provocou mudangas na geometria do sitio
ativo ao qual se ligam os compostos. Foi possivel também desenhar
um mapa das interagdes energeticamente mais favordveis no sitio
ativo da enzima, considerando diferentes grupos como o 4cido
carboxilico, a amina e as hidroxilas.

Comparando este mapa de interagdes com a estrutura cristalografica
da sialidase do virus influenza complexada com os compostos NeuSAc
(1) e NeuSAc2en (9) foi possivel prever modificagdes que, a princi-
pio, pudessem aumentar o efeito inibitério destes compostos sobre a
sialidase. Segundo este mapa, existem trés dreas principais de interagio
para o grupo amino, sendo a mais acessivel um bolsdo situado adja-
cente ao grupo C4-OH do Neu5Ac (1). Neste sentido, foi desenhado o
4-amino-4-desoxi-Neu5Ac2en (10) (Tabela 1), que mostrou ter uma
atividade inibitdria para a sialidase do virus influenza duas vezes mai-
or que a observada para o NeuSAc2en (9). As interacdes entre 10 e o
sitio ativo da sialidase podem ser observadas na Figura 17. Dado o
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tamanho do grupo ligado ao C4 e, apoiado por estudos de modelagem
molecular, foi proposto que este bolsdo poderia ser preenchido por um
grupo ainda maior e carregado positivamente®. von Itzstein e colabo-
radores®, com base nesses estudos, sintetizaram uma série de andlo-
gos modificados em C4 (Tabela 1), entre eles o 4-desoxi-4-guanidino-
Neu5Ac2en (zanamivir, 6).

371
i
NH, A NH,
W2 HON G NH, (!
118 J® 2N @ N2 sl Arg2®?
Arg \N/KNHZ:' o ,NHJ?N’ g
119Gy ®'Asp, 007 H Glu278

Figura 17. Ligacdao do composto 10 ao sitio ativo da neuraminidase do
virus influenza

Tabela 1. Andlogos de 10 com diferentes substituintes em C4 e seus
respectivos valores de IC para a neuraminidase do virus influenza

Ho__OH

o
H;‘XZJ/COZH
AcHN
R

Grupo R IC,, (M)
—OH (9) 0,15
—NH, (10) 0,32
NH
N7 ONH,
H 0,005
zanamivir (6)
NH
Py (1 05
H
o}
\NJJ\/NHz (12) >650
H

O composto 6 mostrou baixa cinética de ligacdo e sua constante
de inibicdo experimental foi determinada como sendo aproximada-
mente 10""M. O zanamivir (6) é administrado por via aérea (inala-
¢do de 10 mg) duas vezes ao dia. E efetivo em curto espago de tempo
(0,7 a 1,5 dias) se administrado nas primeiras 30-48 h do fnicio da
febre. Os efeitos colaterais estdo associados a parte superior do trato
respiratério, particularmente no caso de pacientes que apresentam
asma, onde ha um declinio da forca respiratéria. O zanamivir (6) ndo
é biodisponibilizado por via oral®’.

E quanto a seletividade do zanamivir? O organismo humano tam-
bém possui sialidases e, portanto, os inibidores de sialidases virais
devem ser especificos para as sialidases do agente etioldgico. O
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zanamivir (6) mostrou-se altamente seletivo para sialidase viral, apre-
sentando uma constante de inibicdo de ordem nanomolar (0,1 a 1
nM), sendo superior aos resultados observados para o prot6tipo ini-
cial, o composto 9 (Tabela 2)%*.

Tabela 2. Valores das constantes de inibigdo (K) em pM dos
compostos 9 e 6 para neuraminidases de diferentes fontes

Fonte de Neuraminidase DANA (9) Zanamivir (6)
[K,(uM)] [K,(uM)]
Virus Influenza A 4 0,001-0,0001
Influenza B 20 0,01
Bactéria V. cholerae 3 60
C. perfringens 8 >100
Mamifero Figado de carneiro 8 300
Placenta humana 6 500

Ha um grande nimero de compostos sintetizados, tendo como
protdtipo o NeuSAc2en (9) e que foram testados como inibidores de
sialidase do virus influenza'*'¢. Uma importante modificagdo reali-
zada nestes inibidores foi com relagio a cadeia tri-hidroxilada (C7-
C9) presente no NeuSAc2en (9) em C6, que foi substituida por um
grupo ramificado e hidrofébico. Esta substituicio foi reportada pela
primeira vez por Sollis e colaboradores® para uma série de deriva-
dos de 4-desoxi-4-guanidino-NeuSAc2en carboxiamidas (13) e 4-
amino-4-desoxi-Neu5Ac2en carboxiamidas (14) (Figura 18).

0 0
O-,-CO,H o
R T ] Re 2T 2O
RN =
\_ HN Ri—N
Ry \NH ! \R';bN
HoN
R = NHAC (13) Rs = NHAC (14)
HO o

O _-CO,H o)
Rsm 2 RsmCOZH
/ />H2N /_§ HoN

R3; = NHAc (15) R3 = NHAc (16)

Figura 18. Estruturas dos inibidores 13-16 de neuraminidase do virus
influenza

Esta série de compostos produziu inibidores de sialidases de igual
poténcia ao zanamivir (6) no que se refere ao virus influenza A, mas
foram de duas a trés ordens de grandeza menor com relacdo a cepa
viral B. Estudos cristalograficos destes inibidores co-cristalizados
com a sialidase do virus influenza mostraram que o grupo hidrofébico
liga-se no mesmo lugar que se ligava a cadeia tri-hidroxilada (C7-
C9) do NeuSAc2en (9), causando uma rotagdo do residuo Glu276
[que normalmente forma ligagdes de hidrogénio com as hidroxilas
em C8 e C9 do Neu5Ac2en (9)] e formagdo de um sal ligado a Arg224
(Figura 19)**. Isto produz um bolsdo hidrofébico capaz de ajustar
um dos bracos hidrofébicos dos substituintes da carboxiamida. Esta
reorganizacdo € mais favoravel energeticamente, segundo cdlculos
de dinamica molecular, para o residuo de Glu276 da sialidase do
virus influenza A do que para o da sialidase da cepa B*.

No intuito de potencializar a inibi¢do da sialidase do virus
influenza B, imaginou-se a necessidade da introdugdo de um grupo
mais flexivel do que o grupo carboxiamida no lugar da cadeia tri-
hidroxilada®*'. Neste sentido, dois compostos, entre outros, deriva-
dos do Neu5Ac2en (9) tiveram a cadeia tri-hidroxilada substituida
por um grupo alquil ramificado, o dlcool 15 e a correspondente for-
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Figura 19. Ligacdo do zanamivir (a) e um dos derivados de 14, o N-fenil-
N-propilamida (b) com o sitio ativo da neuraminidase do virus influenza

ma oxidada, cetona 16. Novamente, ambos 0s compostos mostraram
melhor atividade para a sialidase da cepa A, embora tivesse sido
observada considerdvel atividade contra a cepa B®.

Virias rotas sintéticas ja foram descritas para os derivados cita-
dos do NeuSAc (1) e do NeuSAc2en (9), sendo que os principais
materiais de partida utilizados foram o préprio acido sidlico NeuSAc
(1), a glicosamina, o acido chiquimico e o dcido quinico'®. Além dos
compostos citados (10-16), outros com estruturas similares ao dcido
sidlico, como por exemplo derivados S-glicosidicos ou N-
glicosidicos' de Neu5Ac (1), também foram preparados. No entan-
to, ndo foram alvos de muita aten¢do por nao demonstrarem bons
potenciais de inibi¢do do virus influenza B'*15.

Inibidores com estruturas derivadas do acido benzéico

A utilizagio do dcido benzodico foi uma das primeiras aborda-
gens para a construgdo de miméticos do anel presente no NeuSAc2en
(9). No Neu5Ac2en (9), a maioria dos substituintes estd em posicao
equatorial e, portanto, mais préxima do plano do anel, o que pode
ser mimetizado por substituintes do anel do dcido benzdico. Os estu-
dos cristalograficos dos inibidores baseados na co-cristalizagio de
Neu5Ac2en (9) com as sialidases do virus influenza mostraram nao
haver uma forte interacdo do anel com a proteina. Além disso, o
acido benzdico poderia fornecer um derivado mais hidrofébico o
que o tornaria, a principio, mais biodisponivel'*!3.

No ambito desta estratégia, o derivado 17 (Figura 20) foi sinteti-
zado, mas mostrou-se incapaz de inibir a sialidase. Contudo, com a
cadeia tri-hidroxilada ausente, como em 18, a inibi¢do observada foi
similar aquela descrita para o NeuSAc2en (9) (Figura 20). Estudos
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de cristalografia do complexo inibidor 17 e sialidase mostraram que
o grupo 3-guanidino [mimetizando o 4-guanidino do zanamivir (6)]
realmente liga-se no lugar da cadeia tri-hidroxilada mas, no geral,
este composto ndo se mostrou um bom inibidor. A substituicdo do
grupo tri-hidroxilado por uma cadeia hidrofébica bifurcada resultou
em compostos com razodvel atividade inibitéria da sialidase do vi-
rus influenza A. Porém, a inibicao foi de 3 a 4 vezes menor para a
sialidase da cepa B®%,

CO,H CO,H

OH  (17) (18)

Figura 20. Inibidores 17 e 18 de neuraminidase do virus influenza, com
estruturas derivadas do dcido benzdico

Inibidores com estruturas derivadas do cicloexeno

Os critérios para o desenho dos miméticos derivados do
cicloexeno foram, entre outros, a maior biodisponibilidade quando
administrados por via oral, o envolvimento de uma quimica mais
simples em sua sintese e a capacidade da dupla ligagdo no cicloexeno
em mimetizar a conformacdo do ciclo no estado de transi¢do propos-
to para a interagdo do NeuSAc2en (9) com a sialidase do virus
influenza'*".

Muitos dos derivados do cicloexeno reportados na literatura ti-
veram sua atividade inibitdria sobre as sialidases do virus influenza
avaliada®-%. A partir deste estudo, o antiviral oseltamivir (GS4104,
7) foi desenvolvido e atualmente € comercializado na forma do res-
pectivo sal de fosfato, pela Roche, como Tamiflu®. O GS4104 € o
éster etilico do componente ativo GS4071 (19), caracterizando-se
como um pré-farmaco® (Figura 21).

AcHN

NH,
R = Et (GS4104, 7)

R = H (GS4071, 19)

Figura 21. Inibidores GS4104 (7) e GS4071 (19) de neuraminidase do virus
influenza, com estruturas derivadas do cicloexeno

Desconsiderando a estrutura do anel, a maior diferenca entre
GS4071 (19) e o zanamivir (6) é que o GS4071 (19) tem um grupo
hidrofébico ramificado [o grupo 3-O-(1’-etilpropil)] substituindo a
cadeia tri-hidroxilada presente na estrutura do zanamivir. Estudos de
raios-X mostraram que o GS4071 (19) liga-se a neuraminidase de
maneira andloga ao zanamivir (6) (Figura 19). A cadeia 3-O-(1’-
etilpropil) [do GS4071 (19)] tem dois importantes sitios de interacio
com a enzima neuraminidase, devido a sua caracteristica bifurcada:
um brago da cadeia 3-O-(1-etilpropil) estd envolvido em interagdes
hidrofébicas com os grupos 11e222, Arg224 e Ala246, enquanto que
o segundo brago provoca um rearranjo do Glu276, produzindo um
outro bolsdo hidrofébico com o qual ele interage®. Este rearranjo
envolve a rotagdo do grupo carboxila do Glu276 para formar um sal
entre o grupo guanidino da Arg224 e o Glu276, de modo muito si-
milar ao reportado previamente para os derivados do NeuSAc2en (9)
da série carboxiamida (Figura 19). Naqueles casos, porém, a sialidase
do virus influenza A € inibida aproximadamente duas a trés vezes
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mais do que o observado para a sialidase da cepa B, enquanto que
para o GS4071 (19) ndo ha diferenca na atividade.

Um dos objetivos do desenho dos compostos derivados do
cicloexeno foi o de encontrar um mimético que apresentasse melhor
desempenho quanto a biodisponibilidade por via oral. A partir da
administra¢@o oral em camundongos, o composto GS4071 (19) mos-
trou biodisponibilidade levemente superior (aproximadamente 5%)
que o zanamivir (6)*7'. J4 o oseltamivir (GS4104, 7), um proé-
fadrmaco, € cerca de cinco vezes mais biodisponivel por administra-
¢do oral do que 197”2, Por outro lado, a biodisponibilidade do éster
do zanamivir (6) ndo é aumentada’".

O Tamiflu® € prescrito como uma cdpsula (75 mg), por via oral,
duas vezes ao dia num periodo maximo de cinco dias. Tem a mesma
eficdcia que o Relenza® e o seu maior efeito colateral consiste em
dores de cabega, ndusea e vomito, sendo os dois dltimos reduzidos
em 10% se a administracdo do medicamento for realizada durante as
refeicoes? ™.

Inibidores com anéis de 5-membros

Um dos primeiros relatos de inibidores de sialidases com anéis
de 5-membros foi reportado por Yamamoto e colaboradores™ (Figu-
ra 22), porém, estes compostos mostraram apenas uma leve inibigao
para as sialidases de ambas as cepas virais, A e B.

(20) BCX-1812 (21)

Figura 22. Inibidores 20 e 21 de neuraminidase do virus influenza com
anéis de cinco membros

Recentemente o composto BCX-1812 (RWJ270201, 21), que
foi desenhado a partir do derivado da furanose (20), mostrou uma
excelente atividade inibitdria da sialidase do virus influenza ndo so-
mente in vitro, mas também in vivo. Este composto encontra-se atu-
almente em fase 3 na triagem clinica. O desenho do BCX-1812 (21)
resultou do estudo e comparagdo dos complexos derivados da co-
cristalizagdo da sialidase viral com o composto 20 e com o
Neu5Ac2en (9). Babu e colaboradores™ realizaram célculos da con-
formagdo destes dois compostos (9 e 20) quando ligados a
neuraminidase N9 do virus influenza A e a sobreposi¢do dos mes-
mos mostrou que, apesar de serem aparentemente diferentes, apre-
sentam similaridades na organizagdo de seus grupos no espago (Fi-
gura 23).

Ap6s a descoberta do BCX-1812 (21) muitos compostos desta
classe foram sintetizados'>’. No entanto, anélise detalhada da
interacdo de cada um deles com as sialidases mostrou atividade ini-
bitéria inferior a descrita para o BCX-1812 (21). A comparagdo da
estrutura do BCX-1812 (21) com o zanamivir (6) e o GS4071 (19)
mostra que os grupos importantes para a interagdo com as sialidases
estdo presentes: o guanidino (positivo em condicdes fisioldgicas), o
carboxilato e o grupo hidrofébico bifurcado'!1>74,

O composto BCX-1812 (21), no modelo de ratos, mostrou po-
téncia igual e/ou melhor que a do zanamivir (6) ou oseltamivir (7)
apresentando uma boa biodisponibilidade por via oral. Além disso,
até o momento, ndo foram observados efeitos de toxicidade'*7®.

Outros trabalhos t€ém mostrado que o anel pirrolidinico pode
mimetizar o sistema presente no BCX-181277. O composto 22 (Fi-
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Figura 23. Sobreposi¢ao dos compostos Neu5Ac2en (9) (projetado atrds) e
20 (projetado a frente) na conformagdo das moléculas quando ligadas a
neuraminidase N9 do virus influenza A. Reproduzido da ref. 75, com
permissdo da American Chemical Society

gura 24), o primeiro deste estudo, mostrou ser ativo inibindo a
sialidase do virus influenza A em concentra¢des da ordem micromolar.
Utilizando-se dados de inibicdo, estrutura cristalogrifica e métodos
de modelagem molecular, os pesquisadores definiram um modelo
que pode tanto desenhar novos compostos com ntcleo pirrolidinico,
quanto predizer suas respectivas atividades. A partir deste modelo
foram propostos dois novos compostos representados pelos prototi-
pos 23 e 24 (Figura 24). Aproximadamente 600 derivados foram
sintetizados através de uma abordagem de quimica combinatorial.
Estes compostos mostraram uma acentuada tendéncia em inibir a
sialidase do virus influenza A com maior eficiéncia”.

HoN CO,H H,N CO,H H,N CO,H
N N N
R
o}\oé o)\N/\
(22) (23) (24)

Figura 24. Inibidores de neuraminidase do virus influenza, baseados em
anéis pirrolidinicos

Outros tipos de inibidores

Algumas benzoquinonas e hidroquinonas, sendo a mais potente
a terc-butilidroquinona, t€m mostrado capacidade de inibir, in vitro,
determinados subtipos de hemaglutininas, modificando sua confor-
macdo. No entanto, falharam nos ensaios in vivo. Outras moléculas,
como 25 (Figura 25), também inibiram a replicagio do virus influenza

o)
NH
cl
H,N
H : HO 0 OH
N.,, :
OH O C’Q ! OH
CH3 CHg
(25) (26) (27)

Figura 25. Produtos naturais que tém apresentado atividade inibitoria para
hemaglutinina do virus influenza
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através deste mecanismo’®”. Um exemplo mais recente € a estachiflina
(26), um derivado sesquiterpénico isolado de fungos do género
Stachbotrys e que tem apresentado atividade inibitéria da hemaglu-
tinina viral®®!, Pesquisas em bibliotecas de compostos quimicos le-
varam a identificacdo de 27, que inibiu o processo de infeccdo cau-
sado por subtipos da hemaglutinina do virus influenza.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Das trés maiores classes de biomoléculas, os carboidratos sdo os
menos explorados e, até€ a década de 60, acreditava-se que eles de-
sempenhavam apenas funcdes passivas, como fontes de energia e
como materiais estruturais. Porém, as ultimas duas décadas fornece-
ram informagdes de que os carboidratos estariam desempenhando
papéis fundamentais em um grande nimero de eventos bioldgicos
como infeccdo bacteriana ou viral, metdstase em cancer e processos
inflamatdrios, entre outros. A compreensdo de como os carboidratos
estariam envolvidos nestes processos tem permitido o desenvolvi-
mento de intervengdes terapéuticas para o tratamento de muitas do-
encas, infecgdes, etc. Dentre os carboidratos, os dcidos sidlicos tém
sido intimamente correlacionados a muitos destes eventos e um grande
avango tem se impulsionado com a sintese e o desenho racional de
miméticos destes acidos e seus conjugados.

Dentre as mais diversas frentes de pesquisas relacionadas a com-
preensdo de como os dcidos sidlicos participam em eventos biol6gi-
cos e das possiveis intervengdes nestes processos, os estudos de como
estes dcidos agem no processo infeccioso do virus influenza resulta-
ram no desenvolvimento dos medicamentos Relenza® [zanamivir (6)]
da GlaxoSmithKline e o Tamiflu® [oseltamivir (7)] da Roche, além
do composto BCX-1812 (21) que se encontra em teste clinico de
fase 3. A histdria e o sucesso da obtencdo destes farmacos se deram,
em grande parte, como resultado de estratégias multidisciplinares,
em especial, sintese organica, estudos cristalograficos, modelagem
molecular, quimica computacional, principios cldssicos de quimica
medicinal e estudos de mecanismos enzimaticos.

Os avancos até entdo obtidos ndo ddo um ponto final a luta que o
homem vem travando contra o virus influenza, pois recentemente foi
descrita a existéncia de cepas resistentes a alguns dos compostos aqui
mencionados®*#. Certamente, a continuidade e a amplia¢do dos estu-
dos permitirdo sobrepujar estes problemas, e importantes ferramentas
para o desenho de novos agentes terapéuticos poderdo ampliar as pos-
sibilidades de combate eficaz ao agente etiolégico da gripe.

AGRADECIMENTOS

Os autores gostariam de agradecer ao Prof. F. A. S. Coelho e a
Profa. R. M. Braga pelas discussdes e sugestdes que permitiram a
elaboragdo final deste manuscrito. Agradecemos também a todos os
autores, editoras e produtores de “artwork™ que autorizaram a repro-
ducdo de algumas figuras aqui apresentadas.

REFERENCIAS

1. Nelson, D. L.; Cox, M. M.; Lehninger Principles of Biochemistry, 3* ed.,
Worth Publisher: New York, 2000, cap. 3.

2. Voet, D.; Voet, J. G.; Biochemistry, 2* ed., John Wiley & Sons Inc.: New
York, 1995, cap. 10e 11.

3. Berg, J. M.; Tymoczko, J.; Stryer, L.; Biochemistry, 5* ed., W. H. Freeman
and Campany: New York, 2002, cap.11.

4. http://superfund.pharmacy.arizona.edu/toxamb/index.html, acessada em
Outubro 2001. Imagem adaptada de Pefia, C. E.; Carter, D. E.; Ayala-Fierro,
F.

5. Dwek, R. A.; Chem. Rev. 1996, 96, 683.

. Angata, T.; Varki, A.; Chem. Rev. 2002, 102, 439.

7. Varki, A.; FASEB J. 1991, 5, 226.

(=)



316

1.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.

20.
21.

22.

23.

24.

25.

26.

39.

40.

41.

42.

43
44.

45.
46.
47.
48.
49.

50.
5L

52.
53.

de Fatima ef al.

. Maru, I.; Ohta, Y.; Murata, K.; Tsukada, Y.; J. Biol. Chem. 1996, 271,

16294.

. Keppler, O. T.; Horstkorte, R.; Pawlita, M.; Schmidt, C.; Reutter, W.;

Glycobiology 2001, 11, 11R.

. Jacobs, C. L.; Goon, S.; Yarema, K. J.; Hinderlich, S.; Hang, H. C.; Chai,

D. H.; Bertozzi, C. R.; Biochemistry 2001, 40, 12864.

DeNinno, M. P.; Synthesis 1991, 583.

Gottschalk, A.; Nature 1951, 167, 845.

Koeller, K. M.; Wong, C. H.; Chem. Rev. 2000, 100, 4465.

Wilson, J. C.; von Itzstein, M.; Curr. Drugs Targets: Infect. Disord. 2003,
4, 389.

Kiefel, M. J.; von Itzstein, M.; Chem. Rev. 2002, 102, 471.

Kiefel, M. J.; von Itzstein, M.; Prog. Med. Chem. 1999, 36, 1.

Sears, P.; Wong, C. H.; Angew. Chem., Int. Ed. 1999, 38, 2300.

Mammen, M.; Choi, S. K.; Whitesides, G. M; Angew. Chem., Int. Ed. 1998,
37, 2754.

. Slee, D. H.; Romano, S. J.; Yu, J.; Nguyen, T. N.; John, J. K.; Rahya, N.

K.; Axe, F. U.; Jones, T. K.; Ripka, W. C.; J. Med. Chem. 2001, 44, 2094.

Gomes, L.; J. Pneumol. 2001, 27, 97.

Revista ISTOE; O caminho do influenza: ameaca antiga. Reportagem de
capa, Janeiro, 2000, 1581.

Forleo-Neto, E.; Halker, E.; Santos, V. J.; Paiva, T. M.; Toniolo-Neto, J.;
Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 2003, 36, 267.

Cox, N. J.; Subbarao, K.; Infectious Disease Clinics of North America 1999,
354, 1277.

Hayden, F. G.; Belshe, R. B.; Clover, R. D.; Hay, A. J.; Oakes, M. G.; Soo,
W. N.; Engl. J. Med. 1989, 321, 1696.

Keyser, L. A.; Karl, M.; Nafziger, A. N.; Bertino Jr., J. S.; Arch. Intern.
Med. 2000, 160, 1485.

Hay, A. J.; Wolstenholme, A. J.; Skehel, J. J.; Smith, M. H.; EMBO J. 1985,
4,3021.

. Saul, H.; New Scientist 1995, 26.

. Demicheli, V.; Jefferson, T.; Rivetti, D.; Deeks, J.; Vaccine 2000, 18, 957.
. Calfee, D. P.; Hayden, F. G.; Drugs 1998, 56, 537.

. Laver, W. G.; Bischofberger, N.; Webster, R. G.; Scientific American 1999,

280, 78.

. Oxford, J. S.; Lambkin, R.; Drugs Discovery Today 1998, 3, 448.

. Centers for Disease Control; Weekly Report 1999, 48, 1.

. Wilson, I. A.; Skehel, J. J.; Wiley, D. C.; Nature 1981, 289, 366.

. Wiley, D. C.; Wilson, J. C.; Skehel, J. J.; Nature 1981, 289, 373.

. Palese, P.; Schulman, J. L.; Boto, G.; Meindl, P.; Virology 1974, 59, 490.

. Air, G. M.; Laver, W. G.; Proteins: Struct. Funct. Genet. 1989, 6, 341.

. Corfield, T.; Glycobiology 1992, 2, 509.

. Liu, C.; Eichelberger, M. C.; Compans, R. W.; Air, G. M.; J. Virol. 1995,

69, 1099.

http://isi3.isiknowledge.com/portal.cgi, acessada em Novembro 2003. O
termo pesquisado foi “sialic acid”.

Prichett, T. J.; Brossmer, R.; Rose, U.; Paulson, J. C.; Virology 1987, 160,
502.

Toogood, P. L.; Galliker, P. K.; Glick, G. D.; Knowler, J. R.; J. Med. Chem.
1991, 34, 3140.

Sauter, N. K.; Bednarski, M. D.; Wurzburg, B. A.; Hanson, J. E.;
Whitesides, G. M.; Skehel, J. J.; Wiley, D. C.; Biochemistry 1989, 28, 8388.
Weinhold, E. G.; Knowles, J. R.; J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 9270.
Spevak, W.; Nagy, J. O.; Charych, D. H.; Schaefer, M. E.; Gilbert, J. H.;
Bednarski, M. D.; J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 1146.

Koketsu, M.; Nitoda, T.; Sugino, H.; Juneja, L. R.; Kim, M.; Yamamoto,
T.; Abe, N.; Kajimoto, T.; Wong, C. H.; J. Med. Chem. 1997, 40, 3332.
Kamitakahara, H.; Suzuki, T.; Nishigori, N.; Suzuki, Y.; Kanie, O.; Wong,
C. H.; Angew. Chem., Int. Ed. 1998, 37, 1524.

Varghese, J. N.; Laver, W. G.; Colman, P. M.; Nature 1983, 303, 35.
Colman, P. M.; Varghese, J. N.; Laver, W. G.; Nature 1983, 303, 41.
Chong, A. K. J.; Pegg, M. S.; Taylor, N. R.; von Itzstein, M.; Eur. J.
Biochem. 1992, 207, 335.

Griffin, J. A.; Campans, R. W.; J. Exp. Med. 1979, 150, 379.

Miller, C. A.; Wang, P.; Flashner, M.; Biochem. Biophys. Res. Commun.
1978, 83, 1479.

Taylor, N. R.; von Itzstein, M.; J. Med. Chem. 1994, 37, 616.

Dyason, J. C.; von Itzstein, M.; Aust. J. Chem. 2001, 54, 663.

54

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.
83.

Quim. Nova

. Sollis, S. L.; Smith, P. W.; Howes, P. D.; Cherry, P. C.; Bethell, R. C.;
Bioorg. Med. Chem. Lett. 1996, 6, 1805.

Bossart-Whitaker, P.; Carson, M.; Babu, Y. S.; Smith, C. D.; Laver, W. G.;
Air, G. M.; J. Mol. Biol. 1993, 232, 1069.

von Itzstein, M.; Dyason, J. C.; Oliver, S. W.; White, H. F.; Wu, W. Y,;
Kok, G. B.; Pegg, M. S.; J. Med. Chem. 1996, 39, 388.

Masuda, T.; Shibuya, S.; Arai, M.; Yoshida, S.; Tomozawa, T.; Ohno, A.;
Yamashita, A.; Honda, T.; Bioorg. Med. Chem. Lett. 2003, 13, 669.
http://www.omedon.co.uk/influenza/ e referéncias citadas, acessada em
Outubro 2003.

Smith, P. W.; Sollis, S. L.; Howes, P. D.; Cherry, P. C.; Bethell, R. C.;
Bioorg. Med. Chem. Lett. 1996, 6, 1805.

Smith, P. W.; Robison, J. E.; Evans, D. N.; Sollis, S. L.; Howes, P. D.;
Trivedi, N.; Bethell, R. C.; Bioorg. Med. Chem. Lett. 1999, 9, 601.

Smith, P. W. S. L.; Howes, P. D.; Trivedi, N.; Bioorg. Med. Chem. Lett.
2000, 70, 1257.

Williams, M.; Bischofberger, N.; Swaminathan, S.; Kim, C. U.; Bioorg.
Med. Chem. Lett. 1995, 5, 2251.

Finley, J. B.; Atigadda, V. R.; Duarte, F.; Zhao, J. J.; Brouillette, W. J.; Air,
G. M.; Luo, M.; J. Mol. Biol. 1999, 293, 1107.

Kim, C. U.; Lew, W.; Willians, M. A.; Wu, H.; Zhang, L.; Chen, X.;
Escarpe, P. A.; Mendel, D. B.; Laver, W. G.; Stevens, R. C.; J. Med. Chem.
1998, 41, 2451.

Lew, W.; Chen, X.; Kim, C. U.; Curr. Med. Chem. 2000, 7, 663.

Lew, W.; Wu, H.; Chen, X.; Graves, B. J.; Escarpe, P. A.; MacArthur, H.
L.; Mendel, D. B.; Kim, C. U.; Bioorg. Med. Chem. Lett. 2000, 10, 1257.
Karpf, M.; Trussardi, R.; J. Org. Chem. 2001, 66, 2044.

Hanessian, S.; Wang, J.; Montgomery, D.; Stoll, V.; Stewart, K. D.; Kati,
W.; Maring, C.; Kempf, D.; Hutchins, C.; Laver, W. G.; Bioorg. Med. Chem.
Lett. 2002, 12, 3425.

Kim, C. U.; Lew, W.; Willians, M. A.; Liu, H.; Zhang, L.; Swaminathan,
S.; Bischofberger, N.; Chen, M. S.; Mendel, D. B.; Tai, C. Y.; Laver, G.;
Stevens, R. C.; J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 681.

Ryan, D. M.; Ticehurst, J.; Dempsey, M. H.; Penn, C. R.; Antimicrob.
Agents Chemother. 1994, 38, 2270.

Li, W.; Escarpe, P. A.; Eisenberg, E. J.; Cundy, K. C.; Sweet, C.; Jakeman,
K. J.; Merson, J.; Lew, W.; Williams, M.; Zhang, L.; Kim, C. U,
Bischofberger, N.; Chen, M. S.; Mendel, D. B.; Antimicrob. Agents
Chemother. 1998, 42, 647.

Mendel, D. B.; Tai, C. Y.; Escarpe, P. A.; Li, W.; Sidwell, R. W.; Huffman,
J. H.; Sweet, C.; Jakeman, K. J.; Merson, J.; Lacy, S. A.; Lew, W.; Willians,
M. A.; Zhang, L.; Chen, M. S.; Bischofberger, N.; Kim, C. U.; Antimicrob.
Agents Chemother. 1998, 42, 640.

. http://www.tamiflu.com, acessada em Outubro 2003.

Yamamoto, T.; Kumazawa, H.; Inami, K.; Teshima, T.; Shiba, T.
Tetrahedron Lett. 1992, 33, 5791.

Babu, Y. S.; Chand, P.;; Bantia, S.; Kotian, P.; Dehghani, A.; El-Kattan, Y.;
Lin, T. H.; Hutchison, T. L.; Elliott, A. J.; Parker, C. D.; Ananth, S. L.; Horn,
L. L.; Laver, G. W.; Montgomery, J. A.; J. Med. Chem. 2000, 43, 3482.
Bantia, S.; Parker, C. D.; Ananth, S. L.; Horn, L. L.; Andries, K.; Chand,
P.; Kotian, P. L.; Dehghani, A.; El-Kattan, Y.; Lin, T.; Hutchison, T. L.;
Montgomery, J. A.; Kellog, D. L.; Babu, Y. S.; Antimicrob. Agents
Chemother. 2001, 45, 1162.

Wang, G. T.; Chen, Y.; Wang, S.; Gentles, R.; Sowin, T.; Kati, W.;
Muchmore, S.; Giranda, V.; Stewart, K.; Sham, H.; Kempf, D.; Laver, W.
G.; J. Chem. Soc. 2001, 44, 1192.

Luo, G.; Torri, A.; Harte, W. E.; Danetz, S.; Cianci, C.; Tiley, L.; Day, S.;
Mullaney, D.; Yu, K. L.; Ouellet, C.; Dextraze, P.; Meanwell, N.; Colonno,
R.; Krystal, M.; J. Virol. 1997, 71, 4062.

Luo, G.; Colonno, R.; Krystal, M.; Virology 1996, 226, 66.

Yoshimoto, J.; Kakui, M.; Iwasaki, H.; Fujiwara, T.; Sugimoto, H.; Hattori,
N.; Arch. Virol. 1999, 144, 865.

Yoshimoto, J.; Yagi, S.; Ono, J.; Sugita, K.; Hattori, N.; Fujioka, T.;
Fujiwara, T.; Sugimoto, H.; Hashimoto, N.; J. Pharm. Pharmacol. 2000,
52, 1247.

McKimm-Breschkin, J. L.; Antiviral Res. 2000, 47, 1.

Baum, E. Z.; Wagaman, P. C.; Ly, L.; Turchi, L; Le, J.; Bucher, D.; Bush,
K.; Antiviral Res. 2003, 59, 13.



