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RESUMO 
ATIVIDADE ANTIRETROVIRAL DO DITERPENO 8,10, 18-TRIHYDROXY-2, 6-
DOLABELLADIENE (DOLABELLADIENETRIOL): ANÁLISE DOS EFEITOS 
INIBITÓRIOS SOBRE A ENZIMA TRANSCRIPTASE REVERSA E A 
REPLICAÇÃO DO HIV-1. 
Claudio Cesar Cirne dos Santos 
 
 Orientadores: Profa. Izabel Christina de Palmer Paixão Frugulhetti 
   Prof. Moacyr Alcoforado Rebello 
 Co-orientador: Prof. Dumith Chequer Bou-Habib 
 
Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-graduação em 
Microbiologia, Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes, da Universidade 
Federal do Rio de Janeiro – UFRJ, como parte dos requisitos necessários à 
obtenção do Título de Doutor em Ciências. 
 
Neste estudo descrevemos que o Diterpeno dolabelano 8,10, 18-Trihydroxy-2, 6-
dolabelladiene, isolado da alga marinha Dictyota pfaffi (Dolabelladienetriol) inibe a 
atividade da enzima transcriptase reversa (TR) e a replicação do vírus da 
imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1). Inicialmente, observamos que de três 
diterpenos obtidos, o Dolabelladienetriol apresentou maior atividade inibitória da 
enzima RT recombinante do HIV-1. Em seguida, vimos que o Dolabelladienetriol 
inibe a replicação do HIV-1 de em células humanas primárias (linfócitos e 
macrófagos) e tumorais de maneira dose-dependente e indiferente ao tropismo 
para receptores que quimiocinas. Não observamos a síntese/integração do cDNA 
viral em células expostas ao HIV-1 e tratadas com o Dolabelladienetriol, sugerindo 
que este composto inibe eventos precoces da replicação do HIV-1. Em estudos 
cinéticos, observamos que o Dolabelladienetriol é um inibidor não análogo de 
nucleosídeos (NNRTI), não competitivo da captação dos substratos. Além disso, a 
associação do Dolabelladienetriol (EC
50
) com doses sub-ótimas de outros 
antiretrovirais resultou em efeito inibitório aditivo com o análogo de nucleosídeo 
AZT, e em um efeito sinergístico com o inibidor da protease do HIV-1 Atazanavir, 
mas não aumentou o efeito inibitório do NNRTI Nevirapina. Nossos resultados 
apontam o Dolabelladienetriol como potencial agente antiretroviral, e estudos pré-
clínicos devem ser considerados. 
 
 
Palavras-chave: AIDS, HIV-1, Transcriprase Reversa, Antiretrovirais, Diterpeno e 
Dolabelano. 
 
 
Rio de Janeiro 
Setembro, 2006. 
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ABSTRACT 
ANTIRETROVIRAL ACTIVITIES OF THE DITERPENE 8,10, 18-TRIHYDROXY-2, 
6-DOLABELLADIENE (DOLABELLADIENETRIOL): ANALYSIS OF THE 
INHIBITORY EFFECTS ON THE REVERSE TRANSCRIPTASE ENZYME AND 
ON HIV-1 REPLICATION. 
 
Claudio Cesar Cirne dos Santos 
 
Orientadores: Profa. Izabel Christina de Palmer Paixão Frugulhetti 
  Prof. Moacyr Alcoforado Rebello 
 Co-orientadores: Prof. Dumith Chequer Bou-Habib 
 
Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-graduação em 
Microbiologia, Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes, da Universidade 
Federal do Rio de Janeiro – UFRJ, como parte dos requisitos necessários à 
obtenção do Título de Doutor em Ciências. 
 
In this study we describe that a dollabelane diterpene isolated from the marine 
algae Dictyota pfaffii (Dolabelladienetriol) inhibits the human immunodeficiency 
virus type 1 (HIV-1) enzyme reverse transcriptase (RT), and HIV-1 replication.  
Initially, we observed that, from three original diterpenes obtained from D. pfaffii, 
Dolabelladienetriol presented the highest inhibitory activity on the recombinant 
HIV-1 RT. Next, we found that the Dolabelladienetriol inhibited HIV-1 replication in 
human primary (lymphocytes and macrophages) and in tumor cell lines in a dose-
dependent manner, regardless of the chemokine receptor tropism. No cDNA 
synthesis/integration was detected in HIV-1-exposed cells treated with 
Dolabelladienetriol, suggesting that this compound inhibits early events of the HIV-
1 replicative cycle. Kinetic studies detected that the Dolabelladienetriol is a 
nonnucleoside RT inhibitor (NNRTI), acting as a noncompetitive inhibitor regarding 
the substrate uptake. HIV-1-infected cells were treated with Dolabelladienetriol 
(EC
50
 concentration) plus sub-optimal concentrations of classical antiretrovirals, 
and we found that Dolabelladienetriol presented an additive effect with the 
nucleoside RT inhibitor AZT, and a synergistic effect with the HIV-1 protease 
inhibitor Atazanavir. Dolabelladienetriol plus the NNRTI Nevirapine resulted in no 
additional effects. Our results warrant further preclinical studies, and we propose 
that Dolabelladienetriol could be considered as a potential new agent for anti-HIV-1 
therapy. 
 
Keywords: AIDS, HIV-1, Reverse Transcriptase, Antiretrovirals, Diterpene 
Dolabellane. 
 
Rio de Janeiro 
Setembro, 2006.
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1- INTRODUÇÃO 
 
1.1. HIV E AIDS 
 
A Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) foi reconhecida em 
1981, como uma nova e distinta entidade clínica. Os primeiros casos foram 
identificados nos EUA, na cidade de Nova Iorque, a partir da identificação de um 
elevado número de pacientes adultos do sexo masculino, homossexuais. É uma 
doença fatal e de cura ainda não obtida, que tem como agente etiológico o Vírus 
da Imunodeficiência Humana (HIV), isolado pela primeira vez em 1983. O HIV 
pertence ao gênero Lentivírus da família Retroviridae e vem sendo um dos 
principais alvos de estudos em diversas partes do mundo devido a sua 
emergência como um dos importantes agentes infecciosos deste século, sendo 
responsável por considerável mortalidade e morbidade na população humana 
(Coffin, 1996; Constantine, 1993). 
No início dos anos 80, os primeiros casos foram reconhecidos nos Estados 
Unidos e na Europa, por um grande aumento da incidência de Sarcoma de Kaposi 
e pneumonia causada por Pneumocystis carinii, em jovens homossexuais do sexo 
masculino, (Henshaw, 1987; Kaplan et al., 1988; Michalany et al., 1987). Os casos 
de AIDS foram também relatados (Michalany et al., 1987) em usuários de drogas 
intravenosas e hemofílicos com um quadro clínico de infecções graves causadas 
por agentes oportunistas. Todos apresentavam uma reduzida resposta de 
linfócitos T à estimulação por antígenos ou mitógenos, ou seja, uma severa 
imunodeficiência celular (Ginzburg et al., 1985; Lorenzo et al., 2001). O termo 
AIDS foi então empregado para definir clinicamente as diversas manifestações 
desta doença. 
No final do ano de 1982, o grande aumento do número de casos da doença 
nos Estados Unidos, demonstrou que esta patologia, não estava mais restrita aos 
homossexuais, usuários de drogas injetáveis, hemofílicos, pacientes que sofreram 
transfusões de sangue, mas afetava também parceiros de membros do grupo de 
risco e crianças nascidas de mães infectadas. Desta maneira observou-se o 
 




 
16
envolvimento de um agente etiológico transmissível através do sangue e de 
secreções genitais. 
Um novo retrovírus era uma idéia atrativa, uma vez que alguns retrovírus 
como o FLV (“Feline Leukemia Virus”) sabidamente induzia imunodeficiência, 
assim como leucemias/linfomas em seus hospedeiros. Estes vírus possuíam 
algumas similaridades entre os retrovírus humanos previamente descobertos, 
HTLV-I e HTLV-II (“Human T-cell Leukemia Virus”) (Hoshino et al., 1984; Marx, 
1983). 
O agente etiológico da AIDS foi pela primeira vez isolado do linfonodo de 
um paciente que apresentava síndrome de linfoadenopatia persistente (LAS). A 
detecção da atividade da enzima transcriptase reversa (RT) neste isolado, foi a 
indicação de que a AIDS poderia ser causada por um retrovírus, que foi 
denominado “Lymphoadenopatia Associated Virus” – LAV (Sarin et al., 1986; 
Volsky et al., 1986). De acordo com a grande semelhança destas amostras com 
os HTLVs (“Human T-cell Leukemia Virus”)  e a partir do isolamento de HTLV de 
pacientes com AIDS ou ARC (AIDS Related Complex) (Popovic et al., 1984), 
chegou-se a conclusão de se tratar de mais um membro do grupo dos HTLVs e 
desta maneira o agente casual da síndrome passou a ser referido como HTLV-III. 
No mesmo ano (Levy et al., 1984), na Califórnia, reportaram o isolamento de um 
vírus similar que foi denominado ARV (Retrovirus Associado a AIDS). No entanto, 
esta classificação como membro dos HTLVs passou a ser controversa 
principalmente devido as observações do declínio de linfócitos TCD4 nos 
pacientes com AIDS (Lifson et al., 1986), já que infecções causadas por HTLVs 
levam à imortalização de linfócitos e não a sua morte (Kalyanaraman et al., 1982). 
Dados na literatura demonstraram que os vírus isolados de pacientes com 
LAS, apesar de infectarem o mesmo tipo celular que os HTLVs, linfócitos T CD4
+
, 
os primeiros apresentavam características bem distintas dos HTLVs tais como; 
altos níveis de partículas virais no sobrenadante das células infectadas e lise 
destas células (Feorino et al., 1984; Montagnier et al., 1984). 
Os estudos para uma melhor caracterização do agente etiológico da AIDS 
prosseguiram (Gallo et al., 1984; Levy et al., 1984; Schupbach et al., 1984), e 
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finalmente, de acordo com as propriedades biológicas e as características 
estruturais das partículas virais dos isolados de pacientes com AIDS ao longo 
deste tempo, estes vírus foram reconhecidos como membros de um subgrupo 
distinto no grupo dos retrovírus, aos quais estão associados à infecções 
persistentes com longos períodos de latência clínica. A análise das seqüências 
genômicas destes isolados confirmaram sua estreita relação com os vírus do 
subgrupo Lentivirinae; EIAV e CAEV (Chiu et al., 1985) e em 1986, o nome Vírus 
da Imunodeficiência Humana (HIV) foi unificado para definir os vírus relacionados 
à AIDS (Coffin et al., 1986). 
  Um segundo vírus associado a AIDS, denominado Vírus da 
Imunodeficiência Humana Tipo 2, foi isolado de indivíduos do oeste da África e 
parece ser mais relacionado com o SIV
smm
, (isolado do macaco “sooty 
mangabeys”) do que com o HIV-1 (Clavel and Montagnier, 1986; Fauci, 2003). 
Enquanto o HIV-1 é encontrado nas diferentes regiões do mundo, como o tipo 
predominante, o HIV-2 é restrito a áreas endêmicas, tais como África Ocidental e 
Índia, e foi também detectado em outras regiões do continente Africano, na 
Europa e na América do Sul (De Cock et al., 1993; Hu et al., 1996; Marlink, 1996). 
A transmissão do HIV pode ocorrer através de relações sexuais, de sangue 
e produtos sangüíneos contaminados, de órgãos e sêmen doados, e 
perinatalmente. A transmissão sexual é uma de suas principais formas de 
disseminação da doença, representando 75-85% das infecções pelo HIV em 
adultos (Baba et al., 1996). Atualmente a epidemia de AIDS se expande por todas 
as partes do mundo e sua incidência entre mulheres na idade reprodutiva aumenta 
gradualmente desde o início da epidemia. Estudos recentes apontam que no fim 
de 2004 havia cerca de 36 a 40 milhões de pessoas infectadas pelo HIV, e destes, 
cerca de 25 milhões vivem na África sub-saariana. Estimativas globais apontam 
para 4,3 a 6,4 milhões de novos casos de infecção pelo HIV-1 nos próximos 5 
anos (Stover et al., 2006). Apesar dos esforços da comunidade científica, a 
AIDS continua representando um grave problema de saúde pública, 
principalmente para os países em desenvolvimento como no caso do Brasil. 
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1.2-IMUNOPATOGÊNESE DO HIV 
  A imunopatogênese do HIV possui extrema complexidade, apresentando 
uma grande variedade de mecanismos que contribuem para uma deterioração da 
função imune e progressão da infecção pelo HIV para a Síndrome de 
Imunodeficiência Adquirida (AIDS). A necessidade de eliminação do HIV após a 
infecção primária e a replicação viral persistente nos órgãos linfóides no curso da 
infecção, são fatores importantes para a propagação e progressão da infecção 
pelo HIV. Além disso, a estimulação crônica do sistema imune na medida em que 
causa ativação imunológica inapropriada e exaustão progressiva da resposta 
imune, pode resultar em vários prejuízos na resposta contra novos patógenos em 
indivíduos infectados (Chun et al., 1997; Stevenson, 2003; Wei et al., 1995). 
  O HIV se liga e infecta células que apresentam moléculas de CD4 na 
superfície (Klatzmann et al., 1984) as quais incluem, além de linfócitos T, 
monócitos/macrófagos, células dendríticas e microglia. A entrada do vírus nestas 
células é mediada não somente pela interação das glicoproteínas do envelope 
viral gp120 com a molécula de CD4, mas também com os receptores de alfa- e 
beta-quimiocinas, essenciais para o processo de infecção celular. Os isolados 
virais foram classificados de acordo com o receptor de quimiocinas utlizado 
(Cicala et al., 2006). Isolados R5 ou R5-trópicos os que possuem tropismos para 
os receptores CCR5, os isolados X4 ou X4-trópicos aqueles que utilizam os 
CXCR4 e os duplo-trópicos (R5X4 ou R5X4-tropicos) que podem utilizar tanto o 
CCR5 quanto o CXCR4 (Berger et al., 1998; Coakley et al., 2005). 
  Os ligantes naturais para estes receptores, RANTES, MIP-1-beta 
(macrophage inflamatory protein) e MIP-1-alfa, são capazes de suprimir a infecção 
do HIV-1 in vitro. Já os vírus trópicos para CXCR4, um ligante natural para as alfa-
quimiocinas, SDF-1, suprimem a replicação viral (Pierdominici et al., 2002; Wetzel 
et al., 2002). Segundo Pomerantz (2002) os macrófagos representam um 
importante alvo da infecção pelo HIV, podendo o vírus permanecer por longos 
períodos no interior de vacúolos, livre da ação do sistema imune e desta maneira 
funcionando como reservatórios virais, além de exercer algumas funções na 
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infecção como fagocitose, destruição intracelular, quimiotaxia e produção de 
citocinas (Kedzierska and Crowe, 2001).  Os PBMCs são normalmente suscetíveis 
a infecção por todos os fenótipos virais, já que há a expressão de ambos os 
receptores de quimiocinas na membranas dessas células além das moléculas de 
CD4 (Clapham and McKnight, 2001). 
O HIV-1 se replica persistentemente nos tecidos linfóides, induz uma 
progressiva queda no número de células T CD4
+
 e crônica deterioração do 
sistema imune, provocando uma grave imunossupressão, característica dominante 
da AIDS. Em pacientes infectados pelo HIV-1 podem ser encontrados isolados 
trópicos para CCR5 (vírus R5), para CXCR4 (isolados X4), ou isolados trópicos 
para ambos os co-receptores (vírus duplo-trópicos ou R5X4). A importância dos 
co-receptores  in vivo é ilustrada por estudos que revelaram que indivíduos 
homozigotos para o alelo mutante de CCR5 (mutação conhecida como 
CCR5/delta32), que codifica a proteína truncada, são resistentes à infecção por 
isolados R5-trópicos (Liu et al., 1996). 
Estudos de pacientes assintomáticos com contagem de células TCD4
+
 na 
ausência de tratamento denominados “long-term nonprogressors”, revelaram que 
vários mecanismos imunes são significantes no controle da infecção pelo HIV 
(Borrow et al., 1997). Logo, esses pacientes parecem apresentar uma viremia 
baixa, porém detectável, o que demonstra ser importante para a manutenção da 
resposta imune específica. Nesses mecanismos pode ser incluído o aumento da 
produção de citocinas tipo-Th1 como IL-2 e IFN-γ; resposta proliferativa de células 
TCD4
+
 HIV-específica e uma atividade citotóxica de células T-CD8
+
; além de 
aumento da síntese de fatores supressivos de células TCD8
+
 e beta-quimiocinas. 
Entretanto, o HIV possui várias estratégias próprias para escape da vigorosa 
resposta imune, permitindo sua contínua replicação, sendo as mais estudadas a 
sua variação antigênica, bem como “downregulation” da expressão de moléculas 
do MHC e redução de células TCD8
+
 (Goulder et al., 1997; Pantaleo, 1997). 
Embora haja muitas evidências de um papel direto da replicação viral na 
depleção de linfócitos, estudos sugerem que o dano causado pelo HIV-1 não se 
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restringe às células infectadas. Células T CD4
+
 de indivíduos infectados entram 
em apoptose espontânea in vitro (Meyaard et al., 1992). Além disso, estudos em 
linfonodos de pacientes HIV-1-positivos mostram que células não-infectadas 
também entram em apoptose (Finkel et al., 1995). Células infectadas pelo HIV-1 
também podem ser destruídas como conseqüência da ação direta da resposta 
imune, como por linfócitos T 
citotóxicos, citotoxicidade celular dependente de 
anticorpos, e respostas de células NK (Stevenson, 2003). 
Alguns pacientes infectados apresentam hiperplasia de células B, elevado 
nível de autoanticorpos além de hipergamaglobulidemia  policlonal, com 
aproximadamente 20% de anticorpos específicos para HIV (Shirai et al., 1992). No 
curso da infecção pelo HIV os CTLs (linfócitos T citotóxicos CD8
+
), parecem 
desempenhar um importante papel tanto no evento de infecção primária como 
durante a fase crônica da infecção. Estes influenciam em todo o processo 
imunopatogênico da doença, contribuindo para a depleção de células 
apresentadoras de antígeno ou também após a liberação citocinas como TNF-alfa, 
Interferon-beta, pelas CTLs, durante o processo de citólise (Borrow et al., 1994). 
Células “Natural Killer” podem contribuir para a eliminação de células infectadas 
por vírus e/ou células neoplásicas, na imunidade inata e durante a fase efetora da 
resposta imune adaptativa (Kottilil et al., 2003). Entretanto, vários estudos têm 
demonstrado que a citotoxicidade da célula NK, parece sofrer forte efeito da 
gp120/gp160 ou de peptídeos, onde as exposições a proteínas derivadas do 
envelope viral, levam a uma diminuição da capacidade citotóxica das células NK 
(Kottilil et al., 2006). 
As células T CD8
+
  citotóxicas são encontradas no sangue periférico logo 
nas primeiras semanas após a infecção pelo HIV-1, e também durante fases 
crônicas da doença (Koup et al., 1994). Várias evidências suportam a idéia de que 
células T CD8
+
 anti-HIV-1 restringem a replicação viral, o que  pode ser 
constatado pela queda da viremia plasmática assim que surge a resposta citolítica. 
Além disso, a depleção dessas células elimina a restrição à replicação viral em 
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macacos infectados com o vírus da imunodeficiência símia (SIV) (Schmitz et al., 
1999). 
Fatores envolvidos na ativação de linfócitos T CD4
+
 e 
monócitos/macrófagos têm papel fundamental na infecção pelo HIV-1. Por 
exemplo, o fator de necrose 
tumoral-α (TNF-α), é capaz de estimular a replicação 
do HIV-1 de modo autócrino e parácrino em células cronicamente infectadas. A 
modulação da expressão do HIV-1 por citocinas pode ocorrer em diferentes 
etapas da transcrição viral. Assim, a IL-1 ativa a transcrição, enquanto IL-6, GM-
CSF e IFN-γ estimulam eventos pós-transcricionais (Stevenson, 2003). A própria 
infecção pelo HIV-1 induz modificações na expressão de citocinas em células 
infectadas, como IL-6 e TNF-α (Stevenson, 2003), porém o mecanismo pelo qual o 
HIV-1 altera a expressão de citocinas não está claro. 
  A apoptose tem sido amplamente estudada como um dos principais 
fenômenos da patogênese da AIDS, desempenhando um papel progressivo na 
diminuição do número de linfócitos TCD4+ nos indivíduos infectados (Nishizawa et 
al., 2000). Este processo possui fenômenos específicos com uma intensa 
sinalização celular, como a ativação das “caspases”, produzindo efeitos celulares 
que levam a destruição da célula (Chang and Yang, 2000). Têm-se descrito que 
os genes codificados pelo genoma do HIV, além de estarem diretamente 
regulando a replicação e a infectividade viral, podem também estar envolvidos nos 
mecanismos de indução ou de protecção para a apoptose (Bartz and Emerman, 
1999; Casella et al., 1999; Fukumori et al., 1998; Zauli et al., 1999). Dados 
recentes demonstram que na infecção pelo HIV-1 a proteína Nef através da 
interação com o receptor CXCR4, parece ter um importante papel na indução de 
apoptose das células infectadas (James et al., 2004). 
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1.3-VARIABILIDADE GENÉTICA E DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA DO HIV 
 
Desde que os primeiros isolados de HIV foram estudados pela seqüência 
nucleotídica, verificou-se uma alta diversidade genética entre os mesmos 
(Berkower et al., 1989; Devare et al., 1986). Essa variação não está distribuída de 
forma homogênea no genoma do HIV, sendo as regiões gag (gene antígeno de 
grupo) e pol (polimerase) muito mais conservadas que a região env (envelope) 
(Hu et al., 2000; Miller and Sarver, 1995). Essa diversidade das seqüências é 
observada tanto intra-individualmente como em populações virais endêmicas em 
diferentes regiões geográficas (Liu et al., 1996).   
  Os fatores que contribuem para a geração desta diversidade estão 
relacionados aos mecanismos de replicação dos genomas virais e aos altos níveis 
de eliminação e produção diários de novas partículas virais em um organismo 
infectado (Long et al., 2000). Uma das principais fontes desta variabilidade é 
provavelmente a alta taxa de mutação deste vírus, principalmente da atividade da 
enzima transcriptase reversa (Reid et al., 2005), que durante a replicação do 
genoma viral atua na síntese do DNA dupla fita (Coffin, 1996; Hottiger and 
Hubscher, 1996; Setti et al., 2001). Estima-se que a freqüência de mutação do HIV 
seja aproximadamente, um erro por ciclo de replicação. 
Diferentes combinações gênicas podem ser geradas de indivíduos que são 
infectados por diferentes amostras de HIV. A recombinação ocorre quando uma 
célula é simultaneamente infectada por duas diferentes amostras de HIV e um 
RNA transcrito de duas diferentes amostras virais vão para um capsídeo de uma 
mesma partícula viral. Quando este vírus infecta uma nova célula e a replicação é 
iniciada, podendo ocorrer a recombinação que parece ser mais clara quando 
ocorre em subtipos diferentes do HIV (Burke, 1997; Rhodes et al., 2003; Ross et 
al., 1991). 
Durante o processo de síntese do DNA viral, a transcriptase reversa pode, 
por múltiplos eventos de recombinação, utilizar a informação das duas fitas de 
RNA para produzir a molécula de DNA. Dessa forma, quando uma célula é 
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infectada por vírus heterozigotos, produzidos por células co-infectadas, pode 
resultar, em um genoma recombinante (Hu and Temin, 1990). 
Dois tipos de HIV são hoje identificados, o tipo 
1 e o tipo 2 (HIV-1 e HIV-2). 
A distribuição do HIV-1 é irrestrita pelo mundo, enquanto o HIV-2 é encontrado 
principalmente na África Ocidental e em algumas regiões da Europa (Kanki et al., 
1994). Três principais grupos do HIV-1 são identificados, baseados em diferenças 
genéticas no env:  M (major), N (“non” M / “non” O) e O (outlier). O subtipo M 
(major) é o principal responsável pela pandemia de AIDS e reúne 11 subtipos (A1, 
A2, B, C, F1, F2, G, H, J e K) apresentando também formas recombinantes (Tee 
et al., 2005), tais como, do CFR01 até o CRF12 e sua localização pode diferir em 
várias regiões genômicas, dependendo do padrão de recombinação sofrido. O 
subtipo B é o mais prevalente nas Américas, Caribe e Europa (Bongertz et al., 
2000; Charneau et al., 1994; Engelbrecht et al., 1995; Mokili et al., 1999). O grupo 
O é encontrado na República de Camarões, Gabão e Nova Guiné e parece 
divergir em cerca de 50% das amostras do grupo M. Já o grupo N foi identificado 
mais recentemente e descrito como o de disseminação mais restrita, sendo 
observado na República de Camarões em um número bem reduzido de indivíduos 
(Bongertz et al., 2000; Charneau et al., 1994; Engelbrecht et al., 1995; Mokili et al., 
1999). 
 
1.4-MORFOLOGIA E GENOMA DO HIV 
 
  O HIV-1 é um vírus envelopado, de forma esférica, com cerca de 110 nm de 
diâmetro, contendo genoma RNA de fita simples não segmentado (Figura 1). O 
envelope viral é formado por uma bicamada lipídica derivada da célula hospedeira 
durante a maturação do vírus, onde estão inseridas as glicoproteína gp41, à qual 
se encontra associada por ligações não-covalentes a glicoproteína de 120 kDa 
(gp120). Imediatamente abaixo do envelope externo observa-se a proteína da 
matriz (p17), a qual está associada à membrana, circundando o nucleocapsídeo 
viral. 
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O nucleocapsídeo, limitado pela proteína p24, encerra o genoma do HIV-1, 
formado por duas fitas simples de RNA. Estas fitas estão fortemente ligadas à 
proteína p7 do nucelocapsídeo e às enzimas que são indispensáveis para o ciclo 
replicativo da partícula viral, tais como: a transcriptase reversa (p66/p51), a 
integrase (p32), protease (p11), além do tRNA
Lys
 (Freed and Martin, 1995; Huang 
and Martin, 1997; Weiss et al., 1990). As proteínas p6 e p7 do nucleocapsídeo são 
encontradas associadas ao RNA genômico viral, protegendo-o da digestão por 
nucleases celulares (Freed and Martin, 1995; Weiss et al., 1990). 
 
 
 
Figura 1: Estrutura do HIV-1. Fonte: www.futura-sciences.com/news-tests-plus-
rapid...
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O HIV apresenta estrutura genômica complexa com o RNA de 9.7 Kb e 
contêm nas extremidades, seqüências LTR (“Long Terminal Repeats”), as quais, 
regulam os eventos de transcrição e de aproximadamente nove quadros de leitura 
abertas ORFs, que geram nove produtos de tradução. Como resultado da 
clivagem dos três dos produtos primários dos genes gag, pol e env, quinze 
proteínas do HIV-1 são produzidas ao todo (Arts and Wainberg, 1996; Turner and 
Summers, 1999). 
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Figura 2: Genoma do HIV-1 (Saurya et al., 2002). 
 
O nucleocapsídeo (NC) pode também desempenhar várias funções durante 
a transcrição reversa, sendo responsável pelo anelamento do tRNA de lisina e 
pela iniciação da atividade de transcrição reversa. O produto gênico p6, é também 
crucial e desempenha um importante papel no brotamento (por possuir um 
domínio PTAPP – “viral late” (L)) e inclusão da proteína acessória Vpr. O produto 
gênico p6, é inicialmente traduzido como a Pr55 que é clivada pela PR viral 
(Huang et al., 1995), e além dos genes retrovirais estruturais, gag, pol e env, o 
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HIV-1 contém outros produtos não estruturais denominados tat, rev, nef, vif, vpr e 
vpu (HIV-1) ou vpx (HIV-2) (Bagossi et al., 1998; Saurya et al., 2002). 
O  Tat “trans-ativador de transcrição” é essencial e se liga ao elemento 
“stemloop” no transcrito recém sintetizado de RNA denominado TAR (“Trans-
activating response element”), que posteriormente recruta as proteínas celulares 
ciclina T e cinase Cdk9, fosforilando o complexo de transcrição da RNA 
polimerase II e formando transcritos maiores. Este fenômeno parece ser 
compensador para os defeitos no genoma viral, pois o RNA do HIV-1 inicialmente 
possui algumas porções de granpos “harpins” que impedem as transcrições totais 
e o tat ao se ligar a esses fatores celulares, elimina o efeito dos grampos “harpins” 
e permite a transcrição do genoma do HIV (Kiernan et al., 1999). Tat também 
parece desempenhar outros papéis mais diretos no processo de doença 
provocado pelo HIV-1 (Badou et al., 2000; Li et al., 2005). Rev reconhece 
fragmentos mRNAs que contém uma unidade de resposta a rev (“RRE”), para ser 
exportado do núcleo para o citoplasma. Na presença de rev, o RNA é exportado 
do núcleo podendo antes sofrer “splicing”, produzindo assim proteínas estruturais 
(Dayton, 2004). A expressão de nef é bem precoce no ciclo replicativo viral, 
garantindo a ativação de células T e estabelecendo um estado de infecção 
persistente, como observado em um grupo de pacientes em Sydney, infectados 
com vírus defectivos para nef, e que levaram um longo tempo para progredir para 
um quadro de AIDS (Learmont et al., 1999). Nef também promove a sobrevida de 
células infectadas pela modulação positiva da expressão de várias moléculas de 
superfície importantes na função imune, incluindo MHC classe I e II, presente nas 
células apresentadoras de antígeno e células alvo, CD4 e CD28, presente nas 
células T CD4+. 
O vif é uma proteína fosforilada, multimérica e que se encontra localizada 
majoritariamente no citoplasma das células infectadas (Goncalves et al., 1994). A 
proteína vif atua nos últimos estágios do ciclo de replicação viral, aumentado 50 a 
1000 vezes a infecciosidade das partículas virais (Fisher et al., 1987; Strebel, 
2003). Na ausência de vif os vírus têm a capacidade de iniciar a transcrição 
reversa, no entanto, não conseguem completar a síntese do DNA próviral e 
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apresentam alterações na conformação do seu envelope maduro (Sova and 
Volsky, 1993; von Schwedler et al., 1993). A necessidade da presença de vif para 
a produção de partículas infecciosas, é célula-dependente. Linfócitos T periféricos, 
macrófagos e algumas células de linhagem tais como as H9 e U38 necessitam da 
presença de vif para a produção de partículas infecciosas (células não-
permissivas), enquanto que outras células de linhagem tais como SupT1 e Jurkat 
não necessitam (células permissivas) (Sova and Volsky, 1993). 
Recentemente foi identificado de um fator celular humano, denominado 
Apobec3G (CEM15), importante para uma melhor compreensão da função de vif. 
(Sheehy et al., 2002). Este fator celular possui a capacidade de inibir a infecção do 
HIV-1, porém é suprimido pela proteína vif. A expressão do Apobec3G é restrita a 
células não-permissivas e quando é expressa em células permissivas confere-lhe 
um fenótipo não-permissivo (Marin et al., 2003; Sheehy et al., 2002). 
Recentemente foi verificado que quando infectavam células com vírus vif-
negativos, o Apobec3G interferia no ciclo replicativo do HIV-1, tornando as novas 
partículas virais não infecciosas (Sheehy et al., 2002). 
O Apobec3G é uma proteína da família das citidina deaminases que tem a 
capacidade de converter citosinas em uracilas por perda de um grupo amina, 
provocando uma alteração de C-G; A-T (Marin et al., 2003; Sheehy et al., 2002). 
Esta alteração provoca desta forma hipermutações na fita negativa de DNA viral. 
O resultado desta hipermutação desencadeia um processo de reparação do DNA 
por excisão de bases que poderá comprometer a integridade da estrutura da fita 
simples de DNA viral resultando na interrupção da transcrição. No entanto, na 
presença de vif, esta proteína viral interage com o Apobec3G, prevenindo a sua 
encapsidação, protegendo desta forma o genoma viral de eventuais mutações. O 
mecanismo de ação pela qual a vif bloqueia o Apobec3G não está completamente 
esclarecido. O que se sabe até ao momento é que o vif reduz significativamente 
os níveis de Apobec3G encapsidada nas partículas virais através da sua 
ubiquitinação (Marin et al., 2003; Stopak et al., 2003). Como consequência o 
Apobec3G é direcionado para a via de degradação dos proteossomas, 
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assegurando assim a infecciosidade viral em células não-permissivas (Franca et 
al., 2006; Mehle et al., 2004; Zheng et al., 2004). 
A proteína viral R (Vpr), desempenha um importante papel regulando o 
transporte do complexo de pré-integração ao núcleo, conectando-se a alguns 
complexos de importação nuclear incluindo a importina-alfa e nucleoproteínas. A 
vpr é requerida para replicação viral em células que não possuem divisão e parece 
também induzir o repouso de células em proliferação, o que pode resultar em uma 
disfunção do sistema imune (Bukrinsky and Adzhubei, 1999). O HIV-1 possui 
ainda a proteína viral U Vpu que está envolvida no brotamento viral, aumentando a 
liberação do vírion da célula (Varthakavi et al., 2003). A estrutura genómica do 
HIV-2 é muito semelhante à estrutura do HIV-1 e do Vírus da Imunodeficiência 
Símia (SIV): a principal diferença reside no fato de possuir um gene vpx em vez de 
um gene vpu. A homologia dos nucleotídeos entre os dois vírus é cerca de 60% 
para as regiões mais conservadas dos genes pol e gag, mas apenas de 30 a 40% 
para os outros genes, incluindo o gene env (Clavel et al., 1986; Schim van der 
Loeff and Aaby, 1999). Estudos demonstram que o gene vpx é uma duplicação do 
gene vpr, uma vez que intervém também na replicação viral, onde vpr parece ser 
necessário à ação do gene vpx durante a formação da partícula viral (Kirchhoff et 
al., 1990; Tristem et al., 1992). 
 
1.5-CICLO REPLICATIVO 
 
A primeira etapa da replicação do HIV-1 é a interação entre as proteínas 
gp120/41 da superfície viral a receptores presentes na membrana da célula-alvo. 
A glicoproteína gp120 interage inicialmente com a molécula CD4, presente na 
membrana de células-alvo como linfócitos T CD4
+
 e macrófagos. Essa ligação 
induz uma modificação conformacional na gp120/41, que expõe outros sítios da 
gp120, os quais reagem, em seguida, com receptores de alfa e beta-quimiocinas, 
os receptores de CCR5 e CXCR4, respectivamente, resultando em um complexo 
ternário. A formação do complexo gp120/CD4/receptor de quimiocina induz uma 
nova alteração na conformação das proteínas do envelope viral, o que possibilita a 
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inserção da glicoproteína gp41 na membrana da célula-alvo, e a fusão entre o 
envelope viral e a membrana celular (Leavitt et al., 2004; Yi et al., 2005). Após a 
fusão há a entrada do nucleocapsídeo na célula, ocorrem vários eventos críticos 
para a replicação viral, mediados por diversas enzimas do HIV-1, tais como: a 
retro-transcrição do RNA viral em cDNA pela enzima transcriptase reversa; a 
migração do cDNA viral do citoplasma para o núcleo; a integração do cDNA ao 
genoma da célula hospedeira, mediada pela enzima integrase; e o processamento 
das proteínas pela protease e conseqüente maturação da partícula viral (Hottiger 
and Hubscher, 1996). 
  A transcrição do RNA viral se inicia pela ligação de um “primer” de tRNA
lys
 
complementar a um sítio próximo a ponta 5’do RNA viral. A partir deste “primer” a 
transcriptase reversa sintetiza um segmento de DNA fita positiva, complementar 
ao RNA, que é translocado para o término 3’ da molécula para completar a síntese 
da fita de DNA. Uma atividade RNAse H é necessária para degradar o RNA do 
híbrido DNA-RNA, que resulta na última etapa da transcrição. Uma atividade DNA 
polimerase DNA dependente é responsável pela síntese da fita de DNA 
complementar. A molécula de DNA dupla fita é transportada do citoplasma para o 
núcleo que em associação com a integrase, que se encontra ligada aos términos 
do DNA viral, se integra ao genoma hospedeiro. O DNA integrado é chamado 
provírus (Bakhanashvili and Hizi, 1996; Hizi et al., 1991; Sevilya et al., 2001). 
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Figura 3: Ciclo Replicativo do HIV-1 (Pollard and Malim, 1998). 
 
Estudos demonstraram que a produção viral ativa é realizada por certos 
fatores de transcrição que parecem estar presentes na célula-alvo, como o fator 
de transcrição celular NF-kB que tem sido descrito como um dos mais importantes 
elementos neste processo (Pande and Ramos, 2003). Inicialmente o provirus 
integrado é copiado para RNA mensageiro no qual sofre “splicing” em pequenos 
fragmentos produzindo as proteínas Tat e Rev (Pollard and Malim, 1998) e neste 
estágio as proteínas estruturais Gag e Env são produzidas do mRNA total. 
Adicionalmente, o RNA não processado, é utilizado para a produção das proteínas 
virais Gag e Gag-Pol, é também empacotado em novas partículas virais. O 
direcionamento deste processo é dirigido pela Pr55
Gag
, a qual é a proteína 
precursora de Gag, que é transportada para a membrana plasmática, para término 
da montagem viral. Esse processo, culmina no brotamento do vírus, promovido 
pela interação entre os domínios p6 e p7 do Gag, de proteínas alvo e do fator 
endossomal TSG101. Ao mesmo tempo em que a partícula viral é liberada, a 
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Protease viral (PR) promove a clivagem de Pr55
Gag
 e Pr160
GagPol
. Este processo 
gera a proteína de matriz MA de Gag, capsídeo (CA), nucleocapsideo NC, p6 
entre outras. É importante citar que a clivagem de Gag e GagPol, desencadeia um 
rearranjo estrutural denominado maturação, que, tem como uma das 
características básicas a clivagem da proteína de nucleocapsídeo p25 em p24 (Li 
et al., 2003). 
 
 
1.6-TRANSCRIÇÃO REVERSA 
 
  A transcriptase reversa (TR) foi descoberta em 1970 por David Baltimore e 
Temin & Mizutani, 1970 e desde sua descoberta, tem sido associada a eucariotos 
e procariotos, e aos retrovírus, retrotransposons, hepadnaviroses entre outros. 
  Uma das principais motivações para a procura do completo entendimento 
do funcionamento da TR está em seu papel na infecção pelo HIV. Os retrovírus de 
um modo geral possuem a TR, que atua na conversão do seu genoma de fita 
simples de RNA em uma dupla fita de DNA viral, o qual se integra ao genoma 
célula-alvo. A TR dos retrovírus possui três atividades fundamentais: a DNA 
polimerase utilizando um molde de RNA, sintetizando a fita de DNA negativo, a 
atividade RNase H, utilizada para a degradação do RNA viral, e atividade de DNA 
polimerase utilizando um DNA como molde, dando origem a uma fita de DNA 
positivo (Sevilya et al., 2001; Temin and Mizutani, 1970; Wilhelm and Wilhelm, 
2001). 
  A TR é um heterodímero contendo uma subunidade de 66 kDa (p66) e uma 
subunidade de 51 kDa (p51). Ambas p66 e p51 contêm regiões necessárias para 
a atividade de polimerização de DNA dependente de RNA. A subunidade p66 
contém 5 subdomínios que são designados como “dedo”, “palma”, “polegar” (em 
analogia a mão humana) (Figura 4), “conector” e o subdomínio RNase H, 
encontrado na extremidade C-terminal apenas da subunidade p66. As 
extremidades N-terminal das duas cadeias (p66/p51) são idênticas, sendo a 
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subunidade menor derivada do processamento proteolítico da extremidade C-
terminal da subunidade p66 (Arts et al., 1994). 
   
Figura 4: A Transcriptase Reversa do HIV-1. 
 
   A transcriptase reversa é codificada por seqüências de leitura aberta (ORF) 
do gene pol, que está localizado abaixo da ORF do gene gag estando, os genes 
gag e pol sobrepostos em 241 nucleotídeos e o deslocamento da ORF do gag 
permite a expressão do gene pol (Jacks et al., 1988; Ratner et al., 1985; Wilson et 
al., 1988). Esse deslocamento ocorre no códon UUA (leucina) numa freqüência de 
aproximadamente 5%. Esta estratégia de expressão gênica garante que enquanto 
as proteínas estruturais são produzidas em grandes quantidades, as proteínas 
catalíticas são produzidas em quantidades relativamente pequenas. Pol é 
expressa a partir de um precursor, como uma proteína de fusão Gag-Pol. O 
precursor é clivado de forma autocatalítica pela protease viral (PR, p10) gerando a 
transcriptase reversa (p66) e integrase (p32). 
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      A TR incorpora nucleotídeos em uma taxa de 20 nucleotídeos por segundo 
e como todas as DNA polimerases, a transcriptase reversa, necessita de um 
grupamento 3’-OH do iniciador durante a síntese de DNA. A extremidade 3’-OH 
do iniciador no complexo TR-RNA está posicionado de forma que fique próximo ao 
sítio ativo para o ataque nucleofílico do nucleotídeo recém chegado. Enzimas 
isoladas de diferentes retrovírus utilizam diferentes moléculas de tRNA como 
iniciador e o HIV provavelmente usa o tRNA
Lys
 (Boulme et al., 1998; Ratner et al., 
1985). 
  O processo de transcrição reversa gera no citoplasma, um DNA linear, 
através de um processamento constituído por várias etapas (Figura 5). Este DNA 
é colinear com o RNA “template”, mas contém duplicações terminais conhecidas 
como as LTR (“long terminal repeats”) que não estão presentes no RNA viral. A 
síntese do DNA retroviral é absolutamente dependente das duas atividades 
enzimáticas distintas da TR, a DNA polimerase que usa tanto o RNA ou DNA 
como “template”, e uma nuclease denominada RNase H, que é específica para o 
RNA. É provável que certas proteínas virais (ex. nucleocapsídeo, NC) aumentem a 
eficiência da transcrição reversa (Bramlage et al., 2000; Wilhelm and Wilhelm, 
2001). 
  O HIV e outros lentivirus usam um tRNA
Lys
 como um “primer” para iniciar a 
síntese de DNA pelo RNA viral (Figura 5). Os 18 nucleotídeos do tRNA
Lys
 associa-
se com perfeita complementaridade ao RNA genômico viral produzindo um 
complexo RNA/tRNA
Lys
, que está localizado em uma região de cerca de 200 
nucleotídeos, anterior ao terminal 5’ do RNA, que é denominado sítio de ligação 
do “primer” (PBS). A enzima inicia a síntese de DNA proviral estendendo-se ao 
terminal 3’ do “primer”, e utiliza como molde o RNA genômico viral para a síntese 
de uma pequena fita de DNA. Após esse processo a atividade RNase H degrada a 
região molde do RNA do hibrido RNA/DNA recém sintetizada. Esta atividade de 
degradação da região R, induz a síntese de um DNA negativo (R-U5) + tRNA
lys
 
para rehibridizar a região do mesmo RNA genômico, para permitir a continuação 
da fita negativa de DNA, “salto intramolecular”, ou copiando o RNA genômico 
“salto intermolecular” (Huang et al., 1998; Zhang et al., 1996) 
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A síntese de DNA negativo é em seguida continuada seguindo as regiões 
env,  pol e gag, e a hibridização entre o DNA negativo e o RNA genômico é 
favorecida pela complementariedade das regiões R da LTR. A atividade RNase H 
degrada o RNA no hibrido DNA-RNA exceto para uma região de polipurina (que é 
relativamente resistente a atividade RNase H). Esta região de polipurina 
denominada PBS (+), é usada como iniciador para a síntese de DNA positivo, 
estando localizada em regiões próximas a extremidade 3’ na região central do 
RNA genômico denominadas região de polipurina (PPT) e polipurina central 
(cPPT) (Charneau et al., 1994). 
 Em seguida, a RNase H remove o primer tRNA
Lys
, na PBS (+) e PBS (-), 
ocorrendo, um “salto intramolecular” no qual a região PBS (-) hibridiza com a fita 
de DNA positiva recém sintetizada. As regiões PBS possuem duas funções 
importantes tais como: a hibridização do tRNA
Lys
, desempenhada por uma 
seqüência específica, e o mecanismo de transferência entre as fitas. A síntese do 
DNA positivo parece ter sua terminação no sítio do “primer” tRNA
Lys
, no qual é 
removido pela atividade RNase H e ao mesmo tempo esta atividade remove as 
regiões de polipurina do DNA positivo, ambas servindo como etapas fundamentais 
para o sinal de término da transcrição, produzindo uma molécula de DNA fita 
dupla denominada DNA proviral, que possui seqüências seqüências U3-R-U5 
duplicadas, em ambas as suas extremidades, denominadas LTRs (Krug and 
Berger, 1991; Sevilya et al., 2001) 
O produto linear produzido após a segunda transferência parece sofrer, 
uma circularização aberrante mediada pela enzima integrase (conhecida como 
auto-integração), a qual une os terminais LTR formando um produto de DNA 
circular. Este fato é proposto como uma forma de prevenir erros no término da 
transcrição reversa. Entretanto dados demonstram que a circularização ocorre 
dentro do núcleo, após o término da transcrição reversa, sugerindo que as 
ligações entre as LTR formando os círculos recebem a ação de proteínas-alvo que 
podem mediar a recombinação homóloga (Hottiger and Hubscher, 1996; Hottiger 
et al., 1994). 
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Fig. 5 - Mecanismo de transcrição reversa do HIV-1 (Hottiger et al., 1996). 
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1.7-SUBSTÂNCIAS ANTIRETROVIRAIS 
 
A identificação do vírus da Imunodeficiência humana (HIV) como agente 
causador da AIDS, o aumento da incidência de várias doenças em pacientes 
imunodeficientes e o impacto sócio-econômico dessa infecção, são fatores 
importantes no desenvolvimento de pesquisas por novos agentes antivirais e 
novas modalidades de quimioterapia antiviral (Bedoya et al., 2001). Nas últimas 
décadas, vários grupos têm buscado ativamente agentes químicos capazes de 
interferir em diferentes estágios de replicação viral. Vários destes agentes já em 
estudos pré-clínicos demonstram significativos resultados na inibição do HIV-1 
(Andrei et al., 2000; Dybul et al., 2002; Pommier et al., 2000; Slack et al., 2005). 
O desenvolvimento da terapia antiviral efetiva para o tratamento de 
indivíduos infectados pelo HIV apresenta vários desafios tais como; a integração 
do vírus na maquinaria da célula-alvo, a alta taxa de mutação da transcriptase 
reversa do HIV-1, e a cronicidade da replicação viral. Estes representam 
obstáculos para o desenvolvimento de terapias antiretrovirais específicas e 
efetivas. Estas perspectivas tornaram-se possíveis a partir de um maior 
conhecimento do vírus e da patogênese da doença, favorecendo a produção de 
uma grande variedade de agentes que possam ter um papel efetivo no tratamento 
de indivíduos infectados (Slack et al., 2005). 
O agente antiviral ideal deve interromper seletivamente alguma etapa 
específica e essencial do ciclo replicativo viral, sem afetar de forma significativa o 
metabolismo da célula hospedeira (Butera, 2000). A dependência da maquinaria 
da célula hospedeira para a replicação viral dificulta a identificação de inibidores 
que eliminem o agente patogênico sem causar efeitos colaterais (Faraj et al., 
2000). Os vírus, por serem geneticamente simples, não possuem uma grande 
variedade de mecanismos para o desenvolvimento de resistência a agentes 
terapêuticos. Por outro lado, podem sofrer mutações muito rapidamente e em 
conseqüência desenvolver resistência a um determinado agente. 
A transcriptase reversa do HIV-1 (RT HIV-1), possui um alto nível 
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mutacional, quando comparada com outras RTs, como o vírus da leucemia em 
aves, por exemplo. Na célula, o HIV-1 utiliza a RT para copiar o seu genoma RNA 
em DNA dupla fita, que é posteriormente integrado ao da célula hospedeira. 
Estima-se que cada vez que a enzima copia o RNA em DNA, essa nova molécula 
difere da geração anterior. Este fato deve-se a baixa fidelidade ou alta freqüência 
de erros durante a transcrição reversa. Isso porque esta enzima não possui a 
atividade 3’ ---> 5’ exonuclease, encontrada nas DNA polimerases celulares, o que 
promove erros durante a polimerização da cadeia de DNA (Hottiger and Hubscher, 
1996). 
 Pelo menos, 1 bilhão de novas partículas virais são produzidas num 
paciente infectado a cada dia e na ausência de atividade do sistema imune, a 
população viral dobra a cada dois dias. Isto significa que as partículas presentes 
num paciente 10 anos após infecção, representam milhões de gerações a partir da 
partícula viral original, ou seja, nesse período o vírus pode sofrer mudanças 
genéticas, comparadas com aquelas ocorridas naturalmente em humanos, na 
faixa de milhões de anos, o que torna o HIV-1 um dos mais variáveis vírus 
conhecidos (Nowak and McMichael, 1995). 
A rápida expansão da epidemia da AIDS e o aparecimento de HIV 
resistentes às drogas, sugerem que a quimioterapia durável e efetiva desta 
doença, requer o uso de combinações inovativas de drogas com diversos 
mecanismos de atividade anti-HIV (Balzarini et al., 1996b). Um dos principais 
obstáculos que tem diminuído as perspectivas do desenvolvimento de regimes 
terapêuticos é a tendência de mutação genotípica do HIV-1 levando à resistência 
a terapia anti-viral prevalente. 
Uma combinação de agentes antiretrovirais, denominada “Highly Active 
Anti-Retroviral Therapy (HAART), tem representado um grande avanço no 
tratamento de indivíduos infectados pelo HIV-1, reduzindo o número de partículas 
de HIV-1 na corrente sanguínea (Quando avaliado pela carga viral) e elevando a 
contagem de células T. É importante citar que este tratamento, embora reduza 
consideravelmente a infecção viral não leva a cura da doença. Os pacientes 
submetidos ao uso do HAART, mesmo apresentando baixos níveis de vírus 
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circulante, podem ainda transmitir o HIV-1 por meio de relações sexuais 
desprotegidas e outras vias. 
Sem dúvida, o “HAART” diminuiu a mortalidade da infecção pelo HIV-1 e 
melhorou a qualidade de vida dos pacientes que aderem ao tratamento 
(Magiorkinis et al., 2002; Rodriguez-Arenas et al., 2006). Entretanto, as drogas 
correntes não eliminam totalmente a população viral dos tecidos infectados, o seu 
uso prolongado pode promover desordens e toxicidades metabólicas, favorecer a 
emergência de vírus resistentes, além de ser complexa a sua administração 
(Sabin et al., 2006). 
 Vários estágios do ciclo replicativo viral são alvos potenciais para a terapia 
antiretroviral, como a fusão envelope-membrana celular, a transcrição reversa, a 
integração, a proteólise, a expressão gênica e o brotamento. Entretanto, até FDA 
(2006), somente 4 classes de inibidores foram liberadas para o uso clínico, 
estando disponíveis atualmente 27 drogas para tratamento da infecção pelo HIV-
1. Destas, existem 13 inibidores nucleosídeos/nucleotídeos da transcriptase 
reversa (NRTI), 3 inibidores não-nucleosídeos da transcriptase reversa (NNRTI), 
10 inibidores da protease (PI) e 1 inibidor de fusão (Cohen, 2005). 
Os NRTIs após a entrada na célula, são passíveis de fosforilação sendo 
convertidos na forma trifosforilada e atuando como inibidores competitivos em 
relação aos substratos naturais como os desoxirribonucleotídeos (dNTPs). Esses 
nucleosídeos são formados por uma substituição do grupamento 3’-hidroxi por 
uma azida (NH
3
), hidrogênio ou outro grupo que quando incorporados ao DNA 
impedem a ligação 3’ - 5’ fosfodiéster, resultando na terminação da cadeia de 
DNA proviral (Balzarini et al., 1996a; Barini, 2001). 
NNRTIs representam um grupo de substâncias estruturalmente diversas no 
que se ligam a transcriptase reversa nos sítios alostéricos. Esses inibidores são 
não-competitivos em relação à captação do substrato ou ao “template-primer”, e 
não requerem fosforilação intracelular, nem afetam significantemente outros 
sistemas enzimáticos. Estudos de modelagem molecular da TR indicam que 
esses compostos se ligam com pequenas diferenças a região hidrofóbica da 
subunidade p66, próximo ao sítio ativo, e podem indiretamente afetar resíduos no 
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sítio ativo da polimerase ou diminuir a mobilidade do subdomínio “polegar”(Hsiou 
et al., 1996; Johnson et al., 2003; Kontorinis and Dieterich, 2003). Dados na 
literatura têm descrito que a grande importância desses agentes é sua relativa 
baixa toxicidade e alta especificidade para inibir a transcriptase reversa do HIV-1, 
embora não apresentem boa atividade contra o HIV-2. Entretanto, sua eficácia 
pode ser comprometida pelo rápido desenvolvimento de resistência viral in vitro. A 
rápida emergência de vírus resistentes é resultado de alterações pontuais na TR 
por substituição de resíduos ocorrendo diminuição no efeito antiviral (Loya et al., 
2002; Nolan and Mallal, 2004). 
Os inibidores de protease tais como, atazanavir, amprenavir, saquinavir, 
ritonavir entre outros, são substâncias potentes no bloqueio da replicação viral e 
foram introduzidos para uso clínico por volta de 1996, baseando sua ação 
fenialanina-prolina das posições 167 a 168 das poliproteínas gag-pol (De Lucca et 
al., 1997). Estes compostos foram descritos como um dos principais agentes 
responsáveis por uma substancial diminuição na morbidade e mortalidade 
associada à infecção pelo HIV devido à interferência na atividade da enzima 
protease do vírus, por uma ligação competitiva ao sítio de ligação do substrato da 
protease viral. A protease possui atividade pós-tradução, sendo responsável pela 
clivagem de proteínas virais durante o brotamento em células infectadas, e estes 
inibidores atuam influenciando na liberação de partículas virais imaturas (Dukes et 
al., 1996; Garcia, 1996). 
Três tapas são cruciais para a entrada do HIV-1 na célula-alvo como; a 
ligação ao CD4, a ligação aos co-receptores e a fusão do vírus nestas células. 
Recentemente, uma promissora classe de novos inibidores na terapêutica da 
infecção pelo HIV-1 vem atuando no bloqueio das mudanças conformacionais na 
glicoproteína de envelope (Env). Os estudos com inibidores de fusão apresentam 
grande adesão, devido a sua ação compreender os momentos mais precoces do 
ciclo replicativo viral (Redshaw and Westby, 2001; Schneider et al., 2005). 
A utilização dos inibidores de protease associados aos inibidores 
nucleosídeos e não-nucleosídeos da TR é considerada fundamental para o regime 
de combinação no tratamento da infecção pelo HIV-1. Entretanto, o controle 
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efetivo da replicação retroviral, requer terapias prolongadas, podendo conferir 
sintomas clínicos adversos. Convém salientar que os inibidores eficientes tais 
como a zidovudina (ZDV), são conhecidos por induzir altas taxas de toxicidade no 
fígado e tecido muscular esquelético manifestados como acidose lática, esteatose 
hepática e miopatia (Brinkman et al., 1998; Kontorinis and Dieterich, 2003; O'Brien, 
1999). Acidose lática e esteatose hepática, pode também estar associadas com 
didanosina (ddI) e estavudina (d4T) em regimes antiretrovirais (Cihlar et al., 2002). 
 
 
1.8-RESISTÊNCIA AOS ANTIRETROVIRAIS 
Pesquisas sobre a dinâmica do HIV-1 em indivíduos infectados mostram 
que a emergência de resistência pode ser explicada pela grande variabilidade 
genética do HIV-1 relacionada à presença de fatores associados ao seu ciclo 
biológico (Perelson et al., 1996). Um indivíduo infectado produz cerca de 10
10 
 
novas partículas virais diariamente (Ho, 1996). Em decorrência da grande 
negligência dos mecanismos de correção da transcriptase reversa, o HIV-1 
apresenta um índice de mutação de 3 x 10
5
, num genoma com tamanho de 10
4
 
nucleotídeos. A rápida velocidade da replicação viral associada à elevada taxa de 
erro na incorporação de nucleotídeos, explicam a geração contínua de mutações, 
embora estas mutações possam não estar presentes em proporções 
predominantes na população viral de um indivíduo (Tanaka et al., 1997). 
Todas as mutações únicas são geradas diariamente e os códons 
relacionados à resistência anti-retroviral estão potencialmente presentes no 
momento da introdução da medicação. As mutações podem ser neutras quando 
não exercem impacto sobre a replicação viral, deletérias quando prejudicam 
pouco ou totalmente a replicação viral, ou podem conferir vantagem sobre a 
replicação viral quando sob ação de pressão seletiva tais como a resposta imune 
do hospedeiro ou tratamento com drogas (Buckheit et al., 1997; Tanaka et al., 
1997). 
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1.9 - PRODUTOS NATURAIS COMO FONTE DE AGENTES TERAPÊUTICOS. 
   Os primeiros registros do uso de organismos marinhos como uma fonte de 
produtos químicos úteis para o Homem datam de 1600 a.C., quando os Fenícios 
utilizavam a secreção de moluscos para produzir a "Púrpura de Tyrian", um 
corante de roupas (Faulkner, 1992, 1993). Entre os organismos marinhos, as 
esponjas, além de fornecerem o maior número de produtos naturais marinhos 
conhecidos, deram origem a cerca de 65% das patentes em antitumorais e 
antivirais (Bongiorni and Pietra, 1996; Faulkner, 1996). 
Segundo O'Neil e Lewis, metade dos medicamentos mais vendidos em 
1991 tiveram origem em um produto natural, e entre 1983 a 1994, dentre as 520 
drogas aprovadas pela FDA (Food and Drug Administration, Estados Unidos), 157 
(30%) eram produtos naturais ou seus derivados (Cordell, 2000). Os organismos 
marinhos, as esponjas e algas, além de fornecerem o maior número de produtos 
naturais marinhos conhecidos, deram origem a cerca de 65% das patentes em 
antitumorais e antivirais (Barini, 2001; Chahine, 1997). 
  Dados na literatura descrevem um grande número de compostos extraídos 
de algas que possuem atividade antiviral para herpes (HSV-1, HSV-2 e HCMV), 
togavirus (Sindbis e Semliki), paramixovirus (RSV), rabdovirus (VSV) e retrovirus 
(SIV e HIV)(De Clercq, 2000). Em um estudo com 5000 extratos de plantas 
terrestres e organismos marinhos, 15% apresentaram atividade anti-HIV-1, o que 
demonstra que os organismos marinhos podem ser fontes de novos compostos 
capazes de inibir a replicação viral (McKee et al., 1994; Yang et al., 2001). 
  Com o isolamento do HIV como a agente causador da AIDS, um grande 
número de moléculas são apresentadas diariamente, com o potencial de inibir 
diferentes etapas do ciclo replicativo viral, principalmente os produtos obtidos das 
algas marinhas, tais como as micro e macroalgas. 
As macroalgas bentônicas são sem dúvida, uns dos organismos marinhos 
mais estudados pelos químicos de produtos naturais, embora tenha havido um 
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acentuado declínio de interesse pelas algas bentônicas nas últimas décadas. As 
classes Phaeophyceae (algas pardas), Chlorophyceae (algas verdes), 
Rhodophyceae (algas vermelhas) que fazem parte das macroalgas bentônicas e 
Dianophyceae (diniflagelados) e Cyanophyceae (algas verdes-azuladas), dentre 
as microalgas, são os principais representantes do estudo de produtos naturais 
(Teixeira et al., 1991). 
Das substâncias isoladas, os polissacerídeos sulfatados, glicolipídeos, 
esteróides e os terpenos tem sido os principais produtos extraídos de algas da 
classe Phaephyceae, ordem Dictyotales. Esta ordem possui 16 gêneros, 
encontrados em mares tropicais e subtropicais (Papenfuss, 1977), e de acordo 
com a origem biogenética de seus metabólitos secundários, os terpenos, esta 
ordem foi, inicialmente dividida em três grupos: “Dictyopteris”, “Taonia” e “Dictyota” 
(Fenical, 1980; Teixeira and Kelecom, 1989). 
  Os terpenos são compostos amplamente estudados e sua classificação é 
dada de acordo com o número de isoprenóides tais como: hemiterpenóides, C5; 
monoterpenóides, C10; sesquiterpenóides, C15; diterpenóides, C20; triterpenódes, 
C30; e carotenódes, C40. Eles apresentam funções variadas nos vegetais. Os 
monoterpenos são constituintes dos óleos voláteis, atuando na atração de 
polinizadores. Os sesquiterpenos, em geral, apresentam funções protetoras contra 
fungos e bactérias, enquanto muitos diterpenóides dão origem aos hormônios de 
crescimento vegetal. Os triterpenóides e seus derivados, os esteróides, 
apresentam uma gama de funções. Muitos têm funções de proteção contra 
herbívoros, alguns são antimitóticos, e outros atuam na germinação das sementes 
e na inibição do crescimento da raiz (Harbone and Baxter, 1995; Vickery and 
Vickery, 1981). Segundo Vallim (1999), foram isolados mais de 180 diterpenos de 
cerca de 30 espécies de algas da ordem Dictyotales, dentre elas a Dictyota pfaffi. 
  Dentre os diterpenos que apresentam ampla atividade antiviral, encontran-
se os dolabellanos, os quais são os mais abundantes produtos encontrados em 
algas pardas do grupo “Dictyota”, e também podem ser observados em 
invertebrados marinhos, fungos, musgos e plantas (Rodriguez et al., 1998). Os 
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primeiros dolabellanos foram isolados, das glândulas digestivas de duas 
populações do molusco Dolabella californica, do Golfo da Califórnia. 
  Atualmente nosso grupo tem estudado diterpenos como o 
Dolabelladienetriol, que apresenta grande efeito inibitório sobre a replicação do 
HSV-1, Mayaro e do HIV-1. 
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2- JUSTIFICATIVA E OJETIVOS 
 
  Diversos grupos de trabalho têm se dedicado aos estudos sobre os 
mecanismos de ação de compostos com atividades antiretrovirais, obtidas de 
produtos naturais. Estes compostos atuam por mecanismos distintos, inibindo 
diferentes etapas do ciclo replicativo viral que compreendem, desde a entrada da 
partícula viral na célula-alvo, até a sua morfogênese e liberação. 
  Nosso laboratório tem trabalhado em colaboração com o grupo do 
Departamento de Biologia Marinha/IB/UFF e vem desenvolvendo estudos sobre o 
mecanismo de ação de substâncias antivirais no processo de replicação do Vírus 
Herpes Simples tipo 1, vírus Mayaro e HIV-1,utilizando substâncias extraídas de 
algas marinhas. As drogas atualmente disponíveis podem promover desordens e 
toxicidades metabólicas, favorecer a emergência de vírus resistentes, e são de 
complexa administração. Desta forma, levando-se em conta que ainda não 
existem efetivas vacinas anti-HIV-1, torna-se fundamental a busca de outros 
agentes antiretrovirais. 
 
2.1 OBJETIVO GERAL: 
 
Este estudo tem como objetivo estudar o mecanismo de ação do diterpeno 
(1R*,2E,4R*,6E,8S*,10S*,11S*,12R*) - 8,10,18-trihydroxy-2,6-dolabelladiene 
(Dolabelladienetriol), um produto natural isolado da alga parda Dictyota pfaffi na 
atividade da enzima transcriptase reversa do HIV – 1 e seu efeito na replicação 
“in vitro” do HIV-1. 
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2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
 
 
- Estudar o efeito in vitro do Dolabelladienetriol, na replicação de isolados do 
HIV-1, em células primárias Macrófagos, PBMCs e em células de linhagem 
U-87 e Supt-1 e determinar o índice de citotoxicidade do Composto nestas 
células; 
-  Avaliar se a exposição direta do HIV-1 ao Dolabelladienetriol altera a sua 
infectividade (efeito “virucida”); 
 
-  Verificar se o pré-tratamento de PBMCs e macrófagos com o 
Dolabelladienetriol inibe a replicação do HIV-1 nestas células; 
 
-  Investigar se o tratamento de PBMCs e macrófagos com o 
Dolabelladienetriol modula a expressão de receptores para o HIV-1; 
 
-  Avaliar o efeito do Dolabelladienetriol na atividade da transcriptase 
reversa do HIV-1 e na síntese proviral em PBMCs. 
 
-  Analisar por cinética enzimática em plots de Dixon e Lineweaver-Burk a 
atividade da transcriptase reversa do HIV-1 frente ao Dolabelladienetriol; 
 
- Verificar se o Dolabelladienetriol possui efeito aditivo ou sinergistico com 
outros antiretrovirais que possuam mecanismo de ação já estabelecidas tais 
como NRTI (AZT), NNRTI (Nevirapina) e PI (Atazanavir). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Células. 
Células do sangue periférico (PBMCs) de indivíduos normais foram obtidas 
através de gradiente de densidade em Ficoll-Hypaque, e resuspensas em meio de 
cultura RPMI 1640, com 10% de soro fetal bovino. PBMCs foram estimulados com 
o mitógeno fitohemaglutinina (PHA) durante dois a três dias, e as células ativadas 
foram mantidas em meio de cultura suplementado com Interleucina-2 (IL-2), para 
posteriores ensaios de infecção viral. Para obtenção de macrófagos derivados de 
monócitos, os PBMCs foram distribuídos em placas de cultura de 48 poços (2 x 
10
6
 células/poço/500µL) e cultivados em meio Dulbecco (DMEM, Hyclone) com 
10% de soro humano (Sigma-Aldrich Co.), durante 5 a 6 dias. Em seguida, foram 
removidas as células não-aderentes, e meio completo será readicionado. A 
monocamada de macrófagos será mantida em DMEM com 10% de soro humano, 
e sua pureza foi avaliada pela quantidade de células positivas para a molécula 
CD16, em citometria de fluxo. Células de linhagem T CD4
+
 Supt-1 e Células U-87, 
transfectadas com receptores CD4 e os receptores de quimiocinas CCR5 e 
CXCR4 foram cultivadas (Ferraro et al., 2001), usando-se o mesmo meio como 
para os PBMCs. 
 
3.2. Reagentes e Isolados virais. 
O Dolabelladienetriol (8,10, 18-Trihydroxy-2, 6-dolabelladiene) foi obtido a partir 
do extrato bruto (2,05 g) por cromatografia de absorção em coluna de gel de sílica 
(hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol), totalizando dez frações. A 
recristalização, em hexano, dos cristais obtidos das frações 3 e 4, forneceu a 
Substância I (0,55 g) e a substância II (0,0205 g) foi isolada a partir da sexta fração, 
após uma filtração em gel de sílica (diclorometano, acetato de etila e metanol). A 
redução da Substância I forneceu um derivado, Substância III, denominado 
Dolabelladienetriol. O composto XTT (2,3 bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl]-2H 
tetrazolium-5 carboxanilide) foi adquirido da Sigma-Aldrich Co. Os antiretrovirais 3’-
azido-3’-deoxythymidine (AZT) e 3’-azido-3’-deoxythymidine 5’-triphosphate (AZT-TP) 
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foram adquiridos da Sigma e Sierra Bioresearch, respectivamente. O inibidor de 
protease do HIV-1, Atazanavir sulfato, e nos foi fornecido pelo NIH AIDS Research and 
Reference Reagent Program (Division of AIDS, NIAID, NIH, Bethesda, MD). Os 
anticorpos monoclonais para citometria anti-CD4-PE, anti-CCR5-FITC, anti-CXCR4-PE 
(R&D 
Systems) e anti-IgG2a-FITC e IgG2b-PE (Caltag) serão usados de acordo com 
as instruções dos fabricantes. Utilizamos os isolados virais IIIB (trópico para CXCR4; 
doado pela Dra. Eva Maria Fenyö, da Univerversity of Lund, Sweden), e Ba-L (trópico 
para CCR5, doado pelo Dr. Michel A. Norcross, CBER/FDA, MD, USA) os quais eram 
mantidos a -70 
0
C em nosso laboratório. Foram também utilizados os isolados 
95BRRJ021 (R5-trópico, subtipo F), 95BRRJ010 (X4-trópico, subtipo B”), 95BRSP007 
e 95BRBA007 (ambos R5X4 duplo-trópicos, subtipo B). Esses quatro últimos isolados 
primários foram obtidos do Brazilian Network for HIV Isolation and Characterization 
(Ferraro et al. 2001). 
 
3.3. Avaliação da viabilidade celular 
Para avaliação da viabilidade das células após tratamento, foi retirada uma 
alíquota de 500μl da cultura tratada com diferentes concentrações do composto 
após 15 dias de tratamento. Esse volume foi misturado com igual volume de uma 
solução contendo 0,2% do corante Azul de Tripan (Sigma-Aldrich Co.) em tampão 
PBS 1X. Após 5 minutos, cerca de 10μl desta suspensão foi recolhida para 
contagem das células em hematocitômetro, com auxilio de microscópio óptico. Na 
determinação do número total de células foi considerado o percentual de células 
coradas e não coradas. Este procedimento se baseia na técnica de exclusão do 
corante e os resultados foram expressos como porcentagem de células viáveis em 
relação ao controle. Os valores obtidos foram representativos de uma média de 
três experimentos realizados. 
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3.4. Infecção de PBMCs e macrófagos.
PBMCs estimulados com PHA foram incubados com o isolado viral 
(10ng/mL  Ag p24) durante 2 a 4 horas a 37°C e 5% de CO2. Em seguida, as 
células foram lavadas para a remoção do vírus residual, resuspensas em meio de 
cultura completo, e distribuídas em placas de 96 poços (2 X 10
5
/poço/200µL). As 
células infectadas foram cultivadas a 37°C e 5% CO2, e os sobrenadantes de 
cultura colhidos após sete dias para avaliação da replicação viral. Macrófagos 
foram expostos ao isolado viral na concentração de 10 ng/mL do Ag p24/mL 
durante 16 a 18 horas, a 37°C e a 5% de CO2. Em seguida, as células foram 
lavadas para remoção do vírus residual e realimentadas com meio de cultura 
fresco. A replicação do HIV-1 foi medida nos sobrenadantes de cultura das células 
infectadas pela detecção do antígeno p24, através de ensaio imunoenzimático 
(ELISA) em kit comercial (Zeptometrix), de acordo com as instruções do 
fabricante. 
 
3.5 Efeito do Dolabelladienetriol na replicação por tempo de adição. 
Células Supt-1 foram infectadas com isolado de HIV-1III
B
 durante 30 
minutos, lavadas, plaqueadas em placas de 96 poços (2 x 10
5
/poço), e o 
Dolabelladienetriol foi adicionado em diferentes tempos após a infecção. As 
células foram incubadas a 37
o
C, 5% de CO
2
, durante 3 a 4 dias, e a inibição do 
efeito citopático mediado pelo HIV-1, foi avaliada e calculada pelo método XTT 
como descrito (Bou-Habib et al. 1994). Como controle células Supt-1 foram 
tratadas com AZT e atazanavir. 
 
3.6. Avaliação do efeito do Dolabelladienetriol sobre a infectividade do HIV-1. 
  Para avaliar se a exposição direta de partículas virais ao Dolabelladienetriol 
altera a infectividade e a capacidade replicativa do HIV-1, suspensões virais  
contendo 75 ng/mL do Ag p24 do HIV-1 foram incubadas com o 
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Dolabelladienetriol (25 µM) durante 2 h a 4
 o
C ou 37
o
C. Em seguida, PBMCs 
foram expostos às suspensões virais assim tratadas, e a replicação viral foi 
avaliada após sete dias, como descrito acima. As misturas 
Dolabelladienetriol/suspensões virais foram preparadas, de forma que, após a sua 
diluição para adição às células-alvo, as concentrações finais dos vírus 
permanecessem em 5 ng/mL e a concentração final do Dolabelladienetriol a 0,05 
µM, a qual não tem efeito inibitório sobre o HIV-1, como previamente observado 
(Cirne-Santos et al., 2006). Células Supt-1 também foram expostas às 
suspensões virais tratadas com o Dolabelladienetriol, e a replicação viral foi 
avaliada pela observação do efeito citopático, usando-se o método XTT (Bou-
Habib et al., 1994). 
 
3.7. Ensaios da inibição da formação de sincício pelo Dolabelladienetriol. 
  Para avaliar se o Composto seria capaz de inibir a formação de sincícios, 
células Supt-1 cronicamente infectadas com o isolado HIV-1-III
B
 (obtidas e 
mantidas em nosso laboratório) foram tratadas com diferentes concentrações do 
Dolabelladienetriol e distribuídas em placas de 96 poços em triplicatas (10
4
/poço), 
e imediatamente misturadas com células Supt-1 não infectadas (5 X 10
4
/poço). As 
células foram incubadas a 37°C e 5% de CO
2
, e a fusão celular e a formação de 
sincícios foram monitoradas por observação visual em microscópio invertido 
durante 2 a 3 dias, e o efeito citopático foi determinado por XTT (Bou-Habib et al., 
1994). 
 
3.8. Efeito do pré-tratamento com o Dolabelladienetriol, na inibição da 
replicação do HIV-1. 
Para avaliar se o tratamento das células-alvo com o Dolabelladienetriol 
previamente à infecção pelo HIV-1 pode inibir da replicação viral, PBMCs foram 
expostos ao Dolabelladienetriol (25μM) durante 2 horas, 1 dia ou 5 dias, lavados 
para remoção do excesso de Dolabelladienetriol e, em seguida, infectados com o 
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HIV-1 e mantidos em cultura. Macrófagos foram tratados com o Dolabelladienetriol 
durante 1 ou 5 dias, lavados, infectados com o HIV-1, e mantidos em cultura. A 
replicação viral foi avaliada pela detecção do antígeno p24 nos sobrenadantes de 
cultura após sete dias para PBMCs e 14 dias para os macrófagos 
 
3.9. Avaliação da expressão dos receptores CD4, CCR5 e CXCR4 em células 
expostas ao Dolabelladienetriol. 
 PBMCs e macrófagos foram tratados com o Dolabelladienetriol (25uM) 
durante 3 a 4 dias e, em seguida,  marcados com anticorpos monoclonais anti-
CD4, anti-CCR5 e anti-CXCR4. Após a marcação, a expressão dos receptores 
para HIV-1 foi avaliada por citometria de fluxo (Facscalibur, BD). 
 
3.10.  Avaliação da integração do DNA proviral do HIV-1 
 
A análise do efeito do Dolabelladienetriol na integração proviral do HIV-1 no 
genoma de células alvo, foi avaliado pela técnica de (PCR). PBMCs foram 
inicialmente expostos a suspensões virais contendo 5 a 10 ng/mL de antígeno p24 
do HIV-1, durante 2 a 3 horas. As células foram lavadas, resuspensas em meio 
completo, plaqueadas em placas de 24 poços (1,5 x 10
6
 células/poço), tratadas 
com indicadas concentrações do Dolabelladienetriol e, após 7 dias em 37
0
C a 5% 
de CO
2
, PBMCs infectados foram coletados para “Nested PCR”.  O DNA foi 
extraído usando-se o kit de purificação do DNA, UltraClean GelSpin DNA (MO Bio 
Laboratories, INC.), e as seqüências de DNA viral integrado foram amplificadas 
usando-se iniciadores específicos para a região protease do genoma do HIV-1. A 
mistura de reação e as condições do PCR foram adaptadas de (Stuyver et al., 
1997). O produto final de 290 pb foi visualizado por eletroforese em gel de agarose 
a 1% marcado com brometo de etídio. O NRTI AZT (1 µM) e o inibidor de protease 
Atazanavir (10 µM) foram usados como controles. A replicação do HIV-1 foi 
medida pela dosagem de Ag p24 em sobrenadante de cultura por ensaio de 
captura ELISA (ZeptoMetrix Co.). 
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3.11. Obtenção da Transcriptase Reversa do HIV-1 
 
O Dr. Stephen H. Hughes do NCI-Frederick Cancer Institute, Frederick MD 
nos enviou a enzima transcriptase reversa e os mutantes correspondentes aos 
clones # 2822 (com ausência de atividade polimerase, mas com atividade 
ribonuclease) e o clone # 8868 (contendo atividade polimerase, mas com 
ausência de atividade ribonuclease). As bactérias DH5α contendo os 
plasmídeos foram crescidas por 12-16 horas em incubadora com agitação 
orbital a 37°C. As células foram coletadas por centrifugação a 10.000 rpm por 2 
minutos e o sedimento lavado com tampão contendo 100 mM de NaCl, 20 mM 
de Tris-HCl, 1 mM de EDTA, pH 7,4. As bactérias foram rompidas em tampão 
contendo 0,2 M de NaCl, 20 % de glicerol (v\v), 1 % de Triton X-100, 1 mM de 
EDTA, 2 mM de ditiotreitol, 25 mM de Tris-HCl, pH 8,0 e o lisado mantido a 4°C 
por 15 minutos. O material insolúvel removido por centrifugação a 10.000 rpm 
por 2 minutos e o sobrenadante contendo a enzima foi mantido a -20°C. 
 
 
3.11.1. Filtração em gel 
As proteínas solúveis do lisado bacteriano (conforme descrito acima) foram 
filtradas em colunas Sephadex G-25, com o objetivo de remover possíveis 
inibidores da atividade enzimática. A coluna foi pré-equilibrada com 0,2 M de 
NaCl, 2 mM de ditiotreitol, 0,2% de Triton X-100, 20% de glicerol, 25 mM de 
Tris-HCl, pH 7,4. Após a filtragem, as colunas foram lavadas com o mesmo 
tampão utilizado para equilíbrio. A concentração de proteínas foi determinada 
nas frações coletadas e posteriormente avaliada para suas atividades, 
polimerase e ribonuclease H. 
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3.11.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida 
 
As proteínas foram analisadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 
conforme descrito por Laemmli (1970). O sedimento celular foi rompido com 
tampão contendo, 1% de SDS, 1% de β-mercaptoetanol, 10 % de glicerol e 50 
mM de Tris Hcl, pH 6,8; 10 μg/mL de azul de bromofenol, aquecido por 2 
minutos a 100°C. A amostra foi submetida a gel de poliacrilamida a 10% 
contendo 0,1% de SDS e corado com azul de Comassie a 0,1%. 
 
 
3.11.3. Minipreparação de DNA plasmidial 
 
O procedimento adotado baseia-se na técnica descrita por Holmes e Quigley 
(1981), com modificações. As bactérias foram inoculadas em 20 ml de meio de 
cultura NZY contendo ampicilina (100 μg/mL) e incubadas a 37 °C durante 12-16 
horas, sob agitação. A cultura foi dividida em tubos de microdiluição e centrifugada 
a 12.000 xg por 2 minutos. O meio aspirado ao máximo e as células de cada tubo 
ressuspensas em 0,35 mL de tampão STET (sacarose a 8g%, Triton X-100 a 0,5 
% (V/V); EDTA, pH 8,0 a 50 mM e Tris-HCl, pH 8,0 a 10 mM). A seguir, foram 
adicionados 25 μl de solução de lisozima (Sigma-Aldrich Co) (10mg/mL em TE pH 
8,0) e a suspensão agitada em vortex por 3 segundos. Os tubos foram colocados 
em banho maria a 100 °C por 1 minuto e imediatamente centrifugados a 12.000 xg 
por 15 minutos. Os sobrenadantes foram removidos e transferidos para novos 
tubos. Em seguida, foram adicionados 40 μl de acetato de sódio 3 M, pH 5,2 e 420 
μl de isopropanol, os tubos foram misturados por inversão e incubados a -70 °C 
por 30 minutos. As amostras foram centrifugadas a 12.000 xg por 15 minutos e os 
precipitados de cada tubo lavados com etanol a 70%, secos em nitrogênio e 
resuspensos em 50 μl de TE pH 8,0. As amostras foram reunidas duas a duas em 
tubo e adicionado 1 μl de RNase A a 10 mg/mL (Boehringer Mannheim). Os tubos 
mantidos a 37 °C por 30 minutos e então adicionados a igual volume de 
clorofórmio. Após agitação em vortex por 30 segundos as amostras foram 
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centrifugadas a 12.000xg por 2 minutos. As fases aquosas passadas para tubos 
novos e novamente extraídas com clorofórmio, conforme descrito. Em seguida as 
amostras foram precipitadas pela adição de 1/2 volume de acetato de amônia a 
7,5 M e 2 volumes de etanol a 100% gelado, com incubação a -70 °C por 30 
minutos. Os tubos foram centrifugados a 12.000 xg por 15 minutos e os 
precipitados lavados em etanol a 70%. Após secos os precipitados foram 
resuspensos em 100 μl de TE e mantidos a 4 °C. 
 
 
3.11.4. Eletroforese em gel de agarose 
 
A integridade dos DNAs plasmidiais foi observada através de eletroforese 
em gel de agarose. Alíquotas de 1 μl foram retiradas e preparadas para a 
análise, pela adição de 3 μl de solução corante, xileno cianol a 0,02 %, azul de 
bromofenol a 0,02 % e glicerol a 50% (v/v) e então aplicadas no gel. O gel para 
um volume de 20 mL (agarose 0,8 %) foi constituído de agarose pura (GIBCO 
BRL), 0,16 g de tampão Tris-acetato a 0,04 M, pH 8,0; solução de brometo de 
etídio (10 mg/mL). Foi utilizado o sistema mini-gel da GIBCO BRL, montado 
conforme instruções do fabricante. O tampão de corrida utilizado (130 mL) 
consiste de Tris-acetato a 0,04 M, pH 8,0. Durante a corrida a voltagem foi 
mantida constante em 80 V por 40-50 minutos. O gel foi retirado e analisado em 
transiluminador para ser fotografado. 
 
3.12. Avaliação da inibição da atividade polimerase da enzima TR do HIV-1 
 
A mistura de reação para a atividade polimerase continha em 10 μl de 
reação: 50 mM de Tris-HCl, pH 7,8, 50 mM de KCl, 6 mM de MgCl
2
, 1 mM de 
ditiotreitol, 1 mg/ml de BSA, 5μM de dTTP, 20 μCi/ml de [
3
H]dTTP (62 
Ci/mmol), 0.20 DO de poly(rA).o(dT)
12-18
 e 1 pmol da enzima. O tempo de 
incubação foi de 30 minutos a 37°C, e a reação foi interrompida pela adição de 
TCA 10%, contendo 20 mM de pirofosfato de sódio. O precipitado foi então 
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coletado em filtro Whatman GF/C e lavado com TCA 10%. A radioatividade foi 
determinada através de cintilação líquida. 
 
3.13. Efeito do Dolabelladienetriol na atividade DNA polimerase dependente 
de RNA (RDDP) da TR do HIV-1. 
O efeito inibitório do Dolabelladienetriol na atividade RDDP da TR foi 
avaliado usando-se uma solução contendo Tris-HCl a 25 mM pH 7.8, KCl a 75 
mM, MgCl
2
 a 8 mM and DTT a 2 mM, a um volume final de 25 µL (tampão A). Para 
analisar a captação de nucleotídeos, concentrações saturadas do poly(rA)o(dT)
12-
18
 (80 μg/mL) e várias concentrações de dTTP (seguindo de 0 a 30 μM) foram 
adicionados ao tampão A. Por outro lado a análise do captação do molde-
iniciador, concentrações saturadas de dTTP (60 μM) e várias concentrações de 
poly(rA)o(dT)
12-18
 (seguindo de 0 – 10 μg/mL) foram adicionadas ao tampão A. As 
diluições foram feitas com 2 μCi [³H]dTTP (49Ci/mmol) / 2,7µM dTTP, e todas as 
reações foram feitas de acordo com os parâmetros cinéticos usando-se 3U da TR 
recombinante (1U definida quantidade de enzima necessária para a catálise de 1 
pmol de dTTP marcado /min/mg de enzima) a 37
o
C por 30 min. As reações foram 
paradas pela adição de 10 µL de EDTA a 0,5 M e o conteúdo foi filtrado em Filtros 
Whatman DE81 para coletar a nova fita de DNA sintetizada. Após, os filtros foram 
lavados 3 vezes com fosfato de sódio (100 mM), e os nucleotídeos incorporados 
foram medidos por cintilação líquida (Packard, model Tri-carb 2100). O K
i 
foi 
determinado por “plot´s” de Dixon com 5 μM dTTP, os valores de K
m
 e V
max
 foram 
avaliados por “plot´s” de Linewaver-Burk e o K
cat
 pela divisão do V
max
 pela 
quantidade total de TR usada. 
 
3.14. Combinação do Dolabelladienetriol com outros antiretrovirais. 
  Para avaliar se a combinação do Dolabelladienetriol com outros agentes 
antiretrovirais pode resultar em um efeito aditivo ou sinergístico na replicação do 
HIV-1, PBMCs infectados com o isolado Ba-L foram tratados com a concentração 
de EC
50
 (8,4 µM, Cirne-Santos et al., 2006) em associação a concentrações sub-
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ótimas de um NRTI (AZT), um NNRTI (Nevirapina), ou com um PI (Atazanavir), 
como já descrito (Marquez et al., 2005). Após sete dias, a replicação viral foi 
medida pela avaliação do Ag p24 do HIV-1 em sobrenadante de cultura como 
descrito acima. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1. Efeito do Dollabelladienetriol na atividade da TR do HIV-1 
 
Três compostos (I, II e III) foram obtidos da alga parda Dictyota pfaffii 
(Figura 6), os compostos I e II foram obtidas direto do extrato bruto, enquanto que  
a redução do composto I forneceu o Composto III como derivado. Este composto 
III, embora não tenha sido isolado de D. pfaffii, foi indicado como composto 
minoritário, tal como observado por cromatografia em camada fina do extrato bruto 
e de suas frações. Ao testarmos esses compostos sobre a atividade da TR do 
HIV-1, observamos que dois compostos, I e II, apresentaram apenas uma 
modesta inibição da atividade da TR em cerca de 20% na concentração de 40µM. 
Entretanto observamos que o terceiro composto na mesma concentração foi 
capaz de inibir aproximadamente 80% da atividade enzimática (Figura 7). A partir 
destes dados, verificamos a atividade do composto usando uma enzima 
recombinante não purificada e uma purificada e confirmamos os achados prévios 
de que o (1R*,2E,4R*,6E,8S*,10S*,11S*,12R*) - 8, 10, 18 - trihydroxy - 2, 6 - 
dolabelladiene denominado recentemente Dolabelladienetriol, inibe a atividade da 
TR independente da preparação e de maneira dose-dependente (Figura 8). Os 
valores de IC
50
 variaram de 16,5 ± 4,3 para a enzima purificada e de 40 ± 3,8 para 
a enzima não purificada. De maneira similar o AZT-TP na concentração de 1µM, 
inibiu 92% e 78% a atividade das TRs purificadas e não purificadas 
respecitivamente. 
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Figura 6: Esquema dos compostos isolados da alga D. pafaffii. 
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Figura 7: Efeito da inibição da atividade TR do HIV-1. As barras representam o 
percentual de inibição da atividade nas respectivas concentrações: 1 – AZT 
(controle positivo) 0,01µM; 2 – composto I; 3 – composto II, 4 – 
Dolabelladienetriol, todos na concentração de 40 µM. Dados representam média e 
desvio padrão de 3 experimentos independentes. 
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Figura 8: Efeito do Dolabelladienetriol na atividade da enzima TR do HIV-1. A TR 
do HIV-1 purificada e não-purificada foram incubadas com as concentrações 
indicadas do Dolabelladienetriol e a atividade polimerase da enzima TR foi 
avaliada como descrito em Material e Métodos. Dados representam media ± SEM 
de três experimentos realizados em triplicata; AZT-TP a 1 µM inibiu 92% e 78% da 
enzima purificada e não purificada respectivamente. O controle positivo (atividade 
da TR na ausência dos inibidores da enzima) foi, 15810 ± 921 CPM para a 
purificada e 9938 ± 638 CPM para a TR não purificada. 
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4.2. Efeito do Dolabelladienetriol na replicação do HIV-1 em células primárias 
e na viabilidade celular 
 
  Inicialmente nós avaliamos o efeito do Dolabelladienetriol, em células 
primárias humanas, PBMCs e macrófagos, com diferentes concentrações do 
composto. Após sete dias de tratamento contínuo, a viabilidade dos PBMCs 
avaliada por Azul de Trypan, mostrou-se maior que 90%, para concentrações 
acima de 100 µM e igual a 85% em concentração de 200 µM, posteriormente 
declinando (Figura 9A), resultando em um CC
50
 igual a 500 µM. Em seguida, 
observamos que Dolabelladienetriol inibiu potentemente a replicação do HIV-1 em 
PBMCs infectados com o isolado R5-trópico (Ba-L) de maneira dose-dependente, 
com níveis de inibição de 27% com 3 µM a 95% com 100 µM (Figura 9A), 
resultando em um EC
50
 de 8,4 ± 2,8 µM e um índice terapêutico (IT) de 59.5. 
Macrófagos foram infectados com um isolado R5-trópico (Ba-L)ou com um isolado 
duplo-trópico (95BRSP07), expostos ao Dolabelladienetriol e foi observado que os 
macrófagos se mostraram bem mais sensíveis ao efeito do composto, produzindo 
um forte efeito inibitório a baixas concentrações do Dolabelladienetriol (Figura 9B). 
A inibição foi mais efetiva nas concentrações de 40 e 50 µM do composto, 
apresentando um EC
50
 de 1,7 ± 0,6 µM (para o vírus R5) e 1,85 ± 0,75 µM (para o 
vírus R5X4), apresentando IT iguais a 294 e 270,3 respectivamente. 
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Figura 9: Efeito do Dolabelladienetriol na viabilidade celular e na replicação do 
HIV-1 em células primárias. 
A PBMCs foram tratados com concentrações 
indicadas do Dolabelladienetriol e incubados por 7 dias, e a viabilidade celular foi 
avaliada pelo corante de exclusão azul de tripam. Dados representam média ± 
SEM de três experimentos independentes (Eixo a direita). DMSO a 1% não afetou 
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a viabilidade celular. PBMCs foram infectados com o HIV-1 (Isolado R5-tropico Ba-
L), expostos a concentrações indicadas do Dolabelladienetriol, e a replicação viral 
foi avaliada em sobrenadante da cultura após 7 dias. Dados representam média ± 
SEM de cinco experimentos independentes (Eixo da esquerda). AZT a 1 µM inibiu 
95 ± 2,3% da replicação viral (Dado não inserido). A produção viral no controle 
positivo (Células infectadas com o HIV-1 expostas somente a meio de cultura): 
158 ± 12 ng/mL de antígeno p24. B Macrófagos foram infectados com um vírus 
R5-trópico (Ba-L) ou com R5X4-Trópico isolado (95BRSP007), expostos ao 
Dolabelladienetriol, e a replicação viral foi avaliada em sobrenadante de cultura 
após 14 dias. Dados representam média ± SEM de três experimentos 
independentes. AZT a 1 µM inibiu 98 ± 1,8% da replicação viral (Dado não 
inserido). A produção viral nos controles positivos (Células infectadas com o HIV-1 
expostas somente a meio de cultura) foi de 25 ± 5 ng/mL e 80 ± 11 ng/mL de 
antígeno p24 para os isolados R5 e R5X4 respectivamente. 
 
 
4.3. Efeito do Dolabelladienetriol na replicação de diferentes fenótipos do 
HIV-1. 
 
  PBMCs foram infectados com isolados primários trópicos para CCR5, para 
CXCR4 ou duplo-trópicos e expostos a 25 µM do diterpeno, observando-se uma 
forte inibição da replicação independente do fenótipo, atingindo valores inibitórios 
superiores a 90% independente do fenótipo viral (Figura 10A). Da mesma forma, 
células U87 transfectadas com CD4 e para os receptores de quimiocinas CCR5 ou 
CXCR4 foram também infectadas com os mesmos isolados, e tratados com o 
diterpeno. Nestas células o efeito citopático induzido pelo HIV-1 foi reduzido, 
confirmando que o efeito anti-HIV-1 ocorre indiferente à preferência do co-
receptor, inibindo esse efeito de maneira dose-dependente variando de 20% a 
80% (Figura 10B). 
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Figura 10: Efeito do Dolabelladienetriol na replicação de diferentes fenótipos do 
HIV-1. A PBMCs foram infectadas com o HIV-1, expostos ao Dolabelladienetriol 
(25 µM), e a replicação viral foi avaliada em sobrenadante de cultura após 7 dias. 
Dados representam média ± SEM de três experimentos independentes para cada 
vírus (R5-trópico: 95BRRJ021; X4-trópico: 95BRRJ010; R5X4-trópico: 
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95BRSP007). AZT a 1 µM inibiu acima de 95% a replicação viral (dado não 
inserido). A produção viral nos controles positivos (Células infectadas com o HIV-1 
expostas somente a meio de cultura) foi de 138 ± 8 ng/mL, 200 ± 36 ng/mL e 88 ± 
13 ng/mL de antígeno p24 para os isolados R5, X4 e R5X4 respectivamente. B 
Células U87 transfectadas com os receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR4 
foram infectadas com os mesmos isolados de HIV-1 como descrito acima, e 
tratados com diferentes concentrações do Dolabelladienetriol. O efeito citopático 
(CPE) mediado pelo HIV-1, foi determinado colorimetricamente após 3 a 5 dias 
como descrito em Material e Métodos. Dados representam média ± SEM de três 
experimentos independentes. 
 
 
4.4. Efeito do Dolabelladienetriol na replicação por tempo de adição 
 
  Para investigar se a adição do Dolabelladienetriol pode ser atrasada sem 
diminuir a habilidade de bloqueio da replicação do HIV-1, células Supt-1, foram 
infectadas por 2 a 3 horas, posteriormente lavadas, com adição do 
Dolaballadienetriol nas células infectadas com o HIV-1, em diferentes momentos 
pós-infecção. Conforme pode ser observado (Figura 11), o efeito do 
Dolabelladienetriol, foi preservado mesmo quando adicionado 12 horas pós-
infecção, inibindo 82% da replicação viral neste ponto de adição e declinando 
posteriormente. O efeito do Dolabelladienetriol foi similar ao inibidor de protease 
Atazanavir, e o AZT quando adicionado após a nona hora pós-infecção, diminuiu 
substancialmente seu efeito inibitório (Figura 11). 
 
 
 
 
 
 
 
 




[image: alt] 
65
 
 
0
20
40
60
80
100
012357912152436
Tempo de adição do Dolabelladienetriol (Horas)
Inibição do CPE (%)
Atazanavir
Dolabelladienetriol
AZT
 
 
 
Figura 11: Ensaio do tempo de adição do Dolabelladienetriol. Células Supt-1 
foram infectadas com o HIV-1
IIIB
 durante 30 minutos, plaqueadas em placas de 96 
poços, e o Dolabelladienetriol (25 µM), atazanavir (10 µM) ou AZT (1 µM) foram 
adicionados em diferentes tempos após a infecção, como indicado. O efeito 
citopático mediado pelo HIV-1 foi determinado colorimetricamente após 3 a 5 dias, 
como descrito em Material e Métodos. Dados representam média (SEM) de três 
experimentos independentes. 
 
 
4.5. Dolabelladienetriol inibe a síntese e integração do DNA proviral 
 
  A transcrição reversa é uma etapa precoce do ciclo replicativo do HIV-1, e 
este evento é responsável pela produção do DNA proviral dupa fita, no qual 
integra-se no genoma da célula alvo. Nós previamente descrevemos que o 
Dolabelladienetriol inibe a replicação do HIV-1 tendo como alvo principal a enzima 
TR do HIV-1 (Cirne-Santos et al., 2006). Nós demonstramos que o 
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Dolabelladienetriol inibe a síntese/integração do DNA proviral em células 
infectadas (Figura 12). PBMCs infectados foram tratados ou não com o 
Dolabelladienetriol ou com outros antiretrovirais, e a integração do DNA proviral foi 
avaliada por PCR. A adição de 25 ou 50 µM do Dolabelladienetriol, inibe a 
integração do HIV-1 (posições 3 e 4 no gel), quando comparando-se a células 
infectadas e não tratadas no qual evidenciamos um fragmento de 290 pb (posição 
2 no gel). Nossos resultados demonstram que o Dolabelladienetriol inibe a 
transcrição reversa no ciclo replicativo do HIV-1 e a formação do DNA proviral. O 
AZT bloqueou completamente a integração (posição 7 no gel), e o atazanavir 
(posição 6 no gel) não bloqueou a formação e/ou integração do provírus. 
Pequenas concentrações de Ag p24 do HIV-1 foram encontradas nos 
sobrenadantes de cultura, demonstrando que o Dolabelladienetriol bem como o 
AZT e o Atazanavir, marcadamente inibem a replicação viral. 
 
   
 
Figura 12: Efeito do Dolabelladienetriol na integração do DNA proviral do HIV-1. 
PBMCs foram infectados com HIV-1 e expostos ou não ao Dolabeladienetriol e 
outros antiretrovirais. A integração viral foi detectada por “PCR-nested” do gene 
protease e o gel demonstrado é representativo de três ensaios com resultados 
similares. 100 pb (posição 1), células infectadas e somente com meio (posição 2), 
células não infectadas (posição 3), células infectadas na presença do 
Dolabelladienetriol (50 µM ou 25 µM; posição 4 e 5, respectivamente), Atazanavir 
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(10 μM; 6), ou AZT (1 μM; 7). A replicação do HIV-1 foi avaliada em sobrenadante 
de cultura das mesmas culturas 7 dias após a infecção. Média ± SEM do Ag p24 
(ng/mL) igual a: meio = 85 ± 2.8; Dolabelladienetriol 50 μM = 4.7 ± 0.6; 
Dolabelladienetriol 25 μM = 10.8 ± 0.8; Atazanavir = 3 .2 ± 0.2; AZT = 9.8 ± 0.3. 
 
 
4.6. Análise cinética da inibição da TR do HIV-1 pelo Dolabelladienetriol. 
 
Em um sistema acelular para estudar o mecanismo de ação do 
Dolabelladienetriol sobre a atividade da TR do HIV-1, inicialmente determinamos 
os valores de K
i
 do Dolabelladienetriol e do AZT, revelando 7,2 µM e 0,01 µM, 
respectivamente (Figura 13). Esses resultados estão de acordo com os valores de 
EC
50
 previamente encontrados (Figura 9A) e demonstram que a TR pode ser o 
principal alvo no ciclo replicativo do HIV-1. Em seguida investigamos pela cinética 
o modo de ação pela utilização de dTTP ou o poly(rA)o(dT)
12-18 
como molde-
iniciador variável. Em nossos resultados podemos observar um modo de ação do 
tipo não-competitivo (Figura 14 A,B; Tabela 1) em ambos os casos, indicando que 
a interação do Dolabelladienetriol com a TR do HIV-1 é independente da ligação 
prévia do substrato ou do molde-iniciador para a TR do HIV-1. Desta maneira o 
Dolabelladienetriol pode interagir com o sitio de ligação dos NNTRIs na região 
“palm” da TR do HIV-1(Maga et al., 2000; Sluis-Cremer et al., 2004). Entretanto 
como esse mecanismo de ação é típico de NNRTIs, mas não de NRTI, esses 
resultados indicam que o Dolabelladienetriol possa ter um efeito aditivo com 
NRTIs, mas não com NNRTIs, na atividade de inibição da replicação do HIV-1 em 
células infectadas. 
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Inibidores

 
Figura 13: Efeito do Dolabelladienetriol na atividade da TR do HIV-1. A RT 
recombinante foi incubada com várias concentrações de Dolabelladienetriol ou 
Nevirapina ou AZT (“inset”) por 30 minutos, e a atividade DNA polimerase RNA-
dependente foi avaliada de acordo com Material e Métodos. Dados representam 
média de 5 experimentos independentes, e a inibição da atividade TR (valores de 
K
i 
) foi calculada por “plots” de Dixon, usando o programa SigmaPlot 8.0. 
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Figura 14: Efeito do Dolabelladienetriol nos parâmetros cinéticos da enzima TR do 
HIV-1. A enzima TR foi incubada sem compostos (y), com uma vez o K
i
 (7,2 µM; 
{) ou com três vezes o Ki  (21 µM; d) para o Dolabelladienetriol respectivo a 
captação do dTTP (A) ou molde-iniciador (B), de acordo com Material e Métodos. 
Os dados representam média de cinco experimentos independentes, e foram 
gerados em “plots” de Lienwaver-Burk por SigmaPlot 8.0. Os anexos (A e B) 
demonstram o efeito dos mesmos parâmetros cinéticos para a Nevirapina. 
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Captação do dTTP 
Condições Km (µM) Vmax 
(pmol/min/mg) 
Kcat (1/s) 
TR  5,8 ± 0,3  260 ± 1,1  86,83 ± 0,4 
TR + Dolabelladienetriol  4,5 ± 0,18  45,74 ± 4,09  15,24 ± 1,36 
Captação do molde-iniciador 
Condições Km (µM) Vmax 
(pmol/min/mg) 
Kcat (1/s) 
TR  1,3 ± 0,27  567,8 ± 1,0  189,09 ± 0,31 
TR + Dolabelladienetriol  1,6 ± 0,23  442,2 ± 3,7  147,4 ± 1,22 
 
Tabela 1: Parâmetros cinéticos relativos à captação do dTTP e do molde-iniciador. 
 
 
4.7. Efeitos da associação do Dolabelladienetriol com outros agentes 
antiretrovirais. 
  Nossos experimentos cinéticos demonstram que o Dolabelladienetriol inibe 
a TR do HIV-1 de maneira não competitiva, com efeito similar a Nevirapina com 
respeito à captação do dTTP e molde-iniciador (Figura 14). Como nossos dados 
demonstram que o Dolabelladienetriol atua como um NNRTI clássico, nós 
avaliamos se este composto pode apresentar efeito aditivo ou sinergístico quando 
associado com outros inibidores do HIV-1. PBMCs foram infectados com isolados 
de HIV-1 (Ba-L) e tratados com o EC
50 
do Dolabelladienetriol (8,4 µM) combinado 
com concentrações sub-ótimas de AZT, Nevirapine ou Atazanavir, como descrito 
por Marquez et al. (2005). A combinação do Dolaballadienetriol e AZT resultaram 
em um forte efeito inibitório aditivo de 30% a 60% de inibição somente com AZT 
para aproximadamente 90% de inibição quando da utilização dos compostos 
associados (Figura 15). A associação entre o Dolabelladienetriol e o Atazanavir 
produziu um potente efeito sinergístico, de 24% a 50% de inibição, com o uso 
exclusivo do Atazanavir e bloqueou completamente a replicação do HIV-1 pelo uso 
da associação de ambos os compostos (Figura 10). Como esperado e levando em 
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consideração que o Dolabelladienetriol e Nevirapina possuem o mesmo modo de 
ação, a associação entre ambos não resultou em potenciação do efeito inibitório 
(Figura 15). 
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Figura 15: Combinação do Dolabelladienetriol com outros antiretrovirais. PBMCs 
foram infectados com HIV-1 (Ba-L), expostos ou não ao Dolabelladienetriol na 
dose de EC
50
 (8,4 µM) combinado ou não com concentrações sub-ótimas de AZT, 
Nevirapina ou Atazanavir. A replicação viral foi avaliada em sobrenadante de 
cultura após 7 dias e os dados representam média ± SEM de três experimentos 
independentes. 
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4.8. Efeito do pré-tratamento com o Dolabelladienetriol na inibição da 
replicação do HIV-1. 
 
Nós encontramos que o pré-tratamento de PBMCs com o 
Dolabelladienetriol resultou em forte atividade inibitória da replicação do HIV-1 
(Figura 16A), variando a inibição entre 60% e 80%, tanto para isolados trópicos 
para CCR5 quanto para CXCR4. Em de macrófagos, o pré-tratamento com o 
Dolabelladienetriol por 1 ou 5 dias resultou em um forte bloqueio na replicação do 
HIV-1 (Figura 16B), muito próximo do efeito antiretroviral encontrado quando o 
Dolabelladienetriol foi adicionado após a infecção celular. 
Os resultados deste procedimento mostram que o Dolabelladienetriol, que 
não é readicionado após infecção, exerce não somente um forte, como também 
duradouro efeito supressor sobre a replicação do HIV-1. Tendo em vista esses 
resultados, é importante analisar, se o Dolabelladienetriol exerce efeitos 
farmacológicos sobre as células, como, por exemplo, a diminuição da expressão 
de receptores para o HIV-1 ou alterações na síntese de macromoléculas. 
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Figura 16: Efeito do pré-tratamento de PBMCs e macrófagos com o 
Dolabelladienetriol. A PBMCs foram tratados com 25µM do Dolabelladienetriol e 
incubados ou não por 2 horas, 1 dia e 5 dias, após as células foram lavadas, 
infectadas com os isolados R5-trópicos (Ba-L) e X4-trópicos (95BRRJ010), e 
incubadas por 7 dias. A replicação viral foi avaliada no sobrenadante da cultura, 
como descrito em Material e Métodos. Dados representam média ± SEM de quatro 
experimentos independentes. B Macrófagos foram incubados com a mesma 
concentração utilizada para os PBMCs, por 1 e 5 dias, lavados e infectados com o 
isolado (Ba-L). A replicação viral foi avaliada em sobrenadante de cultura após 14 
dias. Dados representam média ± SEM de três experimentos independentes. 
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4.9. Avaliação do efeito do Dolabelladienetriol na expressão de CD4, CCR5 e 
CXCR4. 
 
  Neste estudo verificamos que quando os PBMCs foram expostos ou não ao 
Dolabelladienetriol durante 7 dias e posteriormente marcados com anti-CD4, anti-
CCR5 e anti-CXCR4, para a avaliação em citômetro de fluxo, não observamos 
diferença significativa do nível de expressão de receptores para o HIV-1, avaliados 
em 4 doadores distintos (Figura 17 A, B e C). Dados apresentados correspondem 
a um experimento representativo. 
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 PBMCs CXCR4 – Dolabelladienetriol 
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Figura 17: Avaliação da expressão de receptores no tratamento com o 
Dolabelladienetriol. PBMCs foram expostos ou não ao composto durante 7 dias. 
Após as células foram marcadas com anti-CD4 (A), anti-CCR5 (B) e anti-CXCR4 
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(C), e a avaliação foi realizada por citometria de fluxo. Dados apresentados são de 
um experimento representativo de cinco com resultados similares. 
 
4.10. Avaliação do efeito do Dolabelladienetriol na infectividade viral (efeito 
“virucida”) 
 
  Para avaliar se a exposição direta de partículas virais ao Dolabelladienetriol 
altera a infectividade e a capacidade replicativa do HIV-1, infectamos PBMCs e 
células Supt-1, com isolados virais pré-incubados com o Dolabelladienetriol. Para 
os PBMCs após 7 dias de cultura a replicação viral foi avaliada pela dosagem de 
Ag p24 do HIV-1. As células Supt-1 após a infecção foram mantidas em cultivo e 
avaliadas diariamente para a constatação do efeito citopático promovido pela 
infecção viral. Nossos resultados demonstram que o tratamento dos isolados virais 
com o Dolabelladienetriol, não levou a alteração na sua infectividade, 
independente da temperatura de exposição ou da célula avaliada, o que pode ser 
avaliado pela comparação ao controle (Figura 18). 
 
 
0
20
40
60
80
100
HIV-1 Ba-L C3 - 50µM Ba-L pré-trat
4º
Ba-L pré-trat
37º
C
3 - 0,05µM
p24 (ng/mL)
D

 
 
D
 
 
 
Figura 18A: Avaliação do efeito do tratamento do vírus sobre a infectividade do 
HIV-1 em PBMCs. O vírus Ba-L foi exposto a 50 µM do Dolaballadienetriol a 4
O
C 
ou 37
O
C por duas horas e os PBMCs foram infectados com essas suspensões por 
2 a 3 horas. A replicação viral foi avaliada após 7 dias de cultura para como 
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descrito em Material e Métodos. Dados representam média ± SEM de 4 
experimentos. 
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Figura 18B: Avaliação do efeito do tratamento do vírus com o Dolabelladienetriol 
(D) sobre a infectividade do HIV-1 em células Supt-1. O HIV-1III
B
 foi exposto ao 
Dolabelladienetriol a 4
O
C ou 37
O
C por duas horas. Em seguida as células Supt-1 
foram infectadas com as suspensões virais pré-tratadas e a avaliação da 
infectividade viral foi determinada pela produção do efeito citopático, resultado da 
replicação viral em células Supt-1. Dados representam média ± SEM de 3 
experimentos. 
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4.11. Inibição da formação de sincício pelo Dolabelladienetriol 
 
 
  Incialmente, para a obtenção de células cronicamente infectadas, células 
Supt-1 foram expostas ao isolado X4 HIV-1III
B
 (5 a 10 ng/mL), onde avaliamos a 
produção do efeito citopático produzido pela infecção viral. Após mantermos a 
cultura por um longo tempo, e com sucessivas renovações de meio de cultura, as 
células infectadas que não sofreram efeito citopático, voltaram a se multiplicar com 
o genoma do vírus integrado e com intensa diminuição da expressão do receptor 
CD4 (Figura 19A), que é fundamental para a fusão das células infectadas, e que 
expressam a proteína gp120 na membrana. Esta fusão resulta na formação de 
sincício. Para o experimento, adicionamos 5 x 10
4 
células cronicamente infectadas 
para cada 10
4
 células Supt-1 não infectadas e posteriormente, as células foram 
tratadas ou não com diferentes concentrações do Dolabelladienetriol, utilizando 
como controle AZT 1 µM e Atazanavir 10 µM (Figura 19C). Após o tratamento as 
células foram diariamente avaliadas os efeitos foram fotografados (Figura 19D). 
 
   
Figura 19A: Análise do percentual de CD4 em células normais e cronicamente 
infectadas. Em vermelho demonstramos o percentual de CD4+ em células Supt-1 
não-cronicamente infectadas, e em Preto, contagem de células cronicamente 
infectadas, expressando o receptor CD4. 
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Após a obtenção das células cronicamente infectadas, Supt-1 não 
infectadas (5 x 10
4
 ) foram expostas a 10
4
 células cronicamente infectadas. Em 
seguida as células foram tratadas com diferentes concentrações do 
Dolabelladienetriol. Na figura 9B, podemos observar que o Dolabelladienetriol 
inibiu a formação de sincício de maneira dose-dependente com graus de inibição 
14% a 96% nas concentrações de 3,12 µM a 50 µM. O AZT foi utilizado como 
controle inibindo 95% a formação de sincício, e o inibidor de protease Atazanavir, 
não foi capaz de inibir a formação de sincício. 
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Figura 19B: Avaliação da inibição da formação de sincício em Supt-1 pelo 
Dolabelladienetriol (D). Dados representam a Média ± SEM de três experimentos 
independentes. 
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Figura 19C: Avaliação fotográfica da inibição da formação de sincício pelo 
Dolabelladienetriol. 
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6. CONCLUSÕES: 
 
Â O Dolabelladienetriol inibe a atividade da enzima transcriptase reversa do 
HIV-1 de maneira dose-dependente. 
 
Â  O Dolabelladienetriol inibe a replicação do HIV-1(R5, X4 e R5X4-trópicos) 
em PBMCs primários humanos, em concentrações não tóxicas e de 
maneira dose-dependente. 
 
Â Observamos que o Dolabelladienetriol não possui efeito “virucida” não 
alterando capacidade de infecção do HIV-1. 
 
Â  Células tratadas com o Dolabelladienetriol, não sofrem alteração na 
expressão dos receptores para o HIV-1. 
 
Â  O tratamento com o Dolabelladienetriol, inibe a síntese/integração do DNA 
viral. 
 
Â  Através dos estudos cinéticos observamos que o Dolabelladienetriol 
possui um efeito inibitório semelhante aos inibidores não análogos de 
nucleosídeos (NNRTI), do tipo não competitivo, relativo à captação do 
dTTP ou Template/primer, de forma similar ao efeito da droga já em uso 
clínico Nevirapina. 
 
Â  O Dolabelladienetriol produz um efeito inibitório aditivo da replicação do 
HIV-1 quando combinado com o AZT, e atua sinergísticamante com o 
inibidor de protease Atazanavir. 
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5. DISCUSSÃO 
 
O atual tratamento antiretroviral é considerado como muito eficaz na supressão 
da replicação viral e subseqüente redução da morbidade e mortalidade pela 
infecção pelo HIV-1(Halloran, 2006). Entre as drogas aprovadas pelo US Food and 
Drug Administration (FDA, 2006), 11 têm como alvo a enzima transcriptase 
reversa do HIV-1, sendo oito inibidores do tipo análogos de 
nucleotídeos/nucleosídeos, e três são não-análogos de nucleosídeos. Estes 
fármacos inibem a replicação viral após a entrada do vírus na célula-alvo, e 
anteriormente à integração. Estão também em uso clínico, agentes inibidores da 
enzima protease do HIV-1, os quais previnem a maturação de vírions, resultando 
na produção de partículas de HIV-1 não infecciosas. Entretanto, as drogas 
correntes não eliminam totalmente a população viral dos tecidos infectados, o seu 
uso prolongado pode promover desordens e toxicidades metabólicas, favorecer a 
emergência de vírus resistentes, além de ser complexa a sua administração. 
Então, e também levando-se em conta que ainda não existem efetivas vacinas 
anti-HIV-1, torna-se fundamental a busca de outros agentes antiretrovirais, e 
numerosos novos compostos anti-HIV-1 que atuam em diferentes etapas do ciclo 
replicativo viral encontram-se em desenvolvimento ou em ensaios clínicos (Condra 
et al., 2002). 
Em indivíduos infectados pelo HIV-1, uma taxa superior a 10
10 
partículas 
virais é produzida a cada dia. Esta rápida taxa de replicação do HIV-1, combinado 
com a baixa fidelidade de transcrição reversa, pode gerar mutações em regiões 
imunogenicas (Chew et al., 2005). Entretanto, a hipervariabilidade genômica é 
descrita como um mecanismo de defesa viral, que favorece ao HIV-1 ao escape 
da pressão promovida pela combinação de antiretrovirais. 
Atualmente, estudos de substâncias que atuam na interação entre vírus e 
os receptores celulares, integração do DNA viral, montagem viral e a proteínas 
regulatórias tais como tat e rev, são os principais alvos para compor a intervenção 
farmacológica da infecção pelo HIV-1, junto aos inibidores da transcrição reversa e 
da maturação viral. Esses inibidores podem ser a forma de impedir o escape das 
partículas virais resistentes às drogas atuais já em uso clínico. 
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Motivados pela possibilidade de estudar inibidores da replicação do HIV-1, 
derivados de produtos naturais marinhos, obtidos pelo grupo do Departamento de 
Biologia Marinha/IB/UFF, inicialmente, estudamos o efeito inibitório de três 
compostos obtidos da alga parda Dictyota pfaffi, na atividade da enzima 
transcriptase reversa do HIV-1 (Barbosa et al. 2004). Os isolados obtidos desta 
alga eram diterpenos do tipo dolabelanos (Figura 1), e apresentaram um evidente 
efeito inibitório da atividade da TR do HIV-1. Estas substâncias isoladas foram 
avaliadas e determinadas como potentes inibidores da replicação do vírus Herpes 
Simples Tipo 1 (HSV-1). Dos três compostos testados na avaliação da inibição da 
atividade enzimática, o diterpeno Dolabelladienetriol, apresentou um forte efeito na 
inibição da atividade da enzima TR-HIV-1 (Barbosa et al. 2004). Contudo, ao 
testarmos os dois outros compostos na inibição da atividade da TR do HIV-1 
(Compostos 1 e 2) observamos efeitos inibitórios bem inferiores, quando 
comparado com o efeito do Dolabelladienetriol, porém, todos os compostos 
apresentaram um forte efeito inibitório sobre a replicação do HSV-1 (Barbosa et al. 
2004). Avaliando a estrutura dos compostos, podemos observar que há uma 
grande homologia entre as mesmas, porém conforme já mencionado, o efeito 
inibitório da enzima obtido, foi bem mais significativo com o Dolabelladienetriol 
(Figura 2). Vários estudos já demonstraram que apenas pequenas alterações de 
alguns radicais na estrutura de um composto, pode modificar totalmente sua 
atividade inibitória (Guz et al., 1999; Song et al., 2002). Desta maneira o resultado 
desta forte inibição da atividade enzimática, frente ao Dolabelladienetriol, pode 
dever-se a diferença dos radicais presentes em sua estrutura, favorecendo uma 
maior interação do composto com a enzima TR do HIV-1. 
Após, realizamos estudos enzimáticos, que visaram determinar se havia 
diferença no efeito inibitório de uma enzima TR do HIV-1, utilizando enzimas TR 
recombinante purificada e não purificada (Figura 3), frente a diferentes 
concentrações do Dolabelladienetriol. Nossos resultados demonstraram que o 
efeito inibitório em ambas as enzimas, apresentou-se dose-dependente, porém, 
observamos um maior efeito supressor na enzima purificada. Levando em 
consideração as fontes de obtenção das enzimas e a preparação das mesmas, a 
 




 
88
enzima não purificada poderia apresentar elementos que produzam uma interação 
com a enzima ou com o composto, podendo diminuir residualmente ou potenciar a 
atividade da inibição sobre a enzima, o que poderia explicar o menor efeito na 
enzima recombinante não purificada. 
A partir dos estudos de inibição da atividade enzimática obtidos com o 
Dolabelladienetriol, fomos motivados pela possibilidade de estudar seu efeito 
inibitório “in vitro”, diretamente na replicação do HIV-1. Para tal, verificamos se o 
Dolabelladienetriol seria capaz de inibir a replicação viral em PBMCs, macrófagos 
e células de linhagem U87 e Supt-1. Nossos resultados mostraram um bloqueio 
significativo da replicação do HIV-1 de maneira dose-dependente, apresentando 
valores de EC
50
 de 8,4 ± 2,8 µM em PBMCs (Figura 9A), o que poderia ser 
esperado, já que o diterpeno demonstrou efeito sobre a atividade da TR, 
apresentando inibitórios em concentrações significativamente mais altas que 
outros compostos como os MCP401 (Kashiwada et al. 1996). 
Os macrófagos são um dos principais alvos da infecção pelo HIV-1. Estas 
células resistem aos efeitos citopáticos mediados pelo vírus e podem viver por um 
período relativamente longo (semanas a meses), mantendo a capacidade de 
liberar progênie viral, contribuindo para a composição dos reservatórios virais 
(Blankson et al., 2002). Conforme já demonstrado na literatura, pelas diferenças 
de características na replicação viral em macrófagos (De Meyer et al., 2005; 
Parang et al., 1998; Sriram et al., 2005), o efeito inibitório do Dolabelladienetriol na 
replicação viral demonstrou-se bem mais acentuado (Figura 9B), demonstrando 
um EC
50
 e 1,7 ± 0,6 e 1,85 ± 0,75, quando infectamos estas células com isolados 
virais R5 e R5X4, respectivamente. Este efeito deve ser mais explorado, pois 
estas são células fundamentais para o curso da infecção como reservatórios 
virais. 
Em paralelo aos estudos de inibição da replicação viral em células, 
realizamos testes de citotoxicidade, caracterizando o índice CC
50
, que permite 
avaliar a viabilidade celular em 50% das células em determinada concentração do 
composto. Diversas substâncias têm sido demonstradas por apresentar um forte 
efeito inibitório da replicação viral “in vitro”, porém estas substâncias apresentam 
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toxicidade em concentrações baixas tais como os Piridinioalkanoyl Thioesteres 
(Song et al., 2002), Alkenyldiarilmethane (ADAM) (Xu et al., 2002). 
Os inibidores NNRTIs como o Dolabelladienetriol por não requer 
fosforilação intracelular, nem afetar significantemente, sistemas enzimáticos, 
representam grande importância por sua relativa baixa toxicidade e alta 
especificidade para inibir a transcriptase reversa do HIV-1. Nossos estudos 
demonstram, que o Dolabelladienetriol apresentou uma baixa citotoxicidade com 
um CC
50 
 igual a 500µM (Figura 9A) (Cirne-Santos et al. 2005). Desta maneira é 
importante ressaltar que as concentrações usadas para a avaliação da inibição da 
replicação viral não foram tóxicas para as células, permanecendo com total 
viabilidade celular. Este dado nos permitiu observar que o efeito inibitório 
promovido pelo Dolabelladienetriol era diretamante relacionado à replicação viral e 
não por perda do número de células produtoras de vírus. 
O achado dos valores de CC
50 
e EC
50
 nos possibilitou determinar o índice 
terapêutico (IT), valor que representa a relativa segurança de um medicamento. O 
Dolabelladienetriol apresentou um IT de 59.5, que é uma dose cerca de sete 
vezes maior que a concentração de EC
50
. Diversos grupos têm buscado a 
descrição de substâncias que inibem a replicação viral, apresentando um índice 
terapêutico seguro para utilização da droga, estando os produtos naturais como as 
substâncias mais promissoras nesta busca (Back et al., 2003; Lee-Huang et al., 
2003; Ruffa et al., 2004). 
Nossas próximas observações foram no sentido de verificar o efeito 
inibitório do Dolabelladienetriol, em células infectadas com os diferentes fenótipos 
virais utilizando vírus trópicos para os receptores de quimiocinas CCR5, CCXR4, 
utilizando isolados virais R5-trópicos, X4-trópicos e R5X4-trópicos, em PBMCs e 
células U87 transfectadas. Em PBMCs utilizamos a concentração fixa do 
composto (25 µM), a qual acreditamos ser uma concentração de bom efeito 
inibitório e que poderia ser utilizada para futuros estudos. Podemos observar que 
o efeito do composto mantém resultados similares para todos os fenótipos virais 
em PBMCs infectados e tratados com 25 µM, inibindo acima de 80% a replicação 
do HIV-1 nos três fenótipos avaliados (Figura 10A). Da mesma forma, em células 
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U87 utilizamos concentrações crescentes do Dolabelladienetriol e o efeito inibitório 
de todos os fenótipos avaliados produziram uma inibição dose-dependente, 
chegando a inibir a replicação viral em percentuais superiores a 70% (Figura 10B). 
Estes dados nos permitem observar que o efeito inibitório do Dolabelladienetriol 
não possui relação com o fenótipo viral. 
Vários compostos possuem efeito inibitório direcionado a entrada do vírus 
nas células-alvo. Estes têm como alvo os receptores de quimiocinas ou as 
diferentes variantes virais (Baldwin et al., 2003; Neumann et al., 2005) Dados na 
literatura demonstraram que os múltiplos contatos de indivíduos infectados bem 
como a passagem de vírus pessoa a pessoa, permitem uma ampla variação viral 
(Wensing and Boucher, 2003). Entretanto, não podemos descartar a possibilidade 
da infecção de indivíduos com mais de um fenótipo viral e do surgimento de 
variantes resistentes ao Dolabelladienetriol, como ocorre em diferentes drogas, 
algumas já em uso clínico (Johnson et al., 2003; Mezei and Minarovits, 2006). 
Além do efeito inibitório do Dolabelladienetriol quando adicionado 
imediatamente após a infecção celular, observamos que quando tratamos as 
células-alvo previamente à infecção com os diferentes isolados de HIV-1, o 
Dolabelladienetriol mantém seu efeito inibitório. Este pré-tratamento foi realizado 
com 2 horas, 1dia ou 5 dias e posteriormente as células foram lavadas e 
infectadas sem nova adição do composto. Curiosamente ao avaliarmos a 
replicação viral nestas células, detectamos uma significante inibição da replicação 
do HIV-1, variando de 60% a 80% independente do fenótipo viral (Figura 16), 
como também já mostrado para o AZT (Lizzi et al., 2005). 
Vários efeitos podem ser atribuídos a observação deste fenômeno inibitório 
tais como; a concentração da substância no ambiente intracelular; o efeito sobre a 
célula modulando alguns eventos metabólicos; a modulação nos receptores para o 
HIV-1 incluindo CD4 e os receptores de quimiocinas (CCR5 e CXCR4) entre 
outros (Biancotto et al., 2004; Heredia et al., 2003; Liu et al., 2004). Tais eventos 
poderiam ser um dos efeitos inibitórios do Dolabelladienetriol, bloqueando a 
replicação a partir do pré-tratamento. Entretanto, não detectamos a modulação de 
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receptores para o HIV-1, quando as células foram pré-tratadas e avaliadas por 
citometria de fluxo (Figura 17). 
Vários produtos naturais foram descritos como capazes de inibir as fases 
iniciais da infecção como o composto enoxaparina, um glicosaminoglicano 
sulfatado, que interage diretamente com a gp120. Este composto apresentou 
baixa citotoxicidade em PBMCs e células MT-4, e um forte efeito “virucida”. 
Porém, estas substâncias são descritas com atividade anticoagulante, como os 
polissacarídeos sulfatados, apresentando, risco de sangramento para os pacientes 
(Hartman et al., 1990; Schols et al., 1990). Partindo dessas observações, nossos 
estudos demonstraram que não há interação vírus-droga (Figura 18). O tratamento 
prévio da suspensão viral com o Dolabelladienetriol, não alterou a sua capacidade 
replicativa, como ocorre com diversas drogas que apresentam efeito inibitório, por 
apresentarem interação diretamente com o vírus (Lederman et al., 1996). Outros 
inibidores como o RPR 103611, derivados do ácido betulínico, atuam bloqueando 
a infecção pelo HIV-1, pela interação do composto a glicoproteína viral gp41, 
embora a resistência desse composto já tenha sido caracterizada (Mayaux et al., 
1994). 
O envelope do HIV-1 possui uma glicoproteína de superfície a gp120 e uma 
proteína transmenbrana gp41, ambas interagem entre si de maneira não 
covalente, sendo a gp120 crítica para a interação com os receptores CD4 da 
célula alvo. Estudos apontam para um segmento hidrofóbico conservado de 25 
aminoácidos localizado na região N-terminal da gp41 a gp120/41, que tem sido 
demonstrado participar da reação de fusão entre o envelope viral e a membrana 
plasmática da célula alvo, e que pode também induzir a fusão célula-a-célula, 
sugerindo a participação desses fenômenos no processo citopático de células alvo 
na infecção pelo HIV-1 (Camplo et al., 1999; Hirschman and Chen, 1996). 
Alguns autores classificaram vírus T-trópicos, que muitas vezes pode fundir-
se a células não infectadas, se as últimas expressarem ambos CD4 e CXCR4 
sendo estes, descritos como indutores de sincício (IS) ou não indutores de sincício 
(NIS). Estudos prévios sugeriram que vírus IS estão associados a uma mais 
rápida progressão da doença do que as NSI, embora as variantes NSI, sejam 
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descritas por serem mais transmitidas do que as IS (Auewarakul et al., 2001; 
Weber, 2001). Células cronicamente infectadas expressam na superfície a gp120 
e produzem “downregulation” dos receptores CD4 (Figura 19A). Logo, estas 
células não se fundem entre si, mas, se expostas a células não infectadas 
observa-se a fusão entre elas, resultando na formação de sincício. Dessa maneira, 
nosso próximo intuito foi avaliar se o Dolabelladienetriol inibe a formação de 
sincícios, e ao expormos células não infectadas ao Dolabelladienetriol, após 
contacto com células cronicamente infectadas, não observamos a formação de 
sincício nestas células, similarmente ao observado em relação ao AZT (Figura 
19B). Já quando utilizamos o inibidor de protease Atazanavir, este, não foi capaz 
de inibir a formação de sincício. 
A busca do mecanismo de ação das substâncias que apresentam evidente 
efeito inibitório, nos motivou a determinar as interações dos compostos, que 
possam abranger os diversos eventos do ciclo replicativo e até mesmo a interação 
droga-vírus (Lederman et al., 1996), ou atuar diretamente na célula (Heredia et al., 
2003). Como em nossas análises, relativas ao pré-tratamento e ao tratamento do 
vírus, podemos determinar que o Dolabelladienetriol parece agir em eventos pós 
penetração. Em seguida, avaliamos se a adição do Dolabelladienetriol pode ser 
retardada, sem que haja a perda da sua atividade inibitória, como já determinado 
por vários autores (De Clercq, 2000). Desta forma, realizamos o “Time of Addition 
Experiment”, em que células Supt-1 foram infectadas e tratadas com o composto 
em diferentes momentos pós-infecção, observamos que a adição do 
Dolabelladienetriol mantém sua atividade inibitória, mesmo quando adicionado em 
até 12 horas após a infecção dessas células, mantendo a capacidade de inibir o 
efeito citopático viral em até 82%, na concentração de 25 µM (Figura 11). Para 
este estudo, utilizamos como controles o AZT, um clássico inibidor da transcrição 
reversa, já amplamente utilizado para tratamento de pacientes infectados, e o 
Atazanavir um clássico inibidor da protease, também já amplamente usado na 
terapia combinada. Ao compararmos o efeito inibitório do Dolabelladienetriol com 
os resultados obtidos de ambos os controles, observamos que o AZT diminui 
consideravelmente seu efeito inibitório se adicionado após a nona hora pós-
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infecção não sendo eficiente para suprimir efeito citopático da infecção viral. O 
mecanismo de transcrição reversa ocorre em momentos iniciais à entrada do vírus 
na célula, e desta forma substâncias que possuam uma inibição totalmente 
voltada para este evento, devem ser adicionados em momentos iniciais a infecção, 
eventos pré-integração, (Vandegraaff et al., 2001). Entretanto, esses dados 
apontam para uma forte necessidade de buscar o mecanismo de ação do 
Dolabelladienetriol, que parece possuir um mecanismo de inibição adicional ao 
seu efeito de inibição da atividade de transcriptase reversa, já que seu efeito 
inibitório demonstrou uma grande similaridade ao efeito do Atazanavir (Figura 11), 
que atua na pós-integração. 
O mecanismo de transcrição reversa e atividade da protease são descritas 
ainda hoje como os principais alvos dos inibidores atuais, utilizados no tratamento 
de indivíduos infectados. Desta forma, o estudo de novos inibidores da replicação 
viral busca determinar a atividade nestes alvos. Vários grupos têm demonstrado 
substâncias com diferentes origens, como os produtos naturais, na inibição da 
replicação do HIV-1. Os Inibidores NNRTI como Nevirapina, Efavirenz entre outros 
e os NRTI como o AZT, atuam inibindo de maneira precoce a síntese da dupla fita 
de DNA a partir o RNA viral. Similarmente ao efeito do AZT, análises de 
amplificação do DNA em células infectadas e tratadas com o diterpenos, 
demonstraram que não houve a síntese de DNA viral (Figura 12) o que nos leva a 
crer que sua maior atividade parece estar em eventos pré-integração, ou seja, 
especificamente na inibição da transcriptase reversa. 
   Como o Dolabelladienetriol é um não-análogo de nucleosídeo (NNRTI), 
realizamos estudos cinéticos para determinar o mecanismo de ação sobre a TR. 
Inicialmente, analisamos “plots” de Dixon que expressaram um K
i
 de 7,2 µM 
(Figura 13). Estes resultados estão de acordo com os valores de EC
50
 (8,4 ± 2.8 
µM) em PBMCs (Figura 9), reproduzindo o efeito inibitório em cultura de células. 
Este resultado demonstra que o Dolabelladienetriol parece ter como alvo principal, 
a TR, embora não descartemos a possibilidade do Dolabelladienetriol possuir um 
mecanismo de ação adicional. Os resultados obtidos revelaram que o 
Dolabelladienetriol, apresenta forte efeito inibitório da replicação do HIV-1, embora 
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seus valores de EC
50
 sejam superiores aos de algumas substâncias como a 
Nevirapina (Sriram et al., 2005). Entretanto, o Dolabelladienetriol, parece ser mais 
eficiente que outros diterpenos como Da-1 and AcDa-1, que apresentam valores 
de K
i
 iguais a 10 e 35 µM respectivamente (de Souza Pereira et al., 2005). 
Entretanto, estudos de modelagem molecular, permitem estabelecer os critérios 
de complementaridade estrutural e elucidar as relações estrutura-atividade 
preliminares, importantes para o planejamento de novos inibidores da enzima. 
Desta forma podemos obter a partir da comparação estrutural entre diferentes 
moléculas, a geração de um índice de similaridade que pode ser correlacionado 
com a atividade farmacológica. Sendo assim podemos propor modificações 
estruturais dos compostos (hidroxilação, acetilação), como para o 
Dolabelladienetriol, visando o aumento da sua eficiência inibitória na TR dos HIV-
1, diminuindo os valores de K
i
. É importante ressaltar que algumas alterações 
estruturais dos compostos podem também levar a perda parcial ou total da sua 
atividade inibitória, o que seria minimizado pela utilização da modelagem 
molecular. 
Para constatar a maneira pelo qual o Dolabelladienetriol pode atuar na 
inibição da enzima TR do HIV-1, realizamos experimentos cinéticos variando a 
concentração dos substratos, molde-iniciador ou “dTTP” e avaliamos por “plots” de 
Lineweaver-Burk (Figura 14). Podemos observar que esse composto possui ampla 
similaridade com o efeito da Nevirapina, comportando-se como um inibidor não 
competitivo na captação de ambos os substratos, demonstrando que o 
Dolabelladienetriol e a Nevirapina possuem modo de ação similares. Estes dados 
ressaltam também, que o Dolabelladienetriol demonstra atuar como um clássico 
NNRTI, inibindo a catálise enzimática independente da ligação de dTTP ou do 
molde-iniciador ao complexo enzima substrato (ES) ou a enzima livre (E). 
Os inibidores não análogos de nucleosídeos geralmente mostram uma 
inibição preferencial pela atividade da TR dependente de RNA. A inibição da TR 
dependente de DNA é frequentemente inferior ou inexistente. As diferenças de 
inibição observadas em função das atividades, podem variar de 3 a 50 vezes 
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dependendo da natureza do inibidor e das reações em particular (Balzarini et al., 
1992; White et al., 1991). 
 Embora estruturalmente compostos químicos de NNRTI sejam inibidores 
heterogêneos, muitos interagem na enzima TR em regiões alostéricas da 
subunidade p66 do heterodimero p66/p51 denominado “sítio de ligação para 
NNRTIs”. Este sítio está situado entre a dobra β6-β10-β19 e β12-β13-β14 no 
subdomínio “palm” da subunidade p66. As ligações a esses sítios podem induzir 
mudanças conformacionais bem como distorções, na estrutura da TR, e podem 
impedir o movimento ou produzir uma rotação de até 40
0
 no subdomínio p66 
quando comparado com a enzima livre (Sluis-Cremer et al., 2004). 
Consequentemente, as distorções na geometria do sítio catalítico de 
polimerização inibindo a atividade de síntese do DNA e a formação do complexo 
ternário (E-dTTP-poli(rA)o(dT)) (Hsiou et al., 1996). Esta distorção restringe a 
mobilidade do polegar, importante para facilitar a translocação do molde-iniciador 
durante a polimerização do DNA (Tachedjian and Goff, 2003). 
Levando-se em consideração que a estrutura do Dolabelladienetriol frente a 
outros inibidores clássicos da TR como Nevirapina e Efavirenz (Maga et al., 2000), 
e a semelhança entre os anéis, podemos crer que o Dolabelladienetriol possa 
interagir com resíduos de aminoácidos diferentes dos utilizados pela nevirapina e 
efavirenz, trazendo a possibilidade do surgimento de novos compostos capazes 
de inibir enzimas resistentes a nevirapina ou efavirenz (Clotet, 1999; Deeks, 
2001). 
  A eficiência da combinação de antiretrovirais tem sido demonstrada por 
suprimir as altas taxas de replicação viral por longos períodos, quando comparado 
ao regime de monoterapia (Balzarini, 1999; De Clercq, 1999). Este regime limita o 
efeito tóxico e potencializa a sua eficácia terapêutica, devido ao sinergismo entre 
os diferentes compostos administrados. 
Vários estudos abordam as atividades sinergisticas entre NRTIs com 
NNRTIs, NNRTIs com mecanismos de ação diferentes (Asboe et al., 2003; 
Brennan et al., 1995; Gu et al., 1999) ou NRTI, NNRTIs e PIs (Hurwitz and 
Schinazi, 2002; Snyder et al., 2000). Entretanto, nem sempre as combinações de 
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drogas apresentam resultados benéficos e vários exemplos são reportados de 
atividade antagonista, aumento da toxicidade, e interferência metabólica bem 
como aumento na taxa de mutações de resistência para certas associações a 
drogas (Balzarini, 1999; De Clercq, 1999). Partindo dessas premissas, realizamos 
estudos da combinação entre o Dolabelladienetriol e outros antiretrovirais, onde 
observamos um efeito aditivo com o NRTI clássico AZT. Porém, não observamos 
efeito potencializador da inibição, quando combinamos o Dolabelladienetriol com 
Nevirapina (Figura 15). Estes dados podem corroborar nossos achados em 
cinética enzimática, mostrando que o Dolabelladienetriol atua na enzima TR em 
diferentes pontos e de forma similar a inibição da replicação em células infectadas 
pelos NNRTIs clássicos. 
Interessantemente, quando realizamos a combinação com o inibidor de 
protease Atazanavir, observamos um forte efeito sinergístico, demonstrando que a 
associação do Dolabelladienetriol pode ser feita com compostos que interferem 
com diferentes pontos do ciclo replicativo. 
A alta taxa de erro causando mutações muito rapidamente e resultando em 
uma alta variabilidade do HIV-1, pode resultar na possibilidade da seleção de 
cópias resistentes a drogas antiretrovirais (Asboe et al., 2003). Desta forma torna-
se oportuno a combinação de diferentes drogas, que atuem contra diferentes 
variantes virais, aumentando a possibilidade de supressão da replicação viral. 
Sendo assim, a partir de estudos mais profundos e futuramente o 
Dolabelladienetriol pode ser considerado como um potencial componente da 
terapia combinada. 
  Finalmente o presente estudo demonstra que novos antiretrovirais 
originados de produtos naturais de origem marinha, exibem excepcional atividade 
biológica algumas vezes apresentando um único modo de ação. Adicionalmente, 
com o aumento da multi-resistência a drogas faz-se necessário o estudo de 
inibidores com novos modos de ação. É importante salientar que atualmente 
alguns produtos naturais marinhos biologicamente ativos, já fazem parte de um 
grande acervo terapêutico, beneficiando um grande número de pessoas, como o 
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AZT que foi obtido de esponjas marinhas (Ruffault et al., 1995; Sobanski et al., 
1996). 
O Dolabelladienetriol demonstrou-se fortemente eficaz no controle da 
replicação viral, apresentando um mecanismo de ação clássico, como inibidor não 
competitivo da transcriptase reversa do HIV-1. Como nossos sistemas são 
realizados com diferentes células, é importante ressaltar que o composto não 
demonstrou efeito tóxico, demonstrando que o efeito inibitório é completo sobre a 
replicação viral e abre a possibilidade para outros estudos voltados para a 
avaliação do seu efeito inibitório, bem como para o surgimento de outros novos 
compostos capazes de inibir a replicação do HIV-1.
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8. Anexo 
 
 
8.1 Artigos publucados ou submetidos à publicação contendo resultados do 
projeto original da tese. 
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Abstract 
We recently described that a dollabelane diterpene isolated from the marine algae 
Dictyota pfaffii (Dolabelladienetriol) inhibits the human immunodeficiency virus type 
1 (HIV-1) enzyme reverse transcriptase (RT), and HIV-1 replication in primary 
cells. Based on these findings, we performed kinetic studies and investigated 
whether Dolabelladienetriol could synergize with other antiretroviral agents. 
Initially, we found that Dolabelladienetriol blocked the synthesis and integration of 
HIV-1 provirus and completely ablated viral replication in primary cells. Studies of 
kinetic mode of action detected that the Dolabelladienetriol is a nonnucleoside RT 
inhibitor (NNRTI), acting as a noncompetitive inhibitor, with a K
i
 value equal to 7,2 
uM. Following, to address whether Dolabelladienetriol could present additive or 
synergistic effects with other HIV-1 inhibitors, HIV-1-infected cells were treated with 
Dolabelladienetriol at EC
50 
dose plus sub-optimal concentrations of classical 
antiretrovirals. Dolabelladienetriol presented an additive effect with the nucleoside 
RT inhibitor AZT, and a synergistic effect with the protease inhibitor Atazanavir 
sulphate. Dolabelladienetriol plus the NNRTI Nevirapine resulted in no additional 
effects. Our results warrant further preclinical studies, and we propose that the 
NNRTI Dolabelladienetriol could be considered as a potential new agent for anti-
HIV-1 therapy. 
 
Key words: 
 
AIDS; HIV-1; Reverse transcriptase; Diterpene; Dolabelladienetriol. 
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1. Introduction 
 
 
  Since the discovery that human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) is the 
aetiological agent of the acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), a large 
panel of efficient antiretrovirals has been developed and is available for clinical 
use. The introduction of the Highly Active Anti-retroviral Therapy (HAART) 
effectively reduced the mortality rate and prolonged the life expectancy of HIV-1-
infected individuals in developing and developed countries (Snyder et al., 2000; 
Stebbing et al., 2006). However, the current antiretroviral treatment does not 
eradicate HIV-1 from the infected tissues, which remains active in cellular 
reservoirs (Rodriguez-Arenas et al., 2006; Sabin et al., 2006). Moreover, the long-
term use of the combined therapy is restricted by the increased prevalence of HIV-
1 resistant strains, by metabolic disorders and complex administration (Zhang et 
al., 2006). Thus, current search for new antiretroviral agents is crucial, and 
compounds that inhibit different steps of HIV-1 replication cycle are under 
development or in clinical investigation. 
The HIV-1 genome encodes three essential enzymes for its replicative 
cycle, Reverse Transcriptase (RT), Integrase and Protease. RT is heterodimer 
comprised by a p66 (66 KDa) and a p51 (51 KDa) subunits (Arts et al., 1994; 
Hottiger and Hubscher, 1996), and is a multifunctional enzyme showing a RNA-
dependent DNA polymerase, DNA-dependent DNA polymerase, and an RNase H 
activities, all of which required to convert the viral RNA genome into a double-
stranded cDNA. Antiretroviral agents that inhibit the HIV-1 RT enzyme can be 
classified into two main groups, the nucleoside/nucleotide RT inhibitors (NRTIs), 
which, after following two or three phosphorylation steps, act as chain terminators, 
and the nonnucleoside RT inhibitors (NNRTIs), that inhibit the enzyme in a 
noncompetitive manner by interacting with the allosteric binding site at palm region 
of the RT. 
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A number of marine natural products have been demonstrated to present 
pharmacological activities against a wide range of pathogens, including HIV-1 
(Alakurtti et al., 2006; Balunas and Kinghorn, 2005). Terpenes are natural 
compounds widely distributed in the plant kingdom and also found in marine algae, 
and diterpenes present significant antiviral effects, particularly on HIV-1 replication 
(de Souza Pereira et al., 2005). Recently we described that the dollabelane 
diterpene (1R*,2E,4R*,6E,8S*,10S*,11S*,12R*)-8,10,18-trihydroxy-2,6-
dolabelladiene (henceforth denominated Dolabelladienetriol), extracted from the 
marine algae Dictyota pfaffii, is a potent inhibitor of the HIV-1 replication in primary 
cells in vitro through the inhibition of the enzyme RT. However, the mechanism of 
action by which Dolabelladienetriol inhibits the RT enzyme remains unclear. Thus, 
we measured the RT enzyme kinetics in the presence of Dolabelladienetriol, and 
we found that this compound inhibits RT through a typical non-competitive mode. 
Corroborating these findings, we were unable to observe proviral integration in the 
HIV-1 infected cells treated with Dolabelladienetriol, as well as no additive or 
synergistic effects with the NNRTI nevirapine. 
 
 
2. Material and Methods 
 
2.1 Reagents 
The compound (1R*,2E,4R*,6E,8S*,10S*,11S*,12R*)-8,10,18-trihydroxy-2,6-
dolabelladiene (Dolabelladienetriol; Fig 1) resulted from the reduction of the rare 
dolabellane diterpene 10,18-Diacetoxy-8-hydroxy-2, 6-dolabelladiene, as already 
described (Barbosa et al., 2004). The nucleoside reverse transcriptase inhibitors 
3’-azido-3’-deoxythymidine (AZT) and 3’-azido-3’-deoxythymidine 5’-triphosphate 
(AZT-TP) were from Sigma chemical Co. St Louis, MD, and Sierra Bioresearch 
(Tuscon, AZ) respectively, and nevirapine was kindly donated by Dr. Nubia 
Boechat (Department of Organic Synthesis, Farmanguinhos, Fiocruz, Rio de 
Janeiro, RJ, Brazil). The protease inhibitor (PI) Atazanavir sulfate and the 
recombinant HIV-1 enzyme reverse transcriptase were obtained from NIH AIDS 
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Research and Reference Reagent Program (Division of AIDS, NIH). The 
template/prime poly(rA)o(dT)
12-18
, was purchased from Amershan Pharmacia, 
Biotech, Inc., Piscataway, NJ). 
 
 
2.2 Cells and Virus 
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy human donors were 
obtained by density gradient centrifugation (Hystopaque, Sigma) from buffy coat 
preparations. PBMCs were resuspended in RPMI 1640 (LGC Bio, São Paulo, SP, 
Brazil) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, Hyclone, 
Logan, UT), penicillin (100 U/mL), streptomycin (100 μg/mL), 2 mM glutamine and 
10 mM HEPES stimulated with 5 μg/mL of phytohemagglutinin (PHA, Sigma) 
during two to three days, and further maintained in culture medium containing 5 
U/mL of recombinant human interleukin-2 (Sigma). The virus isolate Ba-L (R5-
tropic, subtype B (Lima et al., 2002), was used for cell infections, and virus stocks 
were prepared in PHA-activated PBMCs from normal donors. 
 
 
2.3 Evaluation of HIV-1 proviral DNA integration 
 
We analyzed the effect of Dolabelladienetriol on HIV-1 proviral integration in the 
host cell genome by polymerase chain reaction (PCR). PBMCs were initially 
exposed to viral suspensions containing 5 to 10 ng/mL of HIV-1 p24 Ag, during 2 to 
3 hr. Cells were washed, resuspended in complete medium, plated in 24-well 
culture plates (1.5x10
6
 cells/well), treated with indicated concentrations of 
Dolabelladienetriol and, after 7 days at 37 
o
C in 5% CO
2
, infected PBMCs were 
collected for nested PCR analyses. DNA was extracted using the UltraClean 
GelSpin DNA purification kit  (MO Bio Laboratories, INC, Carlsbad, CA), and the 
integrated viral DNA sequences were amplifiedby using specific primers for the 
protease region of HIV-1 genome. The reaction mixtures and PCR conditions were 
adapted from (Stuyver et al., 1997). The final 290 bp product was visualized 
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following electrophoresis through a 1% agarose gel stained with ethidium bromide. 
The NRTI AZT (1 µM) and the protease inhibitor Atazanavir sulphate (10 µM) were 
used as controls. HIV-1 replication was assessed by measuring the HIV-1 p24 Ag 
in culture supernatants by an ELISA capture assay (ZeptoMetrix Co, Buffalo, NY). 
 
 
2.4 Effect of Dolabelladienetriol on RNA-dependent DNA 
polymerase (RDDP) activity of HIV-1 RT. 
The inhibition effect of Dolabelladienetriol on RDDP 
activity of RT was evaluated using a solution containing Tris-
HCl 25 mM pH 7.8, KCl 75 mM, MgCl
2
 8 mM and DTT 2 mM 
at final volume of 25 µL (buffer A). To analyze the nucleotide 
uptake, saturating concentrations of poly(rA)o(dT)
12-18
 (80 
μg/mL) and various concentrations of dTTP (ranging from 0 – 
30 μM) were added to buffer A. Inversely, to analyze the 
template-primer uptake, saturating, concentrations of dTTP 
(60  μM) and various concentrations of poly(rA)o(dT)
12-18
 
(ranging from 0 – 10 μg/mL) were added to bufer A. The 
isotopic dilutions were performed with the ratio of 2 μCi 
[³H]dTTP (49Ci/mmol) / 2.7µM dTTP, and all reactions were 
performed according steady-state kinetics by using 3U of 
recombinant HIV-1 RT (1U defined as the amount of enzyme 
necessary to catalyze 1pmol of radiolabeled dTTP per min per 
mg of enzyme) at 37
o
C for 30 min. Reactions were stopped by 
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the addition of 10 µL of EDTA at 0.5 M and the entire volume 
was filtered through Whatman DE81 filters to collect the new 
synthesized strand of DNA. Then, filters were washed three 
times with sodium phosphate (100 mM), and incorporated 
nucleotides were measured by liquid scintillation counting 
(Packard, model Tri-carb 2100). The K
i
 values were 
determined by Dixon’s plot with 5 μM dTTP, the K
m
 and V
max
 
values by Linewaver-Burk plot, and the K
cat
 by dividing the 
V
max
 by the amount of total RT used. 
 
 2.5 Combination of Dolabelladienetriol with other antiretrovirals. 
 
To evaluate whether the combination of Dolabelladienetriol with other antiretroviral 
agents could result in either additive or synergistic effects on HIV-1 replication, 
PBMCs infected with HIV-1 Ba-L were treated with Dolabelladienetriol EC
50
 
concentration (8.4µM, Cirne-Santos et al., 2006) in association with sub-optimal 
concentrations of a NRTI (AZT), a NNRTI (Nevirapine), or with a protease inhibitor 
(Atazanavir sulfate), as described elsewhere (Marquez et al., 2005). After seven 
days, viral replication was evaluated by measuring HIV-1 p24 Ag in culture 
supernatant, as described above. 
 
3. Results 
 
3.1 Dolabelladienetriol inhibits DNA proviral synthesis and integration 
 
Reverse transcription is an essential early step of the HIV-1 replicative cycle, and 
this event is responsible for producing virus specific double-stranded proviral DNA, 
which integrates into the genome of the host cell. We previously described that 
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Dolabelladienetriol inhibits HIV-1 replication targeting the enzyme RT (Cirne-
Santos et al., 2006). Now, we show that Dolabelladienetriol inhibits the 
synthesis/integration of HIV-1 proviral DNA in infected cells (Figure 2). HIV-1-
infected PBMCs were treated or not with Dolabelladienetriol or with other 
antiretrovirals, and integration of proviral DNA was evaluated by PCR methods. 
Addition of Dolabelladienetriol at 25 or 50 µM prevented HIV-1 integration (lanes 3 
and 4) when compared to non-treated infected cells, which display the fragment of 
290 bp (lane 2). Our results show that Dolabelladienetriol inhibited the transcription 
step of HIV-1 life cycle, and the proviral DNA formation. As expected, AZT 
completely blocked HIV-1 integration (lane X), and atazanavir did not (lane Y). 
Very low amounts of HIV-1 p24 Ag were found in the supernatants of the same cell 
cultures, showing that Dolabelladienetriol as well as AZT and Atazanavir, markedly 
inhibited viral replication. 
 
3.2 Kinetic analysis of the nature of inhibition of HIV-1 RT by 
Dolabelladienetriol. 
We used a cell-free based assay to understand the mechanism of action of 
Dolabelladienetriol on HIV-1 RT activity. Initially, we determined that the K
i
 values 
of Dolabelladienetriol and AZT were 7.2 µM and 0.01 µM, respectively (Figure 3). 
These results are in agreement with the EC
50
 values previously found (Cirne-
Santos et al., 2006), and confirms that RT is the main target of Dolabelladienetriol 
on HIV-1 replication cycle. 
Next, we investigated the kinetic mode of action with respect to dTTP as a 
variable substrate, or poly(rA)o(dT)
12-18
 as a variable template-primer. A 
noncompetitive mode of inhibition was observed in both cases (Figure 4; Table 1), 
indicating that interaction of Dolabelladienetriol with the HIV-1 RT enzyme is 
independent of the prior binding of the substrate or of the template-primer to the 
HIV-1 RT. Thus, Dolabelladienetriol might interact with the NNRTIs binding site at 
the palm region of HIV-1 RT (Maga et al., 2000; Sluis-Cremer et al., 2004). Since 
this mechanism of action is typical of NNRTIs, but not of NRTIs, these results 
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predict that Dolabelladienetriol could have an additive effect with NRTIs, but not 
with NNRTIs, in its inhibition activity on HIV-1 replication in infected cells. 
 
 
3.3 Effects of association of Dolabelladienetriol with other antiretroviral 
agents 
 
Our kinetic experiments demonstrated that Dolabelladienetriol inhibits the HIV-1 
RT in a noncompetitive fashion, with respect to dTTP template-primer uptake, 
similar to Nevirapine (Fig. 4). Since these findings show that Dolabelladienetriol 
acts as a classical NNRTI, we addressed whether this compound could present an 
either additive or synergistic effect with other HIV-1 inhibitors. Thus, we treated 
HIV-1-infected PBMCs with Dolabelladienetriol EC
50
 concentrations (8.4 µM) 
combined with sub-optimal concentrations of AZT, Nevirapine or Atazanavir 
sulphate, as described elsewhere (Marquez et al., 2005). The combination of 
Dolabelladienetriol and AZT resulted in a potent additive inhibitory effect, from 30% 
to 60% inhibition with AZT only to ~90% inhibition with both together (Figure 5). 
The association between Dolabelladienetriol and Atazanavir produced an evident 
synergistic effect, from 25% to 50% inhibition with Atazanavir alone to almost 
complete blockage of HIV-1 replication after association of both compounds 
(Figure 5). As expected, based on a similar mode of action, there was no 
increment of anti-HIV-1 effect resulting from the combination between 
Dolabelladienetriol and Nevirapine (Figure 5). 
 
 
4. Discussion 
We previously described that the dolabellane diterpene 8,10,18-Triydroxy-2, 
6-dolabelladien (Dolabelladienetriol, Fig. 1A) inhibits the replication of HIV-1 in 
human primary cells and in tumor cell lines (Cirne-Santos et al., 2006). The 
suppression of HIV-1 infection was dependent of an expressive ability of 
Dolabelladienetriol to inhibit the HIV-1 enzyme RT, in a dose-dependent fashion. 
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Here, we further report that Dolabelladienetriol prevents the formation/integration of 
HIV-1 proviral DNA by inhibiting the HIV-1 RT activity in a non-competitive manner, 
and potentiates the antiretroviral activity of AZT and Atazanavir when combined 
with these drugs.  
Initially, we detected that there was no HIV-1 proviral DNA synthesis and 
integration in HIV-1-infected PBMCs treated with Dolabelladienetriol, likewise to 
what happened when infected cells were exposed to AZT (Fig. 2), a classical 
inhibitor of the HIV-1 proviral DNA synthesis (Sobanski et al., 1996). Reverse 
transcription is an essential early step of the HIV-1 replicative cycle, and this event 
is responsible for producing virus-specific double-stranded proviral DNA, which is 
integrated into the host cell genome. Thus, the inhibition of this step abolishes the 
production of virus particles by infected cells (Arts and Wainberg, 1996; Dukes et 
al., 1996). Accordingly, assayed to viral integration experiments no production of 
HIV-1 p24 Ag was detected in the culture supernatants of Dolabelladienetriol-
treated HIV-1-infected cells. These results are in agreement with our previous 
findings regarding the potent antiretroviral activity of Dolabelladienetriol. 
Because Dolabelladienetriol is a nonucleoside RT inhibitor (NNRTI; Barbosa 
et al. 2004) we performed kinetic assays in order to determine its mechanism of 
action concerning substrate uptake. For this purpose, we started by Dixon’s plot 
analysis to calculate K
I
 values, and we found that Dolabelladienetriol K
I 
(7.2 µM) 
showed a good correlation with its previously described EC
50
 (8.4 µM, (Cirne-
Santos et al., 2006). Although we cannot rule out that Dolabelladienetriol presents 
an additional mechanism of action, the similarity between its K
I
 and EC
50
 values 
suggests that RT is the main target of Dolabelladienetriol. While the 
Dolabelladienetriol K
I
 was 14.4 times higher than that of the reference compound 
Nevirapine (0.5 µM in our assays), Dolabelladienetriol was much more efficient 
than other diterpenes, such as Da-1 and AcDa-1, that showed Ki values equal to 
10 µM and 35 µM, respectively (Pereira et al., 2004). As already described for 
other natural products, minor chemical modifications at the dollabelane ring, such 
as hydroxilation, acetylation, or addition of hallogenic moieties (De Lucca et al., 
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1997; Maga et al., 2000), could reduce Dolabelladienetriol K
I
 value, thus improving 
its anti-RT activity and antiretroviral efficiency. 
To understand at which catalytic form of HIV-1 RT Dolabelladienetriol might 
act, we analysed the Lineweaver-Burk plots of the tested compound towards this 
enzyme with respect to dTTP or template/primer as variable substrates. We 
observed that this compound is a noncompetitive inhibitor of RT regarding the 
uptake of both substrates, indicating that Dolabelladienetriol and nevirapine share 
the same mechanism of action (Fig. 4A). Therefore, Dolabelladienetriol acts as a 
classical NNRTI, since it inhibits RT catalysis independently of the prior binding of 
the dTTP or template/primer to the enzyme. In general, NNRTIs bind to the 
allosteric site at the palm region of RT, and keep the “thumb” of the enzyme at 
open conformation, thus preventing the DNA polymerization (Matthee et al., 1999; 
Sluis-Cremer et al., 2004). The comparison of the structure of Dolabelladienetriol 
with other classical NNRTIs, such as nevirapine and efavirenz (Maga et al., 2000), 
reveal that the Dolabelladienetriol dolabellane ring shares considerable homology 
with the rings of these reference molecules. However, because Dolabelladienetriol 
possesses different substituting radicals, it might interact with amino acid residues 
not sorted out in nevirapine or efavirenz-resistant RT molecules. Thus, the study of 
Dolabelladienetriol, and possibly chemically modified Dolabelladienetriol molecules 
(as above suggested), would open up exciting opportunities to the development of 
new compounds that may target NNRTIs-resistant RT molecules (Clotet, 1999; 
Deeks, 2001). Molecular modeling and docking studies are currently in progress to 
confirm these hypothesis. Moreover, the effects of Dolabelladienetriol on other 
activities of HIV-1 RT, such as DNA-dependent DNA-polymerase activity, 
ribonuclease- and ATP-dependent pyrophsophosphorolysis of the RT should be 
pursued. The latter activity is considerably important, since some NNRTIs only 
synergize in the presence of ATP (Meyer et al., 2004; Odriozola et al., 2003). 
Our studies on combination of Dolabelladienetriol with other antiretrovirals 
revealed that this compound presents an additive effect with a classical NRTI 
(AZT), but not with a NNRTI (Nevirapine) (Fig. 5). Importantly, these results 
harmonize with our kinetic data, since Dolabelladienetriol interacts with a distinct 
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region of the RT molecular structure in comparison to AZT, but apparently interacts 
with the same point of RT targeted by Nevirapine. Thus, results of inhibition of HIV-
1 replication in infected cells treated with Dolabelladienetriol plus AZT or 
Nevirapine consolidate that Dolabelladienetriol employs a NNRTI mechanism of 
action. Furthermore, Dolabelladienetriol synergizes with a protease inhibitor 
(Atazanavir sulphate; Fig. 5), meaning that this compound could be associated with 
drugs that interfere with different steps of the HIV-1 replicative cycle, or with 
distinct region of the same enzyme. 
In this paper we strengthen our previous findings concerning the strong anti-
HIV-1 activity of Dolabelladienetriol (Cirne-Santos et al., 2006). In addition, we 
confirm that RT enzyme is the main target of this natural product, and demonstrate 
its kinetic nature of RT inhibition. Studies regarding new antiretroviral agents are 
expected to reveal either new mechanisms of action, or the ability of the new 
compounds to synergize with the current antiretroviral agents (Hazen et al., 2005; 
Robinson et al., 2000). Since drug combinations for AIDS treatment are designed 
to prevent the emergence or replication of multi-drug resistant HIV-1 strains, we 
propose that Dolabelladienetriol could be considered as a potential component of 
drug associations for antiretroviral therapy. 
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Figure 4A: 
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Table 1: 
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dTTP uptake 
Conditions 
Km (μM) 
Vmax 
(pmol/min/mg) 
Kcat (1/s) 
RT 5,8 ± 0,3  260 ± 1,1  86,83 ± 0,4 
RT + Dolabelladienetriol  4,5 ± 0,18  45,74 ± 4,09  15,24 ± 1,36 
templete/primer uptake 
Conditions 
Km (μM) 
Vmax 
(pmol/min/mg) 
Kcat (1/s) 
RT 1,3 ± 0,27  567,8 ± 1,0  189,09 ± 0,31 
RT + Dolabelladienetriol 
2 ± 0,22  442,2 ± 3,7  147,4 ± 1,22 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5: 
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Legends to figures 
 
 
Figure 1. Chemical structure of Dolabelladienetriol 
 
 
 
Figure 2. Effect of Dolabelladienetriol on HIV-1 proviral DNA integration. PBMCs 
were infected with HIV-1 and exposed or not to Dolabelladienetriol and other 
antiretrovirals. Viral integration was detected by nested-PCR of the protease gene, 
and the gel shown is representative of three assays with similar results. 100 pb (1), 
infected cells only with medium (2), uninfected cells (3), infected cells in the 
presence of Dolabelladienetriol (50 uM or 25 uM; 4 and 5, respectively), 
Atazanavir sulphate (10 μM; 6), or AZT (1 μM; 7). HIV-1 replication was measured 
in the supernatants of the same cell cultures 7 days after infection. Data represent 
means ± SEM of three experiments. 
 
Figure 3 – Effect of Dolabelladienetriol on HIV-1 RT activity. Recombinant RT was 
incubated with various concentration of either Dolabelladienetriol (A) or Nevirapine 
or AZT-TP (B) for 30 min, and RNA-dependent DNA-polymerase activity was 
assayed according to materials and methods. Data represent means of five 
independent experiments, and the inhibition of RT activity (Ki values) was 
calculated by Dixon´s plot, using SigmaPlot 8.0. 
 
 
Figure 4. Effect of Dolabelladienetriol on kinetic parameters of HIV-1 enzyme RT.  
The enzyme RT was incubated with one- or three-fold the Ki for Dolabelladienetriol 
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with respect to dTTP (A) or template-primer uptake (B), according to materials and 
methods. Data represent means of five independent experiments, and the 
Linewaver-Burk plots were generated by SigmaPlot 8.0. The insets show the 
effect of Nevirapine on the same kinetic parameters 
 
 
Figure 5 – Combination of dolabelladienetriol with other antiretrovirals. PBMCs 
were infected with HIV-1 (Ba-L strain), exposed or not to Dolabelladienetriol at 
EC
50
 dose (8 µM) combined or not with sub-optimal concentrations of AZT, 
Nevirapine, or Atazanavir. Viral replication was measured in culture supernatant 
after 7 days, and data represent means ± SEM of three independent experiments. 
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