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Oseltamivir, from idea to Tamiflu — Oseltamivir is a pro-drug marketed under the name of Tamiflu and used
on the treatment of Influenza A and B. Influenza virus has been responsible for various pandemics through history and
it is still a serious concern during winter season. This review describes the development of oseltamivir, from its target
identification to commercialization. The results of pharmacokinetics and pharmacodynamics are presented as well the
scale-up synthesis. Thus, it is intended to show the role of medicinal chemistry on the drug discovery process using as
an example one of the most used drugs on the treatment of Influenza.

Oseltamivir é um pro-farmaco comercializado sobre o nome Tamiflu e usado no tratamento da Influenza A e B. O
virus tem sido responsavel por varias pandemias ao longo da histdria, constituindo ainda uma preocupagdo durante
o inverno. Este trabalho descreve o percurso da descoberta do oseltamivir, comecando na analise do seu alvo até a
sua comercializacdo, apresentando alguns resultados dos testes farmacodindmicos e farmacocinéticos assim como o
trabalho desenvolvido para a preparacdo do farmaco em grande escala. Assim, pretende-se dar a conhecer o desenvol-
vimento de um farmaco, sob o ponto de vista da quimica medicinal, utilizando como exemplo um dos medicamentos

mais utilizados no mercado para o tratamento da infecdo causada pelo virus Influenza.

1. Influenza

Influenza é um virus RNA que provoca uma infecdo
no trato respiratério [1]. Este virus é responsavel por de-
zenas de epidemias, trés das quais ocorridas no século
passado [2]. Uma vez que se trata de uma doenga que ndo
escolhe idades, nem classes sociais, muita investigacao
foi feita de modo a descobrir farmacos que combatam o
virus [3]. A maior dificuldade reside em conseguir acom-
panhar o grau de adaptacao do virus, que sofre mutacoes
rapidamente, dando origem a estirpes com resisténcia aos
farmacos existentes no mercado [1]. A gripe espanhola,
uma pandemia de 1918, causada pela estirpe HIN1 do
virus é considerada a doencga mais devastadora da histé-
ria da humanidade, matou 50 milhdes de pessoas e afe-
tou cerca 30% da populagdo mundial [4]. Em Portugal,
nos dados documentados em Estatistica do Movimento
Fisiolégico da Populagdo foram registadas 55.780 mor-
tes em 1918 [5]. No inverno de 2015/2016, em Portugal,
foi registado um pico maximo de 59,4 casos por 100.000
habitantes sendo que 91% dos casos eram referentes ao
subtipo H1 [6].

2. Identificacdo do alvo

O virus Influenza pertence a familia Orthomyxoviri-
dae e divide-se nos subtipos A, B e C, o ultimo dos quais
¢é inofensivo ao ser humano [7]. O virus da Influenza A é
um virus com um genoma segmentado, de sentido nega-
tivo e cadeia simples. Apresenta oito segmentos de RNA
que codificam para 11 genes virais [8]. Este virus contém
trés tipos de proteinas na sua superficie, estando duas di-
retamente envolvidas no ciclo de vida [9]. A glicoproteina
hemaglutinina é responsavel pela adesdo e internalizacdao
do virus na célula hospedeira, ligando-se aos hidratos de
carbono das paredes celulares do trato respiratério [10].
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Outra proteina a superficie do virus é a sialidase ou neu-
raminidase (EC. 3.2.1.18), que cliva grupos de acido sia-
lico existente em muitos terminais de glicoconjugados
[11]. O acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) é um acido
sidlico reconhecido pela sialidase e encontra-se no termi-
nal dos glicoconjugados do trato respiratério ligado como
uma unidade o de hidrato de carbono (Figura 1A) [9].
Ele atua como um regulador no reconhecimento molecu-
lar e celular, como por exemplo, no reconhecimento do
virus Influenza [12]. A sialidase auxilia a movimentacdo
do virus no trato respiratério e permite a libertacao das
particulas virais produzidas na célula hospedeira infeta-
da, promovendo assim a sua proliferacdo [13].

Estudos cristalograficos levaram a elucidagao da com-
posicdo do centro ativo, tendo sido identificados 18 ami-
noacidos inalterados em diferentes estirpes, oito deles al-
tamente conservados e que interagem diretamente com o
Neu5Ac (Figura 1A). Os outros 10 aminoacidos parecem
ter uma importancia estrutural da cavidade [14]. O estu-
do mecanistico revelou a existéncia de um intermediario
cationico do acido siélico putativo, que sofre um ataque
nucleofilico, ficando ligado covalentemente a sialidase
(Figura 1B) [15].

3. Otimizacao do inibidor

Devido a falta de conhecimento inicial sobre a es-
trutura do centro ativo, as primeiras propostas de inibi-
dores basearam-se no Neu5Ac (Figura 2, A e B) e no
seu derivado 2-desoxi-a-Neu5Ac (Figura 2, C) [16]. O
Neu5Ac pode apresentar-se sob a forma dos seus ané-
meros (o e [3), apesar de menos comum, existem estirpes
mutadas do virus Influenza que ddo origem ao anémero
. O an6émero {3, devido ao facto de ser termodinamica-
mente mais estavel, pode ainda formar-se por conversao
do anémero o [15].
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Figura 1 — Centro ativo da sialidase. A) Interacoes do Neu5Ac no centro
ativo da sialidase. A orientacdo do substrato no centro ativo é promovida
pela interacdo i6nica do grupo carboxilato do Neu5Ac com trés residuos
de arginina (Argl18, Arg292, Arg371) e pela orientagdo do grupo ace-
tamida do Neu5Ac para uma bolsa contendo a Argl52, que estabelece
uma ponte de hidrogénio entre um N-H terminal da Arg152 e o oxigénio
da acetamida e outra ponte de hidrogénio entre uma molécula de agua e
o N-H do substrato. Foram identificadas ainda interagdes hidrofébicas
do Trp178 e da Ile222 com o grupo metilo da acetamida do substrato e
pontes de hidrogénio entre os grupos hidroxilo C8 e C9 do NeuSAc com o
residuo Glu276 e uma outra entre o grupo hidroxilo em C4 com o Glu119
[9]. B) Mecanismo enzimatico da sialidase com o seu substrato natural, a
3’-sialil lactose [10]. Este mecanismo passa pela formagdo de intermedia-
rios zwiteriénicos (oxo6nio - catido sialosilo), espécies transientes que sdo
estabilizadas pelo ambiente negativo dentro da regido catalitica. Por fim,
uma hidratagdo estereosseletiva da origem ao o-Neu5Ac [14].
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Figura 2 — Estruturas dos compostos descritos [17-22]. Valor da constante
de inibigdo (K, concentragdo necessaria para produzir 50% da inibigdo
méxima) para alguns dos inibidores da sialidase do virus Influenza. *K;
representa o K, para a mistura anomérica de Neu5Ac; é de esperar um
maior efeito de inibicdo com o aumento da quantidade do anémero a [22].
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A substituicdo do grupo hidroxilo em C2 por um
atomo de hidrogénio originou o acido 2-desoxi-a-D-N-
acetilneuraminico (2-desoxi-a-Neu5Ac) (Figura 2, C)
[16]. Este composto apresentava uma estrutura semelhante
ao substrato, impedia a formacao do carbocatido interme-
diario e ndo demonstrava indicios de ser rapidamente me-
tabolizado [16]. Esta inibicdo competitiva apresentou efei-
tos inibidores, apesar de fracos, da Influenza em animais
infetados [16]. A substituicdo do mesmo grupo hidroxilo,
mas desta vez por uma insaturacao entre C2 e C3, origi-
nou o acido 2-desoxi-2,3-desidro-D-N-acetilneuraminico
(Neu5Ac2en) (Figura 2, D). Este composto apresenta uma
inibicdo micromolar da sialidase e foi usado como modelo
para estudos posteriores. Uma das propostas foi a substi-
tui¢do do grupo metilo do Neu5Ac2en por um grupo CF,
(Figura 2, E) [23]. Esta substitui¢do tinha como objetivo
aumentar a afinidade sem aumentar o volume ocupado
pelo substrato, contudo ndo obteve resultados positivos
nos testes in vivo [23]. Foi referido que a metabolizacdo
e excrecao deste substrato pode ocorrer antes de o0 mesmo
atingir o alvo [23]. Os resultados da cristalografia de raios
X do complexo sialidase/Neu5Ac e do complexo sialidase/
Neu5Ac2en permitiram compreender a estrutura do centro
ativo, o que consistiu num grande avan¢o na descoberta
do inibidor [24]. Foram realizados estudos computacionais
para determinar que substituintes poderiam ser alterados
no Neu5Ac2en de modo a aumentar a sua eficicia como
inibidor competitivo [25,26]. Foi previsto que a substitui-
¢do do grupo hidroxilo em C4 por um grupo amino (Figu-
ra 2, F) aumentaria a afinidade para com a enzima, devido a
substituicdo de uma ponte de hidrogénio por uma interacdo
ionica entre a amina protonada e o terminal carboxilato da
Glu119 [25]. Posteriormente verificou-se que a estrutura
do centro ativo permitia o uso de moléculas mais volumo-
sas, 0 que permitiu testar substituintes mais basicos e volu-
mosos que o grupo amino, aumentando a interacao ionica
e, em consequéncia, a capacidade de inibir a sialidase [25].

O &cido 2,4-desoxi-2,3-desidro-4-guanidinio-N-acetil-
neuraminico (Figura 2, G) consiste na substituicdo do gru-
po hidroxilo em C4 por um grupo guanidinio [26]. Estudos
de cristalografia revelaram uma interagdo entre o grupo
guanidinio com o Glu227, estando o Glul19 ligeiramen-
te afastado quando comparado com o Neu5Ac2en [27].
Este 4cido demostrou uma afinidade 10.000 vezes superior
quando comparada com o Neu5Ac2en e foi o principio ati-
vo usado no zanamivir, o primeiro formaco no mercado
anti-Influenza via sialidase [18,28]. A grande desvantagem
deste farmaco é a elevada polaridade, que ndo permite
uma administracdo oral, sendo o aumento da biodisponi-
bilidade o foco de investigacOes. Foram feitas vérias al-
teracOes estruturais tanto a nivel dos substituintes como
do nucleo principal [29,30]. Destas investigacOes surgiu o
GS4071 (Figura 2, H) [31] que por esterificagdo originou
o pro-farmaco oseltamivir (Figura 2, I), o primeiro farma-
co anti-Influenza via sialidase administravel por via oral
[32]. Uma diferenca curiosa é a substituicao da unidade
glicerol existente no zanamivir por um grupo alcoxilo. Isso
reflete-se na perda da interagdo entre os grupos hidroxilo
das extremidades do glicerol com o Glu276 (Figura 1A)
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resultando num ligeiro afastamento deste aminodacido. Este
facto promove a exploracao de uma nova regidao no centro
ativo em que o GS4071 deixa de interagir com o Glu276
e passa a interagir com a cadeia lateral da Arg224 por in-
teracOes hidrofébicas [33]. Esta interacdo nao foi previs-
ta inicialmente e reflete-se numa inibicao mais eficaz por
parte do GS4071 quando comparado com o zanamivir. A
substituicdo do anel pirano por um ciclo-hexano insatura-
do, para além de aumentar a biodisponibilidade, mimetiza
o intermedidrio catiénico (Figura 1B) o que aumenta a efi-
ciéncia do GS4071 [25,33]. Apesar de o0 GS4071 ser menos
polar que o zanamivir, a sua biodisponibilidade por via oral
ndo era suficiente, optando-se pelo uso de um pr6-farmaco.

4. Farmacodinamica e farmacocinética

Depois de ingerido, o oseltamivir é absorvido pelo tra-
to gastrointestinal e metabolizado por esterases hepaticas,
permitindo assim a libertacdo do GS4071 que é rapidamen-
te distribuido por todos os tecidos com uma penetracao
elevada e detetado no plasma passado apenas 30 minutos
[34,35]. O IC_, € 0,7 a 2,2 nM para o subtipo da estirpe
de Influenza HIN1 [36]. O oseltamivir apresenta uma boa
biodisponibilidade por via oral quando comparada com a
via intravenosa. Adicionalmente, o0 GS4071 tem elevada
seletividade com a sialidase do virus Influenza, o que leva
a uma baixa citotoxicidade [32]. Estudos provaram a ine-
xisténcia da passagem deste farmaco através da barreira
hematoencefalica [37] e a possibilidade da desativacdo da
resposta imunitaria natural contra HIN1 em ratos nao foi
detetada mesmo apds cinco dias de administracdo [38].
Uma dosagem terapéutica de oseltamivir ndo parece alterar
os niveis hormonais dos pacientes [39].

A nivel farmacodinamico ndo foram identificados me-
tabolitos do oseltamivir, sendo a sua excrecdo feita via re-
nal na forma de GS4071 [35]. O tempo de meia vida (t,,,)
do oseltamivir é de 6 a 10 h e ndo depende da dose ingerida
[35], sendo a sua excreg¢do mais lenta em criangas ou ido-
sos e reduzida em doentes renais [40—42]. A interacdo do
oseltamivir com outros farmacos é improvavel pois a sua
ligagdo a proteinas é bastante fraca [32].

5. Sintese e comercializagdo

O oseltamivir foi descoberto pela Gilead Sciences e pa-
tenteado nos EUA em 1995 (patente US5866601) [47]. A
sua sintese consistia inicialmente num conjunto de 14 pas-
sos reacionais, na escala do miligrama, partindo do acido
(-)-xiquimico e com um rendimento global de 15% [47]. O
acido é facilmente obtido por modificacdo genética de uma
estirpe de E. coli ou por extracdo de estrela de anis chinés.
Este facto levou a interpretacdo errada de que o consumo
de anis chinés teria os mesmos efeitos que o oseltamivir
[48,49]. Em 1996 foi assinado um contrato para o co-de-
senvolvimento do farmaco com a F. Hoffmann-La Roche,
Ltd. e ap6s 2 anos foi adaptado um novo método de sintese
[47]. O material de partida passou a ser o acido (-)-quinico
e a producdo era na escala do quilograma. Conseguiu-se
ainda reduzir o tempo de producdo [47]. Apesar disso, este
aumento de escala ndo satisfazia as necessidades para os
testes clinicos de fase II e fase III [50]. De modo a aumen-
tar a quantidade produzida, foi alterado o processo para a
obtencdo do epdxido 2 (Figura 3). O acido (-)-xiquimico
voltou a ser o material de partida devido ao fornecimento
mundial do acido (-)-quinico ser limitado [51]. O rendi-
mento do ep6xido pela nova via foi duplicado, a sua pureza
diastereomérica era de 99% e o tempo necessério para a
sua producdo foi reduzido para metade [50]. Por fim, era
necessario remover fatores de risco, tais como o uso de
reagentes explosivos, de modo a obter uma produgao segu-
ra e facilitar os métodos de extragdo, para tornar o método
reprodutivel em grande escala [51]. O produto foi langado
comercialmente em 1999 com o nome Tamiflu [51].

O Tamiflu é vendido como um p6 branco solivel em
agua ou em capsulas de gelatina dura com 30, 45 ou 75 mg
de fosfato de oseltamivir por capsula [52]. Em 2012 desen-
volveu-se uma capsula com amido pré-gelatinizado, cros-
carmelose sddica, povidona K-30, fumarato de octadecilo
e sddio, talco e 98,5 mg de fosfato de oseltamivir [53]. Esta
formulacao é mais econémica, apresenta um produto mais
estavel e de melhor qualidade [53]. Em 2016 foi aprovado
o genérico do Tamiflu estando disponivel desde dezembro
do mesmo ano [52].
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Figura 3 — Sintese do fosfato de oseltamivir a partir do acido (-)-xiquimico.

O oseltamivir foi aprovado pela FDA (Food and Drug
Admistration) em 1999. Em Portugal, ao contrario de ou-
tros paises, a compra do Tamiflu é permitida apenas com
receita médica e a sua venda sem a mesma foi noticia
em 2009, o que levou o Infarmed a intervir [43,44]. Em
2006 a FDA e a Roche Laboratories Inc. alertaram para
possiveis danos neurolégicos provocados por uma sobre-
dosagem do oseltamivir [45]. Em 2012, a FDA aprovou a
administracdo do Tamiflu a criancas com apenas 2 sema-
nas de idade [46].
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6. Resisténcia ao oseltamivir

O Tamiflu tem sido amplamente utilizado no combate da
Influenza, o que originou uma estirpe mutante do virus que
apresenta resisténcia ao GS4071 [54]. A mesma estirpe re-
vela sensibilidade ao zanamivir, tendo-se descoberto que
existe um bloqueio do Glu276, o que impede o GS4071
de se ligar a sialidase [54]. Nenhum dos 420 virus de In-
fluenza A (H1) analisados em 2015/2016 apresentaram a
substituicdo H275Y, esta substituicdo esta relacionada com
uma reducdo elevada da suscetibilidade ao oseltamivir [6].
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A exploracdo de novas regides dentro do centro ativo é
uma estratégia medicinal para aumentar a afinidade do far-
maco, contudo deve ser tida em conta a capacidade muta-
génica que os virus evidenciam, podendo uma das estirpes
apresentar resisténcia ao farmaco. Esta possibilidade de
resisténcia é menor quanto maior a semelhanca do farmaco
ao substrato natural, uma vez que alteragcdes essenciais a
atividade enzimatica impedem a mesma de exercer a sua
funcao.
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ZEOLEDs - zedlitos como matriz para diodos emissores de luz

Na tltima década tem-se usado clusters de metais nobres, como a prata, por exemplo, como materiais lumines-
centes. No entanto, a sua sintese controlada e a sua estabilizagdo com tamanhos, formas e propriedades eletrénicas
tem sido um desafio. Para superar este problema, foram propostas diferentes abordagens sintéticas, entre elas o uso de
zedlitos. Os zedlitos sdo materiais interessantes devido a relativa facilidade com que se podem incorporar ides Ag* por
meio de troca catiénica, bem como a porosidade bem definida com cavidades e canais que influenciam a geometria e
o tamanho dos clusters.

Recentemente investigadores da Bélgica e do México relataram, pela primeira vez, o uso de clusters de prata
incorporados numa matriz de ze6lito, dispersos em poli(9-vinilcarbazol) que se espera que atuem como LEDs
(light emitting diodes). As propriedades luminescentes dos materiais foram estudadas e comparadas com as de
um OLED (organic light emitting diode) de referéncia. O material compdsito resultante apresentou eletrolumi-
nescéncia, cujas propriedades puderam ser controladas variando a razdo Na‘/Ag"' nos materiais, conseguindo
assim a emissao de luz do vermelho ao azul, e até mesmo emissao de luz branca. Estes compdsitos, designados
por ZEOLEDs pelos autores, poderdo representar uma alternativa viavel aos materiais existentes como emissores
eletroluminescentes.
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