
Virologia  

Antivirali 



Necessità e requisiti del trattamento antivirale 

Å Ridurre morbilità e danni economici dovuti ad infezioni virali 
ï Infezioni acute (es. influenza) 
ï Infezioni persistenti (es. HIV, HCV) 
ïRiattivazioni delle infezioni latenti negli immunodepressi (es. virus 

erpetici) 

 
Å Il trattamento efficace limita anche la diffusione dell'infezione virale 
ïParadigma "Treatment as prevention" 

 
ÅQuasi tutti i farmaci antivirali devono essere introdotti all'interno 

della cellula  
ïEccezione: inibitori di ingresso 

 
Å Il farmaco antivirale non deve interferire con la risposta 

immunologica  
ïCooperazione fra farmaco e risorse proprie dell'ospite 



Farmaci ad attività antivirale 

ÅInterferoni 
ïNon sono propriamente farmaci in quanto prodotti 
ŘŀƭƭΩƻǊƎŀƴƛǎƳƻ ƛƴ ǊƛǎǇƻǎǘŀ ŀƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ǾƛǊŀƭŜ 
ïPossono essere somministrati per aumentare le difese 

antivirali naturali 

ÅAntivirali propriamente detti 
ïInibiscono specifiche tappe del ciclo di replica 

mediante attacco su bersagli virali 

ÅFarmaci con bersagli cellulari 
ïInterferiscono con funzioni della cellula importanti per 

il ciclo di replica virale 



Interferon  



Interferone (IFN) 

ÅInsieme di proteine inducibili implicate in 
ïRisposta antivirale 
ïRegolazione crescita e differenziamento cellulare  
ïRisposta immunitaria innata 

 
ÅSISTEMA INTERFERON 
ïTipo I  
ÅAlfa, Beta, Epsilon, Kappa, Omega 

ïTipo II 
ÅGamma 

ïTipo III 
ÅLambda 



Interferon  



Interferone alfa e beta 

Å La sintesi di IFN è indotta a valle del sistema di riconoscimento 
fra pathogen-associated molecular patterns (PAMP) e Pattern recognition 
receptors (PRR) (dsRNA, ssRNA, proteine virali)  

 



Proteine effettrici indotte da IFN (alfa/beta) 



Proteine effettrici indotte da IFN (alfa/beta) 

ÅнΩ-рΩ oligoA sintetasi 
ïнΩ-рΩ oligoA in presenza di dsRNA attiva RNasi L che degrada RNA virale 
ïнΩ-рΩ oligoA in presenza di dsRNA attiva apoptosi 

Å Protein-chinasi dsRNA-dipendente (PKR) 
ï Inattiva eIF-2 impedendo traduzione 
ïAttiva NFkB che induce apoptosi e attiva IFN-beta 

Å Proteine Mx 
ï Inibizione replica virus influenzale 

Å ADAR-1 
ïConverte adenosina in inosina alterando RNA 

Å P56 (IFIT1) 
ï Inattiva eIF-2 impedendo traduzione 

 
 
 



Proteine effettrici indotte da IFN 



Interferon  

ÅNon hanno specificità di virus ma hanno specificità di 
specie 
ïbƻƴ Ǉƻǎǎƻ ŜǎǘǊŀǊǊŜ LCb Řŀ ǳƴ ŀƴƛƳŀƭŜ Ŝ ǳǎŀǊƭƻ ƴŜƭƭΩǳƻƳƻ 

ÅProteine di ~160 aa 
ïSomministrazione sottocutanea 
ÅConiugazione con polietilenglicole (PEG) aumenta emivita: IFN 

peghilato somministrato una volta alla settimana 

ïNon impiegati come antivirali finché non è stato possibile 
produzione mediante tecnologia DNA ricombinante (anni 
Ψулύ 
ÅIFN alfa non è glicosilato, è stata la prima proteina umana 

importante ad essere clonata in E. coli 

 



Interferon ς Uso clinico 

ÅInfezioni virali 
ïEpatite B cronica 

ïEpatite C cronica 

ïPapillomavirus 

ïHerpes Zoster 

ÅTumori 
ïSarcoma di Kaposi, melanomi, alcune leucemie e 

linfomi 

ÅMalattie neurodegenerative 
ïSclerosi multipla 

 



Interferon ς tǊƻōƭŜƳƛ ƴŜƭƭΩǳǎƻ ŎƭƛƴƛŎƻ 

Å Effetti indesiderati 
ï Febbre 
ï Cefalea  
ï Dolori muscolari 
ï Vomito e diarrea 
ï Malessere diffuso 
ï Affaticabilità 
ï Depressione  

Å Tossicità  
ï Rene 
ï Fegato 
ï Midollo osseo 
ï Muscolo cardiaco 

Å Risposta anticorpale anti-IFN 
ï!ƭŎǳƴƛ ŀƴǘƛŎƻǊǇƛ ǎŜƳōǊŀƴƻ ƴŜǳǘǊŀƭƛȊȊŀǊŜ ƭΩŜŦŦŜǘǘƻ ŘŜƭƭΩLCb 
ï Fenomeno descritto soprattutto in pazienti con Sclerosi Multipla 

Å Costi  
 



Possibili bersagli nel ciclo di replica virale 



Farmaci antivirali 

Gli agenti più semplici sono i più difficili da controllare 

BATTERI 

Metabolismo autonomo 

 

Vari bersagli selettivi 

 

Ridotta tossicità 

 

Centinaia di antibiotici 

VIRUS 

Parassiti endocellulari obbligati 

 

Rari bersagli selettivi 

 

Elevata tossicità 

 

<50 antivirali (oltre metà HIV) 



Farmaci antivirali 

Indice terapeutico = 
dose minima tossica per la cellula 

dose minima antivirale efficace 

Ottimale 

>100 

Altri parametri importanti 

Non mutageno/cancerogeno 

Non teratogeno 

Non allergenico 

Chimicamente e metabolicamente stabile 

Buona farmacocinetica 

Efficacia 
in vitro 

Efficacia 
in vivo 





Il problema della resistenza ai farmaci antivirali 

ÅI virus generano con facilità mutanti 
ïPiù facile per i virus che esistono come quasispecie 
ïPiù facile per i virus che usano NA-polimerasi ad alto tasso di 

errore 

ÅUn mutante può essere casualmente meno sensibile ad un 
farmaco 
ïIl farmaco seleziona i mutanti ad esso resistenti 
ïLa selezione opera sul virus in attiva replica 
ÅSe la replica virale è bloccata anche la generazione e selezione dei 

mutanti è bloccata 

ÅMutanti resistenti possono esistere anche prima del 
contatto con il farmaco a cui sono resistenti 
ïVariabilità naturale 
ïTrasmissione ceppi resistenti da parte di soggetti in trattamento 

antivirale 



Misurazione dell'attività antivirale in vitro 
(IC = Inhibitory Concentration) 

Å IC50, dose di farmaco che inibisce del 50% la produzione di virus 
ï Valore meno corrispondente alla reale inibizione ma misurazione più accurata (usato spesso) 

Å IC90, dose di farmaco che inibisce del 90% la produzione di virus 
ï Valore più corrispondente alla reale inibizione ma misurazione poco accurata (usato raramente) 

La terapia ha selezionato una 
variante virale farmacoresistente 



Selezione dei mutanti resistenti 

VARIBILITA' 
NATURALE 

ESITO DELLA 
PRESSIONE 
SELETTIVA 



La terapia combinata rallenta la selezione della 
resistenza 

Wild type 
Res. to drug 1 
Res. to drug 2 
Res. to drug 3 
Res. to drugs 1, 2, 3 

Generation of 
HIV variants 

Selelctive 
pressure 

Drug 1 

Drug 2 

Drug 3 

Drug 3 



Virus A  Farmaco #1  

Virus B  

Farmaco #2  

Selezione 

Resistente al farmaco 
#1 ma sensibile al 

farmaco #2 

+ 

Inibizione  No inibizione  

Virus A  Farmaco #1  

Virus B  

Farmaco #2  

Selezione 

Resistente al farmaco 
#1 e cross-resistente al 

farmaco #2 

+ 

Cross-resistenza 



Virus A  Farmaco #1  

Virus B  

Farmaco #2  

Selezione  

Resistente al 
farmaco #1 ma 

ipersuscettibile al 
farmaco #2 

+ 

Ipersuscettibilità  

Ipersuscettibilità  



Barriera genetica nei confronti della 
farmacoresistenza 

Å La barriera genetica esprime la difficoltà con cui il virus evolve verso una 
variante resistente 
ï Numero di mutazioni necessarie 
ï Impatto che quelle mutazioni esercitano sulla capacità di replicazione del virus 

(fitness) 

Devono essere 
selezionate una o più 
mutazioni perché il 

virus non sia bloccato 
dal farmaco (fenotipo 

resistente) 



Barriera genetica nei confronti della 
farmacoresistenza 

Bassa barriera 
genetica 

Barriera genetica 
intermedia 

Elevata barriera 
genetica 

J 
L 

J 

L 

J 

L 

Virus resistente, 
terapia non più 

efficace 

Virus sensibile, terapia 
efficace 



Genotipo e fenotipo 

Å Come ogni altro 
tratto osservabile 
(fenotipo) I 
cambiamenti di 
suscettibilità ai 
farmaci derivano da 
mutazioni nel 
genoma (genotipo) 

Å Posso studiare come 
a certe variazioni 
genotipiche 
corrispondono 
alterazioni 
fenotipiche  

Å Individuo le 
mutazioni di 
resistenza 



Misurazione dell'attività antivirale mediante 
sistemi genotipici 

Dati di 
correlazione 

ωGenotipo e 
resistenza ai 
farmaci in 
vitro  

ωGenotipo ed 
efficacia dei 
farmaci in 
vivo 

Elaborazione 
dell'algoritmo 

ωCostruzione 
(training) 

ωValidazione 
(set di dati 
esterno) 

Impiego clinico 

ωEseguo test 
genotipico 

ωIn base alle 
mutazioni 
individuate 
stimo la 
suscettibilità 
ai vari 
antivirali 

La costruzione dell'algoritmo è l'attività iniziale ma 
non è una tantum perché deve essere aggiornato in 

base ai dati di correlazione (nuove osservazioni, 
nuovi farmaci) 



Misurazione dell'attività antivirale mediante 
sistemi genotipici 

Il GENOTIPO è l'insieme delle mutazioni individuate  

Un ALGORITMO viene usato per interpretare il genotipo  

PR: 10I  35D  36I  37D  46I  54V  57K  63P 71V  82A  84V  90M  
RT:  67N  70R 177Q  196E  207E  215F  219Q   

(Pseudocode )  

IF there  are >=2 of [65R 74V 184V]  

 THEN there  is resistance  to ABACAVIR  

ENDIF  

IF there  is [215Y or 215F] and there  is NOT [184I OR 184V]  

 THEN there  is resistance  to ZIDOVUDINE  

ENDIF  

é.. 

Distinguiamo mutazioni di resistenza e polimorfismi naturali (alcuni di 
questi possono però modulare la resistenza) 



Misurazione dell'attività antivirale 

ÅSuscettibilità in vitro (analisi fenotipica) 
ïSistemi complessi 
ÅOutsourcing mediante aziende specializzate 

ïRiservato alla caratterizzazione delle molecole in 
fase di sviluppo 

 
ÅAnalisi delle mutazioni (analisi genotipica) 
ïTest di routine per i virus che richiedono questo 

monitoraggio (HIV, HBV, entro breve anche HCV) 
ïTest in ambito di ricerca per altri virus (es. HSV, 

CMV, Influenza) 
ïSequenziamento di intere regioni o analisi di 

singole mutazioni 



Possibili bersagli nel ciclo di replica virale 



Inibitori di fusione 

Å Un solo farmaco, anti-HIV 
ïEnfuvirtide o T20 

 
ÅOstacola il cambiamento 

conformazionale della gp41 di HIV 
necessario al meccanismo di fusione 
fra envelope virale e membrana 
cellulare dopo il contatto fra 
antirecettore virale (gp120) e 
complesso recettoriale della cellula 
(CD4 + CCR5/CXCR4) 
 

Å Peptide di 36 aa 
ïSomministrazione sottocutanea 

ÅAderenza alla terapia difficile 
ÅReazioni cutanee frequenti 



Ingresso di HIV nella cellula 

1. HIV prende contatto con il 
recettore primario CD4 

2. La gp120 interagisce con il CD4 e 
cambia la propria conformazione 

3. La gp120 prende contatto con il 
corecettore CCR5/CXCR4 

4. La gp41 cambia conformazione e 
media il fenomeno della fusione fra 
le membrane 



Enfuvirtide (T20) 



Selezione di mutanti resistenti a 
Enfuvirtide in vivo 

Studi TORO-1 e TORO-2 
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Possibili bersagli nel ciclo di replica virale 



LƴƛōƛȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩuncoating 

ÅAmantadina (1966) e rimantadina (1993) 
ïDerivati di adamantano  
ÅRimantadina più biodisponibile e meno tossica per SNC 

ïAttivi contro influenza A ma non B 
ïBersaglio è la proteina M2 che funziona come canale 

ionico (H+) 
ÅMancata acidificazione endosoma e liberazione nucleocapside 

virale (ingresso) 
ÅAlterazione pH ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ ŎƻƳǇƭŜǎǎƻ Řƛ DƻƭƎƛ Ŝ ƻǎǘŀŎƻƭƻ ŀƭƭŀ 

corretta conformazione HA (uscita) 

ïEfficacia marginale come terapia, migliore come profilassi 
ÅPossibile sostituto del vaccino  

ïOggi sostituiti da inibitori neuraminidasi 

 
 



Amantadina e Rimantadina  



Punto di attacco della amantadina/rimantadina  



Resistenza ad amantadina/rimantadina  

ÅSelezione di mutanti resistenti facile 
ïVirus influenzale umano H3N2 insensibile 

ïVirus umano H1N1 nuova variante 2009 insensibile 

 

ÅAnche diversi ceppi di influenza H5N1 isolati da 
pollame sono insensibili ad amantadina e 
rimantadina 
ïMutazione S31N in proteina M2 

ïUso di questi farmaci per contenere le epidemie nel 
pollame in Cina e Sudest asiatico 



Possibili bersagli nel ciclo di replica virale 



Sintesi di DNA 

ÅL'addizione del 
nucleotide successivo 
richiede la forma 
trifosfata 
 

ÅI farmaci antivirali 
analoghi dei 
nucleosidi devono 
essere in forma 
trifosfata 
 

ÅLa fosforilazione 
avviene nella cellula  



I capostipiti degli inibitori della sintesi di DNA 

Å Idossiuridina (1962), trifluridina 
ïAnaloghi pirimidinici, inibitori DNA-polimerasi virus erpetici 
ïTossici, solo uso topico in cheratite erpetica 

ÅIndice terapeutico ~2 

ï In seguito sviluppata la trifluridina, meno tossica, per uso 
topico nelle cheratiti da HSV 

Å Arabinosil-adenina (vidarabina) 
ïAnalogo purinico, inibitore DNA-polimerasi (come trifosfato) e 

ribonucleotide-reduttasi (come difosfato) virus erpetici 
ïPiù attivo su HSV e VZV che su CMV ed EBV 
ïUsata in encefalite erpetica  
ïTeratogeno e cancerogeno in alcuni modelli sperimentali 
ï Indice terapeutico ~40 

 
Å Farmaci sostituiti da Acyclovir (1983) 

 



I capostipiti degli inibitori della sintesi di DNA 



Il principio della terminazione della sintesi del 
DNA 

Qualsiasi modificazione 
chimica del nucleotide che non 
rende disponibile il gruppo OH 

al 3' dell'anello del 
deossiriboso 



Farmaci terminatori della sintesi del DNA  
Acyclovir  

Å Il primo antivirale di successo che inibisce la sintesi del genoma virale (HSV e VZV) 
Å Affinità per DNA-polimerasi HSV 10x affinità per DNA-polimerasi cellulare 



Farmaci terminatori della sintesi del DNA  
Acyclovir  

P 

P 

P 

P 

P 

P 

P 

P 

P 

ACV 
P-P-P 

Terminazione 



Sintesi di DNA 

ÅL'addizione del 
nucleotide al DNA 
nascente richiede la 
forma trifosfato (dNTP) 

 

Å Il nucleoside richiesto 
deve essere prima 
trifosforilato 



Fosforilazione degli inibitori della sintesi di DNA 



Farmaci anti-erpetici terminatori di catena 

Å HSV ha una sua Timidina Kinasi (TK, ma è una nucleoside chinasi non specifica) per 
aumentare fosforilazione nucleosidica e moltiplicarsi in cellule che non 
sintetizzano DNA (es. SNC) 

Å La TK virale ha minore specificità delle chinasi cellulari, fosforila anche Acyclovir  

Profarmaco  

Farmaco  

Fosforilazione solo 
in cellule infette 

(selettività) 

Competizione con 
nucleoside naturale  

Fosforilazione solo 
in cellule infette 

(selettività) 



Anti-erpetici terminatori della sintesi di DNA 

Å Acyclovir 
ï Analogo guanosina (spec. HSV, scarso su VZV e EBV), somministrazioni q 8 h o 

q 6 h, per os o endovena (encefalite) 

Å Valaciclovir 
ï Profarmaco di Acyclovir, maggiori livelli plasmatici rispetto ad Acyclovir per 

migliore assorbimento intestinale (spec. VZV) 

Å Famciclovir 
ï Profarmaco di Penciclovir, maggiore emivita intracellulare rispetto ad Acyclovir 

(spec. Zoster e recidive HSV genitale) 

Å Ganciclovir 
ï Analogo guanosina (spec. CMV, HHV-6, EBV), scarsa biodisponibilità orale, 

somministrazione TID  

Å Valganciclovir 
ï Profarmaco di Ganciclovir, maggiore biodisponibilità orale (spec. Retinite da 

CMV) 

 

Tutti farmaci con attività nei confronti della replicazione virale, nessuna attività sul 
virus latente nelle cellule serbatoio 



Resistenza a inibitori di polimerasi anti-erpetici 

ÅAcyclovir (HSV) 
ïMutazioni in TK virale 
ÅMutanti TK- 

ïMutazioni in DNA-polimerasi virale 
ïCross-resistenza con Valacyclovir, Famciclovir, 

Ganciclovir  
 

ÅGanciclovir (CMV) 
ïMutazioni in gene UL97 (codifica per PK che fosforila 

Ganciclovir) 
ïMutazioni in DNA-polimerasi virale 

 



Cidofovir  

Å Nucleoside fosfonato aciclico, attivato a difosfato da chinasi cellulari, inibitore di 
DNA-polimerasi virale HSV e CMV ma attivo anche nei confronti di altri virus a DNA 
(Polyomavirus BK e JC, Poxvirus) 
 

Å Persistenza prolungata all'interno della cellula ma nefrotossico 
 

Å Affinità maggiore per DNA-polimerasi HSV e CMV che per DNA-polimerasi cellulare 
 

Å Trattamento di infezioni erpetiche da virus acyclovir- o ganciclovir-resistenti, 
soprattutto retinite da CMV in corso di AIDS (approvato nel 1996) 
ï Infusione endovena 1-2 volte la settimana 



Farmaci anti-HIV (antiretrovirali) terminatori di 
catena 

Competizione 
con nucleoside 

naturale  

Fosforilazione da parte di enzimi cellulari 



Anti-HIV terminatori della sintesi di DNA 
(inibitori nucleosidici/nucleotidici di trascrittasi, NRTI) 

Å Utilizzati come singola molecola fino al 1992 
Å Utilizzati in coppia fino al 1995 (es. AZT+3TC, AZT+ddI) 
Å Utilizzati in seguito in coppia assieme a farmaci di un'altra classe (terapia di 

combinazione) 
Å Disponibili anche in formulazioni a coppia (AZT/3TC, ABC/3TC, TDF/FTC) o in tre 

(AZT/3TC/ABC) 

NRTI Analogo di 
Anno di approvazione 

FDA 

Zidovudina (AZT) T 1987 

Didanosina (ddI) A 1991 

Zalcitabina (ddC) C 1992 

Stavudina (d4t) T 1994 

Lamivudina (3TC) C 1995 

Abacavir (ABC) G 1998 

Tenofovir (TDF) A 2001 

Emtricitabina (FTC) C 2003 



Anti-HIV terminatori della sintesi di DNA 
(inibitori nucleosidici/nucleotidici di trascrittasi, NRTI) 

Abacavir  



Attivazione degli NRTI anti-HIV 

P 

P P P P P P 

P P P P P 

NRTIs (AZT ddI ddC d4T 3TC ABC FTC): 
 

 
 
 
 

NtRTIs (tenofovir):  
 
 
 

Cellular 
enzyme 

Cellular 
enzyme 

Cellular 
enzyme 

Cellular 
enzyme 

Cellular 
enzyme 

Rate-limiting step 



La reazione di ipersensibilità ad Abacavir 
Un esempio di farmacogenomica 

ÅIn circa il 4% dei pazienti caucasici la 
somministrazione di ABC provoca 
una grave reazione di 
ipersensibilizzazione (HSR) 
ïInsorgenza di almeno 2 segni fra: 

febbre, rash, sintomi gastrontestinali, 
respiratori, costituzionali 

ïUna seconda somministrazione di ABC 
dopo HSR può essere fatale! 

ÅL'assenza dell'allele HLA-B*5701 ha 
valore predittivo negativo assoluto 
per la HSR 

ÅIl test genetico per HLA-B*5701 fa 
parte della pratica clinica come 
screening dei pazienti candidati 
all'uso di ABC 



Anti-HBV terminatori della sintesi di DNA 

ÅHIV e HBV condividono la stessa attività di trascrizione 
inversa per la sintesi del proprio genoma 

ÅAlcuni degli NRTI anti-HIV sono stati provati come farmaci 
anti-HBV 
ïLamivudina (anti-HIV in uso clinico) 
ïTenofovir (anti-HIV in uso clinico) 
ïAdefovir (non registrato anti-HIV perché le dosi terapeutiche per 

HIV sono nefrotossiche, attivo anti-HBV a dosaggi più bassi) 

ÅAltri analoghi dei nucleosidi/nucleotidi sono stati 
appositamente sviluppati contro la trascrittasi inversa di 
HBV 
ïEntecavir  
ïTelbivudina  

ÅAnche uso di NRTI assieme a peg-IFN  
 



Terminatori della sintesi di DNA usati esclusivamente su 
HBV 

Entecavir Telbivudina  



1 X 4 3 2 

1. La resistenza deriva da mutazioni che diminuiscono il legame con l'NRTI 
mentre il nucleoside naturale può ancora essere incorporato 

Resistenza agli NRTI anti-HIV e anti-HBV 

L'incorporazione dell'NRTI termina la sintesi del DNA (manca il 3Ω hIύ 

1 X 4 3 2 1 4 3 2 X 

6 

1 4 3 2 

X 

5 



Resistenza agli inibitori di trascrittasi di HBV 



Resistenza agli inibitori di trascrittasi di HBV 

Å La resistenza a Entecavir e a Tenofovir è invece molto più rara 



Resistenza agli inibitori di trascrittasi di HBV 

Cumulative incidence of HBV resistance to lamivudine (LAM), adefovir (ADV), entecavir (ETV), telbivudine (LdT) 
and tenofovir (TDF) in pivotal trials in nucleos(t)ide-naive patients with chronic hepatitis B. These trials included 
different populations, used different inclusion and exclusion criteria and different follow-up end points. 



1 X 4 3 2 

2. La resistenza deriva dalla rimozione del farmaco NRTI incorporato 

Resistenza agli NRTI anti-HIV 

[ϥƛƴŎƻǊǇƻǊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭϥbw¢L ǘŜǊƳƛƴŀ ƭŀ ǎƛƴǘŜǎƛ ŘŜƭ 5b! όƳŀƴŎŀ ƛƭ оΩ hIύ 

1 X 4 3 2 1 4 3 2 X 

6 

5 

1 4 3 2 

X 

TAMs = "Thymidine Analog Mutations" o NEMs = "Nucleotide Excision Mutations" 
(M41L D67N K70R L210W T215Y/F K219E/N/Q/R) 



Resistenza agli NRTI anti-HIV per escissione 
dell'NRTI 

OH 
рΩ оΩ AZT-PPP 

P-AZT 

Terminazione 
da N3 

+ PPi 

P-AZT 
рΩ оΩ PPi 

Rimozione del  
terminatore 

+ PPP-AZT OH 

Trascrizione inversa 

Pirofosforolisi 
Attività 

aumentata 
dalle TAMs 



Inibitori nucleosidici della RdRp di HCV 

Å Affinità per la RNA-polimerasi RNA-dipendente (RdRp) di HCV 
Å Attività nei confronti di tutti i genotipi di HCV 
Å Barriera genetica contro la resistenza molto elevata 
ïResistenza selezionata in vitro ma non in vivo  

Å Non ancora approvati per uso clinico ma in avanzata 
sperimentazione 
ïAssociati a IFN o anche associati ad altri farmaci in assenza di IFN 



Duplice terapia con inibitori nucleotidici della 
RdRp di HCV 

Å Farmaci non ancora approvati 
Å Associazione usata senza IFN molto promettente nei trial di fase II 



Analoghi del pirofosfato terminatori della sintesi di DNA 

ÅFoscarnet (acido fosfonoformico) 
ïAnalogo del pirofosfato 

ïSi lega al sito della DNA polimerasi che catalizza la 
scissione del pirofosfato dal nucleotide trifosfato 
che viene incorporato nel DNA nascente 

ïImpiegato come seconda linea nel trattamento 
anti-CMV (se resistenza a ganciclovir)  

ïDebolmente attivo anche su HBV e HIV 

 



Inibitori non-nucleosidici della trascrittasi 
inversa di HIV-1 (NNRTI) 

Å Composti di diversa natura 
chimica  

Å Agiscono legandosi ad un pocket 
idrofobico in prossimità del sito 
attivo della RT di HIV-1 (ma non 
HIV-2) 

Å 5 farmaci registrati 
ï Nevirapina 

Å Usato soprattutto nella 
prevenzione della trasmissione 
verticale 

ï Delavirdina 
Å TID, non più usato (approvato FDA 

ma non EMA) 

ï Efavirenz 
Å Molto usato 

ï Etravirina 
Å Nuova generazione, barriera 

genetica più elevata  

ï Rilpivirina  
Å Nuova generazione, barriera 

genetica più elevata  

 



NRTI e NNRTI agiscono diversamente sulla 
trascrittasi inversa di HIV 

Gli NNRTI non richiedono attivazione e non competono con i nucleosidi 

NRTI 

NNRTI 



Inibitori non-nucleosidici della trascrittasi 
inversa di HIV-1 (NNRTI) 

Rilpivirina 



Resistenza agli NNRTI anti-HIV-1 

ÅRT wild type 
ïL'NNRTI si lega ad una 

tasca idrofobica vicina al 
sito attivo della RT e ne 
blocca l'attività 

 
 
 
 

ÅRT NNRTI-resistente 
ïIn seguito a una o più 

mutazioni, la tasca 
idrofobica cambia 
conformazione e l'NNRTI 
non può più legarsi ad 
essa 



Inibitori non-nucleosidici della RdRP di HCV 

Å Si legano a uno di quattro diversi siti della RdRp 
Å Attività su specifici genotipi 
Å Barriera nei confronti della resistenza non elevata 
Å Non ancora approvati per uso clinico ma in avanzata sperimentazione 

ï Associati a IFN o anche associati ad altri farmaci in assenza di IFN 

 



Possibili bersagli nel ciclo di replica virale 

Integrazione 

nel genoma 

cellulare 

Inibitori di integrasi 



Inibitori di 
integrasi (HIV-1 

e HIV-2) 

ÅUn solo 
composto 
registrato  

ÅPotente e ben 
tollerato 
ïRaltegravir  

 

ÅDue in fase III 
ïElvitegravir  

ïDolutegravir  



Inibitori di integrasi di HIV-1 e HIV-2 

Å Prima generazione 
ï Raltegravir, Elvitegravir 
ï Bassa barriera genetica verso resistenza 
ï Cross-resistenza 

Å Seconda generazione 
ï Dolutegravir  
ï Barriera genetica più elevata 
ï Attivo contro molti dei ceppi resistenti a Raltegravir/Elvitegravir 

 

Dolutegravir Raltegravir 

Elvitegravir 



Possibili bersagli nel ciclo di replica virale 



Inibizione della traduzione 

ÅFormivirsen (1998) 
ïOligonucleotide antisenso (21-mer) specifico per 

una regione di IE2 mRNA di CMV 
ÅBackbone fosforotioato invece che fosfodiesterico per 

resistere alle nucleasi cellulari 

ïIndicazione nel trattamento della retinite da CMV 
resistente a Ganciclovir, Cidofovir, Foscarnet 
ÅInoculazione intravitreale 

ïIl primo farmaco approvato dalla FDA basato sul 
principio RNA antisenso 

 



Formivirsen  



Possibili bersagli nel ciclo di replica virale 



Inibitori della proteasi virale (HIV, HCV) 

Virus non infettivo Virus infettivo 



Attività della proteasi di HIV 

Poliproteina gag-pol 

17 7 24 1 6 PR 

Proteasi 

RT IN 



Inibitori di proteasi anti-HIV 

1. La proteasi e 
la poliproteina 
HIV  

2. La poliproteina 
nel sito 
enzimatico della 
proteasi 

3. La 
poliproteina è 
clivata 

4. Proteasi 
complessata con 
l'inibitore (sito 
attivo bloccato) 

I virioni che incorporano poliproteine non clivate correttamente non sono infettivi 

Poliproteina HIV 

Proteasi HIV 

PI 



Inibitori della proteasi di HIV 

tŜǇǘƛŘƻƳƛƳŜǘƛŎƛΥ ƭŜƎŀƳŜ ǎǳƭ ǎƛǘƻ ŎŀǘŀƭƛǘƛŎƻ Ŝ ōƭƻŎŎƻ ŘŜƭƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ ŜƴȊƛƳŀǘƛŎŀ   



Inibitori della proteasi di HIV 

ÅSono 
analoghi del 
substrato 

Å Inibizione 
competitiva 



Inibitori della proteasi di HIV 

Å Prima generazione 
ï 1995-1999 

Å Posologia complicata (BID/TID, restrizioni dieta) 
Å Farmacocinetica scarsa 
Å Frequente selezione mutanti resistenti  



Inibitori della proteasi di HIV 

Å Seconda generazione (LPV, ATV, FPV) 
ï2000-2003 
ïMinore tossicità  
ïMigliore posologia 
ïMigliore farmacocinetica (boosting con bassa dose di Ritonavir) 



Parametri di farmacocinetica 



Parametri di farmacocinetica 



Parametri di farmacocinetica 



Boosting degli inibitori di proteasi anti-HIV 
mediante basse dosi di Ritonavir 



Boosting degli inibitori di proteasi (PI) anti-HIV 
mediante basse dosi di Ritonavir 

ÅRitonavir inibisce il citocromo P450 (enzima CYP3A4) 
nella parete intestinale e nel fegato: CYP3A4 è il 
principale enzima responsabile del metabolismo dei PI  
ïCiò riduce il metabolismo di primo passaggio dei PI che è di 

per sé elevato 
ïLa concentrazione plasmatica dei PI aumenta 

 
ÅRitonavir inibisce l'efflusso mediato dalla glicoproteina 

P (P-gp) che trasporta i PI dall'endotelio dell'intestino 
indietro verso l'intestino stesso 
ïFavorendo l'assorbimento intestinale aumenta la 

concentrazione plasmatica del PI 



Effetto del boosting con Ritonavir  

Å Si impiega con tutti 
gli inibitori di 
proteasi eccetto 
Nelfinavir 

Å Ritonavir non è più 
usato a dosi 
terapeutiche 
(troppo tossico!) 
ma solo come 
booster 

Å Lopinavir è 
coformulato con 
Ritonavir (Kaletra) 

Å Nuovo composto 
booster in fase III: 
Cobicistat (meno 
tossico di 
Ritonavir?) 



Boosting con Ritonavir e selezione di mutanti 
resistenti 

ÅPer limitare la selezione dei mutanti posso  
ïUsare un farmaco più potente (IC50 più bassa)  
ïAumentare la concentrazione plasmatica del farmaco  
ÅL'impiego del boosting con Ritonavir ha reso la selezione della 

resistenza agli inibitori di proteasi in HIV estremamente rara 



Inibitori della proteasi di HIV 

Å Terza generazione (TPV, DRV), sempre associati a Ritonavir 
ï 2005-2006 
ï Elevata barriera genetica contro resistenza  
ï Attivi contro molti ceppi resistenti alla prima e seconda generazione 
ï Ma TPV poco tollerato (tossicità epatica) 
ï DRV e LPV sono gli inibitori di proteasi più utilizzati oggi 



Tossicità e interazioni farmacologiche con 
gli inibitori della proteasi di HIV 



Tossicità degli inibitori della proteasi di HIV 



Resistenza ai PI  

Proteasi resistente Proteasi sensibile  

Lopinavir 

Le mutazioni che conferiscono resistenza al PI cambiano la conformazione 
dell'enzima in modo che il legame con l'inibitore non sia più possibile mentre il 

legame con il substrato naturale rimane preservato 

Molte delle mutazioni di resistenza ai PI danno cross-resistenza per la classe 



Posizioni aminoacidiche sede di mutazioni di 
resistenza a Lopinavir 

54 54 53 53 
46 46 

82 82 

84 84 

24 10 24 10 

90 90 71 

20 

63 

20 

63 

71 



Barriera genetica, potenza e tollerabilità degli 
inibitori di proteasi anti-HIV 



Genoma di HCV e processing della poliproteina 
virale 

www.biochemsoctrans.org 

Cleavage by 
HCV protease 

Cleavage by 
cell proteases 

~9600 nt 

Bersaglio dei nuovi 
inibitori di proteasi 

anti-HCV 



Inibitori della proteasi NS3/4A di HCV 

ÅNS3 è una proteina multifunzionale 
ïAttività di proteasi per processare la poliproteina 

(clivaggio NS3/NS4A/NS4B/NS5A/NS5B) 

ïAttività di elicasi per svolgere le strutture 
secondarie del genoma e l'intermedio replicativo 
RNA± 

ÅAgisce assieme al cofattore NS4A 
ïNS4A stabilizza NS3 e la associa al sistema di 

membrane su cui avviene gran parte della replica 
di HCV 



Inibitori della proteasi NS3/4A di HCV 

Inibitori lineari Inibitori macrociclici 



Inibitori della proteasi NS3/4A di HCV 

Å Prima generazione 
ïBarriera genetica molto bassa 

ÅUtilizzati assieme a IFN e ribavirina 

ïDosaggio TID 
ïTossicità  
ïAttività verso genotipo I 

ÅIl più diffuso in occidente e il più difficile da trattare con IFN 

ïDue farmaci approvati 
ÅBoceprevir, Telaprevir  

 
Å Seconda generazione 
ïBarriera più elevata  
ïDosaggio BID o QD 
ïMinore tossicità? 
ïAttività nei confronti di più genotipi 
ïNessuno farmaco approvato ma molti in fase II e III 

 

 



Selezione di mutanti resistenti con gli inibitori 
della proteasi NS3/4A di HCV 



I primi inibitori della proteasi NS3/4A di HCV 

ÅBoceprevir (BVR) e Telaprevir (TVR) 
ïApprovati per uso nell'infezione da HCV genotipo I 
ïCiascuno utilizzato assieme a IFN e Ribavirina 
ïHanno aumentato la cura di HCV genotipo I dal 45% al 75% 

circa 

 
ÅLimiti  
ïTossicità (soprattutto anemia con BVR, rash con TVR) che si 

somma a quella di IFN e ribavirina 
ïPosologia (TID) 
ïSelezione mutanti resistenti e cross-resistenza 

praticamente completa fra i due farmaci 



Resistenza agli inibitori della proteasi NS3/4A di 
HCV 

LINEAR PI MACROCYCLIC PI 



Possibili bersagli nel ciclo di replica virale 



Attività della neuraminidasi 



Inibitori di neuraminidasi 

Å Zanamivir e Oseltamivir (1997) 
Å Attivi contro virus Influenza A e B 
ïAnaloghi di acido sialico (recettore per virus influenza) 
ïOstacolo al distacco dei virioni neoformati dalla cellula  
ïaƛƴƻǊŜ ΨƳƻōƛƭƛǘŁΩ ŘŜƭƭŜ ǇŀǊǘƛŎŜƭƭŜ ǾƛǊŀƭƛ ǎǳƭƭŀ ƳǳŎƻǎŀ ǊŜǎǇƛǊŀǘƻǊƛŀ 

Å >100 volte più potenti di amantadina in coltura 
ÅwƛŘǳȊƛƻƴŜ ǎƛƴǘƻƳƛ ŘŜƭƭΩƛƴŦƭǳŜƴȊŀ ǎŜ ǎƻƳƳƛƴƛǎǘǊŀǘƛ precocemente 
ïZanamivir inattivo per via orale (somministrato per inalazione o 

endovena) 
ïOseltamivir attivo per via orale 

 



Inibitori di neuraminidasi vs. amantadina/rimantadina nel 
trattamento dell'influenza 



Resistenza agli inibitori di neuraminidasi 



Farmaci ad attività antivirale indiretta mediante 
interferenza con bersagli cellulari 

ÅMolte attività della cellula sono essenziali per la replica 
del virus 

ÅDifficile però individuare attività che possono essere 
bloccate senza creare problemi per la cellula 

ÅTarget possibili 
ïSistemi ridondanti che la cellula può sostituire con altri una 

volta bloccati 

ïSistemi che posso neutralizzare selettivamente solo nelle 
cellule infette 

ïSistemi per i quali un blocco parziale è deleterio per il virus 
ma è tollerato dalla cellula 

 



Farmaci ad attività antivirale indiretta mediante 
interferenza con bersagli cellulari 

ÅVantaggi 
ïEssendo bersagli cellulari, il bersaglio del farmaco 

non ha possibilità di evolvere verso forme di 
resistenza 

ïQualsiasi variante virale, naturale o selezionata da 
terapia con antivirali propriamente detti rimane 
sensibile 

ÅProblemi 
ïPotenziale di tossicità superiore a quello degli 

antivirali propriamente detti (e imprevedibile) 

 

 



Ribavirina 

Å Analogo guanosina  
Å Attiva contro vari virus  

ï Registrata per uso su Arenavirus (febbre di Lassa, febbre emorragica 
Argentina), HCV, virus Sinciziale Respiratorio 

ï Attiva in vitro anche contro altri virus (es. influenza, morbillo, HSV, VZV) 

 
Å Meccanismo d'azione  

ï Mutagenesi letale 
Å La ribavirina ƛƴŎƻǊǇƻǊŀǘŀ ƴŜƭƭΩwb! ǎƛ ŀǇǇŀƛŀ ǎƛŀ Ŏƻƴ ǳǊŀŎƛƭŜ ǎƛŀ Ŏƻƴ Ŏƛǘƻǎƛƴŀ ŜŘ ƛƴŘǳŎŜ 

mutazioni 

ï Inibizione della guanililtrasferasi responsabile del capping degli mRNA virali 
ï Inibizione della inosina-monofosfato-deidrogenasi 

ÅAttività svolta dalla forma monofosfato 
ÅDiminuzione del pool intracellulare di GTP 
ÅSi ha una certa selettività poichè questa attività è aumentata nelle cellule infette 

ïtƻǘŜƴȊƛŀƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭΩƛƳƳǳƴƛǘŁ ŎŜƭƭǳƭŀǊŜ ƳŜŘƛŀƴǘŜ switch da risposta Th2 a 
Th1 
ÅSinergia con interferone (terapia anti HCV) 

 



Ribavirina ς Mutagenesi letale?  



Ribavirina ς Inibizione della inosina-
monofosfato-deidrogenasi   

La forma monofosfato 
inibisce la IMPDH limitando il 

pool di GTP 

La forma trifosfato è 
incorporata nell'RNA virale 



Ribavirina ς possibili meccanismi di azione 
Different proposed antiviral mechanisms of 
ribavirin. (A) Enhancement of the host adaptive 
antiviral immune response. Ribavirin modulates 
the balance of T-helper 1 (TH1) and TH2 
responses by enhancing TH1 and inhibiting TH2 
cytokine production. (B) Inhibition of host 
IMPDH. Intracellular ribavirin is converted by 
cellular kinases to ribavirin monophosphate 
(RMP), ribavirin diphosphate (RDP), and ribavirin 
triphosphate (RTP). Ribavirin monophosphate is 
a competitive inhibitor of IMPDH, which leads to 
the depletion of the intracellular GTP pool 
necessary for viral RNA synthesis. (C) Direct 
inhibition of HCV NS5B RdRp. The 
phosphorylated form of ribavirin, ribavirin 
triphosphate, binds the nucleotide-binding site of 
polymerases, thereby competitively inhibiting 
viral replication. Moreover, ribavirin is utilized 
and incorporated by viral RNA polymerases 
including the HCV RdRp opposite cytosine or 
uridine, which can result in a significant block to 
RNA elongation. (D) RNA virus mutagenesis and 
error catastrophe. Ribavirin acts as an RNA virus 
mutagen, thereby leading to an increased 
mutational frequency that exceeds the 
mutational threshold of viral fitness and drives 
RNA viruses into lethal mutagenesis and error 
catastrophe. CTL, cytotoxic T lymphocyte. TNF-ʰΣ 
tumor necrosis factor alpha. [Wohnsland, CMR 
2007] 



Antagonisti del corecettore di HIV CCR5 

CD4 CD4 CCR5 
CCR5 

Antagonista del 
corecettore CCR5 

CD4+ T cell or Macrophage 



CCR5 non è indispensabile per la fisiologia della 
risposta infiammatoria 

ÅAlcuni individui non acquisiscono HIV nonostante ripetute 
esposizioni poichè hanno una forma troncata di CCR5 non 
funzionale 
ïNon funzionale come recettore per le chemochine (MIP1-alfa, 

MIP1-beta, RANTES) 
ïNon funzionale come corecettore per i ceppi CCR5-tropici di HIV 

ÅQuesti soggetti non mostrano problemi importanti nella 
risposta infiammatoria 
 

ÅQueste due osservazioni sono state alla base dello sviluppo 
dei farmaci antagonisti del CCR5 nella terapia 
antiretrovirale 
 



Antagonisti dei corecettori di HIV 

Å Il primo farmaco anti-HIV con un bersaglio cellulare approvato 
Å Attivo sui ceppi che utilizzano corecettore per le chemochine CCR5 

(ceppi R5) 
ïE' necessario dimostrare che il paziente da trattare ha virus R5 (test di 

tropismo corecettoriale) 

Å Ben tollerato 
Å Anche effetti immunomodulanti (l'infiammazione cronica è parte 

della patogenesi da HIV) 



Test di tropismo corecettoriale per HIV 

ÅTest fenotipico 
ïVirus con cellule CCR5+ e cellule CXCR4+ 

ïComplesso, solo in service con aziende specializzate 
ÅCalifornia, Francia, Belgio, Svizzera 

ÅTest genotipico 
ïL'affinità per i due diversi corecettori è dettata dalla 

sequenza di un piccolo dominio ipervariabile della 
glicoproteina gp120 (dominio V3) 

ïPosso determinare la sequenza del dominio V3 e 
dedurre il tropismo in base ad algoritmi validati 



Bersagli cellulari nella replica di HCV 

ÅLa ciclofillina A è una proteina cellulare coinvolta 
nell'attivazione delle cellule T e con attività di 
"chaperone" (ausilio per la corretta conformazione di 
altre proteine) 
ïLa ciclosporina A, usata come agente immunosoppressore, 

si lega alla ciclofillina A per espletare la sua azione 

 
ÅNel ciclo di replica di HCV, la ciclofillina A contribuisce 

alla corretta conformazione del complesso replicativo 
virale 
ïMolecole che si legano alla ciclofillina come la ciclosporina 

A senza avere l'attività immunosoppressiva sono candidate 
all'uso come inibitori della replica di HCV  



Bersagli cellulari nella replica di HCV 

Possibile sinergia fra inibitori della ciclofillina A (alisporivir) e farmaci anti-HCV diretti  



Farmaci ad attività antivirale con bersagli 
cellulari 

Donatore di metile 

Meccanismo di protezione 
di alcuni mRNA virali 

Prodotto e 
inibitore della 
demetilazione 

Å Molti composti (es. 
Neplanocina) 

Å Attivi su Poxvirus, Reovirus, 
Virus a RNA negativo (Ebola) 

Å Attivi anche su 
Trypanosoma e Plasmodium  

Å Nessun farmaco registrato 


