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Integrase: An Important Therapeutic Target in the Fight Against HIV/AIDS Infection

Abstract: The acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) is caused by the human immunodeficiency
virus (HIV) that infects cells of the immune system, destroying them or causing damage to its operation.
Among all the HIV enzymes, integrase is responsible for the insertion of viral DNA in the host DNA. The
aim of this article is to describe the integrase inhibitors drugs and report cases of resistance, in addition
to discussing new promising compounds that are being evaluated as integrase inhibitors. Currently,
there are only three drugs in clinical use that belong to the class of integrase inhibitors: raltegravir (a
pirimidinone carboxamide derivative, elvitegravir (a quinoline derivative) and dolutegravir (a
diazatricyclo carboxamide derivative). However, several cases of resistance to drugs of this class are
described in the literature, and the mutations of the enzyme responsible for such profile are known.
Many compounds with integrase inhibitory action are under development. The use of the integrase
enzyme as a target against HIV/AIDS infection is promising. In addition, the integration is a complex
stage of the viral replication cycle, and new details of this process are being discovered every minute,
which encourages the accomplishment of more studies for the development of new drugs of this class.
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Resumo

A sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida (AIDS, acquired immunodeficiency syndrome) é
causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV, human immunodeficiency virus) que infecta as
células do sistema imune, destruindo-as ou causando prejuizos ao seu funcionamento. Dentre as
enzimas do HIV, a integrase é responsavel pela insercdo do DNA viral no DNA do hospedeiro. O objetivo
desse artigo é descrever os farmacos inibidores de integrase e relatar os casos de resisténcia, além de
discutir novos compostos promissores que estdo sendo avaliados como inibidores de integrase.
Atualmente, existem apenas trés farmacos em uso clinico pertencentes a classe dos inibidores de
integrase: raltegravir (um derivado pirimidinona carboxamida), elvitegravir (um derivado quinolina) e
dolutegravir (um derivado diazatriciclo carboxamida). Entretanto, diversos casos de resisténcia a estes
farmacos sdo descritos na literatura e as mutagGes da enzima responsdveis por este perfil sdo
conhecidas. Muitos compostos com agao inibidora de integrase estdo em desenvolvimento. A utilizagdo
da enzima integrase como alvo no combate ao virus HIV mostra-se promissora. Além disso, a integracdo
é uma etapa complexa do ciclo de replicagdo viral e novos detalhes desse processo tém sido
descobertos a todo instante, o que estimula a realizacdo de mais estudos para o desenvolvimento de
novos farmacos desta classe.
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1. Introdugao: HIV e AIDS

O virus da imunodeficiéncia humana (em
inglés, human immunodeficiency virus, HIV) é
capaz de infectar células do sistema
imunolégico (ou imune), como macrofagos e
linfécitos T CD4,' destruindo-as ou
incapacitando-as, prejudicando o]
funcionamento normal deste sistema. Com o

progresso da infec¢do, o sistema imune
torna-se praticamente inoperante e o
individuo, mais suscetivel as infec¢Oes

. 2
oportunistas.

O estagio mais avanc¢ado da infec¢do por

HIV é a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (em inglés, acquired
immunodeficiency syndrome, AIDS). Para
desenvolver a AIDS, um individuo infectado
pelo HIV pode levar de 10 a 15 anos; os
farmacos antivirais podem retardar a

evolugdo desse processo.’

Até o momento, foram identificados dois
tipos de HIV chamados HIV-1 e HIV-2. O HIV-1
€ a causa mais frequente da AIDS enquanto
que o HIV-2 difere em sua estrutura
genbmica e antigenicidade e causa uma
sindrome clinicamente semelhante.> O HIV-1
é um retrovirus integrante da familia
Retroviridae. Retrovirus sdo virus que contém
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RNA* e pertencem ao género Lentivirus, que
apresentam a capacidade de causar uma
infeccdo latente de longo prazo nas células e
efeitos citopdticos em curto prazo. Todos os
lentivirus sdo capazes de produzir doencas
fatais de progressio lenta, incluindo
sindromes que provocam o definhamento e
degeneracio do sistema nervoso central.?

Os alvos do virus HIV sdo as células T
auxiliares CD4", os macréfagos e as células
dendriticas.® Estas células funcionam como
um reservatoério que mantém a infecgao viral
por um longo periodo.”

O HIV apresenta forma esférica, com cerca
de 10" mm de didametro, e dois envelopes
glicoproteicos (gp), sendo o maior
extracelular (gp120), e o menor inserido na
membrana celular (gp41l). Apresenta,
também, dois nucleocapsideos que protegem
as duas fitas de RNA viral e as enzimas virais:
transcriptase reversa, integrase e protease.’

A transmissdo do HIV pode ocorrer via
relagbes sexuais sem o uso de preservativos,
da mae infectada para o filho durante a
gestacdo, durante o parto ou a amamentagdo
(transmissao vertical), uso da mesma seringa
ou agulha contaminada por mais de uma
pessoa, transfusdo de sangue contaminado
com o HIV e instrumentos perfurantes ou
cortantes n3o esterilizados.

De acordo com a Organizagdao Mundial de
Saude (OMS), no ano de 2011 havia no
mundo 34 milhdes de individuos portadores
do HIV. Deste total, 3,3 milhGes eram
criangcas (menores de 15 anos). Ainda nesse
mesmo ano, 2,5 milhdes de individuos foram
infectados e 1,7 milhdes morreram em
decorréncia da AIDS.?

No Brasil, desde o inicio da epidemia em
1980 até junho de 2011, 608.230 casos de
AIDS foram registrados. Em 2010, foram
notificados 34.218 casos da doenca, sendo a
taxa de incidéncia de AIDS de 17,9 casos por
100 mil habitantes.®

Vo

2. Ciclo de replicagao do HIV

O ciclo de replicagdo do HIV é composto
por diversas etapas, sendo que, quatro
dessas sdo dependentes de macromoléculas
gue sao os alvos de farmacos em uso clinico.
A etapa de fusdo corresponde a entrada do
virus na célula através da interacdo da
glicoproteina viral gpl120 com o receptor
CD4, localizado na superficie da célula do
hospedeiro. Essa etapa ocorre com a
participacao da glicoproteina viral
transmembrana gp4l e dos coreceptores
quimiocinicos CXCR4 e CCR5.’

Apds a fusdo, ha a liberacdo do conteudo
do capsideo no meio intracelular, onde
ocorre a etapa de transcricao reversa. Nessa
etapa, a enzima viral transcriptase reversa
converte o RNA viral em DNA,® ocorrendo a
formacdo do complexo de pré-integracao,
gue é transportado para o nucleo.

A etapa de integracdo corresponde a acdo
da enzima viral integrase, associada ao
complexo de pré-integracdo, que promove a
intercalacio do DNA viral no DNA do
hospedeiro.

O DNA hibrido resultante da integracdo é
transcrito em RNA mensageiro e este é
encaminhado ao citoplasma, onde é
traduzido na forma de poliproteinas que sdo
os precursores das proteinas virais. As
poliproteinas sdo unidades longas de
polipeptideos que apds hidrélise ddo origem
as proteinas estruturais e enzimas.®

O RNA viral e as poliproteinas movem-se
para a superficie celular, onde sao
incorporados aos novos virus que se langam
da membrana da célula. Nesse primeiro
momento, os virus recém-formados n3do sdo
infectantes. Para que tenham o poder de
infectar novas células dependem da acdo da
enzima viral protease que promove a
hidrélise dos polipeptideos.?

Assim, a formacdo de particulas virais
infecciosas ocorre através da protedlise dos
polipeptideos precursores gag e gag-pol,
dando origem aos componentes estruturais
capsideo; matriz e nucleocapsideo; e as
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enzimas transcriptase reversa, integrase e
protease.’

3. A enzima integrase

A enzima integrase é a responsavel pela
incorporacdao do DNA viral no DNA da célula
do hospedeiro. Ela atua em reacgles
altamente especificas, necessdrias para o
processo de integra(;éo.9

Do ponto de vista mecanistico e
estrutural, a integrase pertence a uma familia
diversificada de polinucleotidil-transferases,
que inclui enzimas como a RNaseH (que
constitui um dos dominios da transcriptase
reversa) e as tranposases originadas de
Tn5."%" As transposases sdao enzimas que
mediam o processo de transposicdo do DNA,
onde estes fragmentos movimentam-se
livremente pelo genoma.™

A enzima integrase possui 288
aminodcidos codificados pelo gene pol do
HIV-1, sendo composta por trés dominios
funcionais: N-terminal, catalitico e C-
terminal.®®

Santos, M. L. A. et al.

O dominio N-terminal é formado pelos
aminoacidos 1 até 50 e a sua estrutura
monomérica consiste em quatro hélices-a
estabilizadas pelo cation Zn*, coordenado
pelos residuos H12, H16, C40 e C43.8 Esta
regido é conhecida como “HHCC zinc-binding
motif’ e seu papel primario é facilitar a
multimerizacdo da integrase e de seus
contatos extensivos com mondmeros de
nticleos cataliticos adjacentes.™

7

O dominio catalitico é constituido pelos
aminodcidos 51 até 212, no qual estd
presente a triade catalitica (D64, D116 e
E152), além do sitio de ligagdo do DNA viral.™
Estruturalmente, este dominio consiste em
uma mistura de seis hélices-a e cinco folhas-
B."* Os residuos que formam o sitio ativo
apresentam grupos carboxilato carregados
negativamente coordenados com dois ions

metélicos Mg”*.*"**

Finalmente, os aminoacidos 213 até 288
formam o dominio C-terminal, que se liga ao
DNA do hospedeiro de forma inespecifica.™
Um mondémero deste dominio é formado por
cinco folhas-B arranjadas de maneira
antiparalela, formando uma espécie de barril
(em inglés, “B-barrel”).® A Figura 1 é uma
representacdo  esquemadtica dos  trés
dominios da enzima HIV integrase.

[ Multimerizagdo

Coordenagdo com Zn*?: H12 H16 C40 Cdﬂ

‘ Ligacdo ao DNA n3o especifica

I

NH, ; . ] COOH
N-terminal Catalitico C-terminal

1 50 51

212 213 288

Catalise: coordenagdo com Mg*?

Triade catalitica: D64 D116 E152
Ligacdo ao DNA

Figura 1. Representacdo esquemadtica dos dominios estruturais da enzima HIV integrasse
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A integrase catalisa reagdes de
substituicdo nucleofilica do tipo SN2, com
auxilio de cofatores, que sdo cations
metélicos divalentes (Mg**)."° Inicialmente,
ocorre a hidrélise do grupo fosfato de um
acido nucleico, resultando na formacdo do
produto 3’-OH. Dois ions metalicos auxiliam a
reacdo em diferentes regides, sendo que um
dos ions auxilia no posicionamento e ativa¢do
do nucledfilo, enquanto o outro estabiliza o
estado de transigdo e o grupo de saida.™

A atuacdo da integrase pode ser dividida
em trés etapas: processamento do DNA viral
por clivagem do nucleotideo do terminal-3’,
formacdo do complexo de pré-integracdo e
transferéncia de cadeia, quando o DNA viral é
inserido no DNA da célula do hospedeiro.®

A integracdao ocorre, inicialmente, no
citoplasma. Apds a conversdao do RNA viral
em DNA, este passara pelo processamento 3’,
sendo esta a primeira reacdo deste processo.
A integrase reune sequéncias especificas
dentro de regides de repeticGes terminais
longas (long terminal repeat, LTR) em cada
regido final da fita de DNA viral.’ Ocorre uma
clivagem sitio-especifica de dois nucleotideos
de cada extremidade 3’, dando origem a um
DNA processado com o final CAOH-3'. O
grupo hidroxila do terminal 3’-OH serd o
nucledfilo que a integrase necessita para a
reacdo de transferéncia de cadeia, que
ocorre apds a entrada do complexo de pré-
integracdo no nucleo.” Essa reagdo consiste
na jun¢do das terminagdes 3’-OH do DNA
viral com 5’-fosfato do DNA do hospedeiro,
seguida de etapas de reparac3o e ligagdo.'” O
processamento inicial faz com que as fitas se

Vo

liguem  covalentemente.®  Tanto o
processamento 3’, quanto a transferéncia de
cadeia, dependem de ions metdlicos
divalentes que funcionam como cofatores."’

O processo de integracdo ocorre no
intassomo, que é um complexo nucleo-
proteico composto pela integrase associada
ao DNA viral.” Nele est3o presentes dimeros
da enzima integrase, nos quais apenas uma
subunidade de cada dimero se liga a uma
regido final de DNA viral.'> O DNA do
hospedeiro ou DNA alvo acomoda-se entre os
sitios ativos no interior do intassomo. Este
fato provoca uma tor¢cdo no DNA do
hospedeiro, que permite que os sitios ativos
tenham acesso as ligacoes fosfodiéster do
DNA alvo.”

Os ions metalicos, que estdo coordenados
aos residuos de D e E, ativam o nucledfilo 3’-
OH e desestabilizam as ligacdes fosfodiéster,
durante a transferéncia de cadeia, facilitando
a reacdo.! O nucledfilo ataca as ligagdes
fosfodiéster, que estdo em fitas opostas do
DNA alvo, resultando numa
transesterificacdo e subsequente fusdo das
regibes finais 3’ dos DNAs do virus e do
hospedeiro.”® O esquema da Figura 2 é um
resumo das duas etapas do processo de
integracao.

A andlise da atuac¢do da enzima integrase
mostra que ela representa um importante
alvo para a pesquisa e desenvolvimento de
novos antirretrovirais, visto que sua principal
vantagem é n3do apresentar nenhum
homédlogo celular em humanos, que
possibilita o desenvolvimento de farmacos
potencialmente mais especificos.’
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Processamento 3’ - Citoplasma
5 ¥
CA-GT
GT-CA
l DNA viral
5 3
CA-OH
GT-CA
Transferéncia de cadeia — Nucleo
SN,
5 3 o By
CA-OH —>» PO,
GT-CA
DNA viral @ DNA hospedeiro
5 3

DNA hibrido

Figura 2. Esquema das etapas de processamento do terminal-3’ e de transferéncia de cadeia
do processo de integracgdo catalisado pela enzima integrase (IN) do HIV-1

4. Inibidores de Integrase

Os inibidores da integrase sao uma nova
classe de farmacos anti-HIV, apresentando
baixa toxicidade em relagdo a outros
farmacos, como o efavirenz (inibidor nao-
nucleosideo da transcriptase reversa), que
promove efeitos téxicos no sistema nervoso
central, e aos inibidores da protease, que
causam reagoes gastrointestinais
indesejadas.”*

razoes que fazem dos
integrase uma classe

Algumas das
inibidores da

promissora no tratamento da infecgdo por
HIV, sdo: (i) atuagdo num alvo novo, a
integrase, que inibe a etapa de transferéncia
de cadeia do DNA viral para o DNA do
hospedeiro, deslocando o DNA viral do sitio
ativo; (ii) atividade contra cepas de HIV-1
resistentes aos inibidores da transcriptase
reversa e da protease; (iii) as células de
mamiferos ndo  apresentam  enzimas
integrase, o que torna essa classe altamente
especifica contra o virus e, portanto, de baixa
toxicidade.™

Os primeiros compostos inibidores de
integrase descobertos apresentam trés
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componentes estruturais importantes: (i) um
grupo B-dicetodcido, (ii) um anel aromatico
ou heteroaromatico e (iii) um grupo
carboxila, que pode ser substituido por um
bioiséstero  (Figura 3).”> Esses grupos
farmacoféricos  estdo  envolvidos  na
complexacdo de um ou de ambos os ions
magnésio, bloqueando o estado de transicao

Vq

da formacgao do complexo entre o DNA viral e
a integrase pela competicdo com o DNA do
hospedeiro.”” Consequentemente, diversas
pesquisas foram realizadas com o objetivo de
desenvolver novos compostos capazes de
complexar ambos os ions magnésio,
resultando em derivados novos e mais
potentes.”

Aril
ou
heteroaril

Carboxilato
ou
bioisésteros

Figura 3. Grupos farmacoféricos dos B-diceto-acidos

4.1. Inibidores de

clinico

integrase em uso

Desde que esta enzima se tornou um
possivel alvo terapéutico, varios compostos
apresentaram atividade inibitéria in vitro
sobre a mesma, porém, poucos passaram
para a fase de testes clinicos. Entre eles
destaca-se o raltegravir (1, Figura 4) que foi o
primeiro inibidor de integrase aprovado pela
agéncia que regulamenta medicamentos nos
Estados Unidos (em inglés, U. S. Food and
Drug Administration, FDA) para o tratamento
de HIV/AIDS, em outubro de 2007.%

Os outros farmacos dessa classe sdo o
elvitegravir (2, Figura 4) e o dolutegravir (3,
Figura 4). O elvitegravir foi aprovado pelo
FDA, em 2012, como um dos componentes
do Stribild®, composto também pelos
antirretrovirais elvitegravir, emtricitabina,
tenofovir e cobicistat.?* Em agosto de 2013, o
dolutegravir foi aprovado pelo FDA.**

4.1.1. Raltegravir

O raltegravir apresenta em sua estrutura
um anel central pirimidinona e nas
extremidades dois anéis aromaticos (um
oxadiazol e uma fenila). Essas trés unidades
aromaticas sdo unidas por  grupos
espacadores amida. E comercializado como
um sal de potdssio e sua nomenclatura IUPAC
é N-[(4-fldor-fenil)-metil]-1,6-di-hidro-5-
hidroxi-1-metil-2-[1-metil-1-[[(5-metil-1,3,4-
oxadiazol-2-il)-carbonil]-amino]-etil]-6-oxo0-4-
pirimidino-carboxamida. Sua férmula quimica
é CyoH,0FKNgOs e seu peso molecular (PM) é
482,51 g/mol.”

No Brasil, apenas o raltegravir esta
disponivel para uso clinico. Em setembro de
2008, ele foi indicado pelo Comité Assessor
para Terapia Antirretroviral em Adultos
Infectados pelo HIV para uso no Programa
Nacional de DST/AIDS. Desta forma, no inicio
do ano de 2009 o raltegravir comecgou a ser
distribuido pelo Sistema Unico de Saude
(Sus).”®
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Figura 4. Estruturas quimicas dos farmacos inibidores da integrase raltegravir (1), elvitegravir
(2) e dolutegravir (3)

De acordo com a Nota Técnica n2 307 de
2008, emitida pelo Ministério da Saude (MS),
o raltegravir deve ser utilizado apenas em
pacientes que apresentaram quadro de falha
viroldgica. Além disso, pode ser incluido em
esquemas compostos por medicamentos das
trés classes de antirretrovirais que fazem
parte do coquetel disponivel no SUS, que sdo
os inibidores da transcriptase reversa e
protease.’®

O raltegravir e os demais farmacos dessa
classe inibem, preferencialmente, a
transferéncia de cadeia de DNA na etapa de
integracdo’ pela competicdo com o DNA do
hospedeiro.”’ Os inibidores da integrase
ligam-se no complexo integrase-DNA viral
(intassomo) e ndo possuem a capacidade de
se ligar & enzima na auséncia do DNA viral.'
Eles complexam os dois ions metdlicos
presentes no sitio ativo, reduzindo a
atividade enzimatica e também deslocam a
regidao final 3’-OH do DNA viral, que é o

nucledfilo na reacdo de transferéncia de
cadeia.” Além disso, ainda impedem que o
DNA do hospedeiro ligue-se ao intassomo.”’

Na Figura 5, utilizando como exemplo o
raltegravir, sdo destacados o0s grupos
farmacoféricos dos inibidores da integrase
gue complexam os ions metalicos do sitio
ativo. A regido A é a responsavel pela
coordenagdo aos dois fons metalicos.”® A
regido B é composta por um fragmento
hidrofébico, derivado de um extensivo
estudo de relacdo estrutura-atividade (em
inglés, Structure-Activity Relationship, SAR)
realizado por diversos grupos de pesquisa,
que concluiram que este deve ser um grupo
benzila.®® Este grupo é responsavel por
melhorar a afinidade e especificidade do
inibidor pelo intassomo.”” A regido C §,
comumente, muito flexivel e toleravel a
modificagdes estruturais para otimizagdo da
farmacocinética.”®
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Figura 5. Estrutura quimica do raltegravir, destacando os grupos farmacoféricos dos inibidores
da integrase. Os ions Mg** estdo presentes no sitio ativo da enzima e sdo complexados pelo
farmaco

4.1.2. Elvitegravir

A nomenclatura IUPAC do farmaco
elvitegravir é 6-[(3-cloro-2-fluor-fenil)metill-
1-[(2S)-1-hidréxi-3-metil-butan-2-il]-7-
metoéxi-4-oxo-1,4-di-hidroquinolina-3-acido
carboxilico. Sua férmula quimica é
Ca3H»3CIFNOs e seu PM é 447,88 g/mol.*®

Elvitegravir ¢ um monocetoacido que
apresenta alta especificidade e eficacia
contra a reagdo de transferéncia de cadeia,
comumICsp=7 nm.*!

No ano de 2012, foi aprovado pelo FDA o
Stribild®, um medicamento que combina dois
farmacos ja utilizados na terapéutica,
emtricitabina (4, Figura 6) e tenofovir (5,
Figura 6) (ambos inibidores da transcriptase
reversa, aprovados em 2004, e
comercializados como Truvada®) e mais dois
farmacos novos, elvitegravir (2, Figura 4) (um
inibidor da integrase) e cobicistat (6, Figura 6)
(um inibidor da CYP3A, enzima que
metaboliza farmacos anti-HIV, que é utilizado
para prolongar o efeito do elvitegravir).** Este
medicamento foi desenvolvido para ser
administrado uma vez ao dia, simplificando o
tratamento, sendo um beneficio para os

pacientes.”® Na Figura 6 est3o as estruturas
quimicas dos farmacos que compdem o
Stribild®.

A estrutura do elvitegravir (2) é mostrada
na Figura 4.

4.1.3. Dolutegravir

O dolutegravir, (3S,7R)-N-[(2,4-difluor-
fenil)-metil]-11-hidréxi-7-metil-12-oxo-4-oxa-
1,8-diazatriciclo[8.4.0.0{3,8}]tetradeca-10,13-
dieno-13-carboxamida, possui formula
guimica de CyH,;F;N3;0, e PM de 405,395
g/mol.*

Foi observado em ensaios enzimaticos que
dolutegravir inibe preferencialmente a
reacdo de transferéncia de cadeia,
apresentando valor de IG5, = 2,7 nM.*
Demonstrou eficdcia contra clones virais
resistentes a raltegravir e elvitegravir, assim
como contra cepas isoladas de HIV-1 e HIV-
2.32

Seu tempo de meia-vida plasmatica de
aproximadamente 14h, permite que a
administracdo de apenas uma dose didria
seja suficiente para sua ag3o farmacoldgica.*
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Figura 6. Estruturas quimicas dos componentes do Stribild®: emtricitabina (4), tenofovir (5) e
cobicistat (6)

4.2. Inibidores da
desenvolvimento

integrase em

Como relatado anteriormente, apesar de
ser um alvo recente, ja existem mecanismos
de resisténcia que diminuem a
suscetibilidade da integrase aos seus
inibidores. Além disso, até o momento, ha
apenas dois farmacos aprovados pelo FDA.
Nesse contexto, surge a necessidade de se
estudar novos compostos quimicos com ag¢ado
inibidora sobre a integrase.

Nos ultimos anos, muitos grupos de
pesquisa tém se dedicado a esse tema, com
um grande numero de artigos sendo
publicados a cada més. Uma pesquisa
realizada na base de dados Web of Science
utilizando os descritores “integrase HIV” e
“inhibitor” como tdpicos, delimitando o
intervalo de tempo entre 2003 e 2013,
resultou em 1344 artigos publicados em
diversas revistas cientificas. Devido ao
volume de dados envolvendo a integrase,
nosso trabalho se restringiu aos ultimos cinco
anos de pesquisa, selecionando apenas trés
classes promissoras: 8-hidroxiquinolinas,

carbamoil-piridonas e derivados azainddis do
acido hidroxamico.

4.2.1. Classe das 8-hidroxiquinolinas

Publicada no trabalho de Serrao e
colaboradores em 2013,** a classe das 8-
hidroxiquinolinas prop&e a inovacgao de inibir
a interacdo da integrase com a proteina
LEDGF/p75 (“lens epithelium-derived growth
factor/p75”) de forma alostérica.>® Essa
proteina é encontrada na célula do
hospedeiro e funciona como um importante
cofator da replicagdo viral, exercendo papel
fundamental na intera¢do da integrase com o
cromossomo do hospedeiro, estimulando a
integracdo concertada do DNA viral.>>*® Apds
o processamento do terminal-3’ do DNA viral,
a integrase permanece ligada a cada uma
dessas regibes finais, formando o complexo
de pré-integracdo. A integrase liga-se, entdo,
a proteina LEDGF/p75, que ird transportar o
complexo até o nucleo onde ocorre a
transferéncia de cadeia.”

Essa classe foi planejada empregando a
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técnica de desenvolvimento de farmacos
baseada em fragmentos (em inglés,
Fragment-Based Drug Design, FBDD), que se
tornou um complemento popular da
tradicional triagem de alta produtividade (em
inglés, High-Throughput Screening, HTS).>*

A quinolina foi identificada como grupo
farmacoférico dessa classe, devido a sua

@

OH
7

Vo

presenca em varios farmacos aprovados pelo
FDA, como os antiprotozoarios mefloquina e
cloroquina, aliado ao fato da exploracdo de
guinolonas no desenvolvimento de inibidores
da integrase nos ultimos dez anos. ** Os
compostos 7 (ICso = 0,4 uM) e 8 (ICso = 0,8
KUM) sdo os dois mais ativos da classe das 8-
hidroxiquinolinas (Figura 7).

H3C\N/\

OH
8

Figura 7. Estruturas quimicas dos compostos mais ativos da classe das 8-hidroxiquinolinas

Nos ultimos dez anos, também foi
observado um crescimento da exploragédo de
quinolonas como inibidores da integrase,*
devido a este nucleo estar presente na
estrutura do elvitegravir.

Jin e colaboradores publicaram, em 2006,
uma classe de andlogos triciclicos de
pirroloquinolinas.®’ O nucleo triciclico é
formado pela jungdo de um anel pirrol a uma

9

8-hidroxiquinolina. O anel pirrol é
proveniente da ciclizacdo do grupo funcional
amida, ligado a 8-hidroxiquinolina, mantendo
a conformacdo ativa, que é distinta da mais
estdvel. Esta modificacdo levou a uma
diminuicdo do ICsq de 2.000 nM (9, Figura 8)
para 70 nM (10, Figura 8).*” Atuam na inibicdo
da reacdo de transferéncia de cadeia,
complexando com os ions magnésio.>’

F
O OH
OH
H N
_— N =
10

Figura 8. Estruturas quimicas de uma 8-hidroxiquinolina contendo uma amida na cadeia lateral
e um analogo triciclico de pirroloquinolina

4.2.2. Classe das carbamoil-piridonas

O planejamento racional das carbamoil-
piridonas como inibidores de integrase
mostrou que esta classe de compostos pode
atuar como agentes complexantes dos dois

jons Mg, e ampliar o grupo aromatico da
regido hidrofébica comum aos inibidores da
integrase. Dessa forma, o composto bioativo
impediria a catdlise e a estabilizagdo do
intermediario da reagao de
transesterificacdo, resultando na insergao do
DNA viral no DNA do hospedeiro.?
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Para o desenvolvimento destes
compostos, buscou-se realizar modificagGes
na regidao hidrofébica (Regido B, Figura 5),
que constitui um dos importantes grupos
farmacoféricos dos inibidores da integrase.
Eles estudaram o efeito estérico provocado
por diferentes anéis arila, associando ao
impacto causado a poténcia.”®

Posteriormente, foi analisada a
propriedade complexante que um bom
inibidor deveria possuir. Sabe-se que o
dominio catalitico da integrase possui dois
jons Mg”* que é um é&cido duro. Em
decorréncia disso, foi selecionado entre trés
fragmentos com propriedades complexantes
contendo oxigénio e nitrogénio, um com
oxigénio, pois é uma base mais dura do que o
nitrogénio e, portanto, irda complexar com o

O

/@/\N
H
F 07

Mg

20 O
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fon magnésio no sitio ativo de forma mais
eficaz. Além disso, a escolha do oxigénio
proporciona uma série de beneficios
adicionais, como a redugdo de potenciais
efeitos adversos, causados por ligacGes
inespecificas com metais moles, que podem
ser utilizados em outras fungdes bioldgicas
do corpo humano.?

Recentemente, Kawasuji e colaboradores
sintetizaram e avaliaram a atividade bioldgica
do composto 11 (IC5p = 1,6 nM), pertencente
a classe das carbamoil-piridonas, como um
promissor inibidor de integrase.® A Figura 9 é
uma representacdo grafica do provavel modo
de interacdo dos compostos dessa classe com
os ions metdlicos presentes no sitio ativo da
integrase.

/N/\

N
= | \/\O/

’

\M/92+

Figura 9. Representa¢do esquematica do provdvel modo de interagao das carbamoil-piridonas
com os ions metdlicos no sitio ativo da integrase

Um trabalho mais recente do mesmo
grupo revelou que o derivado citado acima
ndo era totalmente eficiente contra cepas
mutadas. A introducdo de um grupo hidroxila
no anel piperazinona saturado levou a um

significante aumento da poténcia, mas houve
problemas para o controle da estereoquimica
durante a sintese. A solugao para estabilizar
este grupo foi a introducdo de um sistema
triciclico (12, Figura 10).*

O
\O
/ "
/©/\N /N/\N\j
F (@]

OH O

Figura 10. Carbamoil piridona com sistema triciclico

4.2.3. Classe dos derivados azaindodis do
dcido hidroxdmico

Os compostos derivados do acido
hidroxamico foram descritos, inicialmente,
por Plewe e colaboradores (2009) e,
posteriormente, pelo mesmo grupo de
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pesquisa em outros dois trabalhos.”*>*

A génese da série teve inicio com a
triagem de oito acidos carboxilicos azainddis,
empregando um ensaio enzimatico chamado
Integrase Strand-Transfer Scintillation
Proximity Assay (SPA), que utiliza uma
pequena esfera como superficie sélida (SPA
bead). Esta esfera tem a capacidade de emitir
luz quando moléculas radioativadas estdo
ligadas na sua superficie.” O método
consiste, primeiramente, na incubacdo da
integrase com o DNA viral, chamado de DNA
doador, ocorrendo a formacdao do complexo
integrase-DNA viral que é aderido a

Vo

superficie da esfera. Em seguida, adiciona-se
o DNA do hospedeiro, chamado de DNA alvo,
gque recebe um pré-tratamento com um
isotopo, podendo ser o tritio (3H). O DNA alvo
tritiado é adicionado a mistura de reacdo e
incubado novamente. A atividade enzimatica
é quantificada por um programa que detecta
a emissdo de luz. Se houver reacdo de
transferéncia de cadeia, havera emissdo de
luz e vice-versa. A avaliagdo por este método
revelou que o derivado mais potente é o
composto 13 (ICsq = 2,9 nM), cuja estrutura
quimica esta representada na Figura 11.2*°

Figura 11. Estrutura do derivado mais potente da classe dos derivados azainddis do acido
hidroxamico

Conhecendo a capacidade dos 4acidos
hidroxamicos de complexar com ions
metadlicos, foi realizada a substituicdo da
fungdo acido carboxilico dos acidos azaindois
pela fungdo acido hidroxamico. Dessa forma,
os compostos originais, capazes de
complexar com apenas um ion metalico,

_ N~\|\}|gz+

tornaram-se derivados capazes de complexar
com dois ions metalicos simultaneamente,
como representado na Figura 8.% Este fato
foi de extrema importancia para o
desenvolvimento desses compostos, visto
gue o sitio ativo da integrase possui dois ions
metalicos.

Figura 12. Substituicdo do acido carboxilico por acido hidroxamico

Um estudo de Sangeetha e colaboradores
concluiu que o grupo fluorobenzeno e a
ciclizacdo do grupo 4cido hidroxdmico que
complexa com os ions metalicos, sdo os
responsaveis pela inibicdo enzimatica efetiva
apresentada por esta classe.*

5. Resisténcia aos inibidores da
integrase

A maioria dos farmacos inibidores de
integrase tem sido desenvolvida com o
objetivo de impedir a interacao da integrase
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com o DNA do hospedeiro, contudo, nos
ultimos anos, varios casos de resisténcia tém
sido descritos.”” O desenvolvimento de
resisténcia ao raltegravir esta relacionado a
mutacées na integrase localizadas no
dominio catalitico, que ocasionam reducdo
da acdo da enzima.”” Uma alternativa para
minimizar  este  problema seria o
desenvolvimento de inibidores  que
impedissem a entrada da integrase no nucleo
da célula do hospedeiro.*

Além disso, dados oriundos das avalia¢des
clinicas indicam que as muta¢des Y143C(R),
Q148H(R)(K) ou N155H na integrase (Figura
10), associadas a mutacOes secundarias,
podem resultar em resisténcia ao
raltegravir.* Os residuos Q148 e N155 estdo

Santos, M. L. A. et al.

localizados, estrategicamente, no centro do
sitio catalitico, proximos aos trés residuos
acidos presentes neste sitio, e Q148 interage
com a regido terminal-5’ do DNA viral.*
Desta forma, estas mutagbes (Q1l48H e
N155H) sdo responsaveis por provocar
mudancas conformacionais no sitio catalitico
gue levam ao aumento da energia de ligacdo
dos farmacos inibidores de integrase.* Outro
ponto de mutacdo, Y143, afeta diretamente a
ligacdo do raltegravir, pois este residuo
interage com o farmaco via interagao do tipo
empilhamento n-m  (pi-stacking).  Esta

interacao ocorre entre os anéis aromaticos
da tirosina (fenol) e do raltegravir (anel 1,3,4-
oxadiazol).*®

Figura 13. Estrutura 3D do dominio catalitico da integrase onde estdo destacados os
aminodacidos relacionados a resisténcia aos farmacos inibidores (em rosa) e os aminoacidos
que fazem parte da triade catalitica (em vermelho). As esferas verdes representam os ions

Mg?*

Acredita-se que a mutacdo do residuo
Q148, a mais frequente, interage com a
adenosina terminal e a citosina pré-terminal
da fita de DNA viral, diminuindo a
suscetibilidade aos farmacos inibidores de
integrase e também a atividade da propria
enzima.” A segunda mutacdo mais comum,
N155H, interfere diretamente na ligacdo da
integrase com os ions metdlicos, visto que
N115 estd localizado na base do sitio ativo e

realiza uma interacdo do tipo
hidrogénio com o aminoacido E152.%

ligacao

A ocorréncia de mutacbes que levam a
resisténcia ao raltegravir pode estar
associada aos altos niveis basais de RNA viral
no plasma. Este fato pode ser evidenciado
pelo grande numero dessas mutacbes em
populacdes de virus encontradas em
pacientes que possuem alta carga viral.*
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Um estudo clinico realizado por Hatano e
colaboradores em 79 pacientes tratados com
inibidores de integrase, 73 usando raltegravir
e 6 com elvitegravir, ratifica que as mutagGes
associadas a resisténcia aos inibidores de
integrase de maior ocorréncia  sao
Q148H/K/R, N155H e Y143R/H/C. Também
foi observado que, entre os 29 individuos que
apresentaram resisténcia, esta apareceu de
forma gradual. Outro ponto importante é que
mesmo com a reducdo da suscetibilidade aos
farmacos, todos apresentaram diminuicdo da
capacidade replicativa do virus. Isto mostra
gue a terapia com este inibidores pode
conferir algum beneficio num regime de
tratamento que promove a supressdo parcial
da replicacdo viral.’

Outro dado interessante é que as
mutacdes associadas ao uso do raltegravir,
N155H e Q148H, podem conferir resisténcia
cruzada para o elvitegravir;> mas as
mutacgoes E92Q e T66I, observadas com o uso
do elvitegravir, ndo conferem resisténcia
cruzada para o raltegravir.”

As mutagdes conhecidas para o raltegravir
também  foram observadas para o
elvitegravir, tanto em cultura quanto nos
pacientes. Isto impede sua utilizacdo para a
maioria dos virus resistentes ao raltegravir.
Alguns estudos demonstraram que apenas
Y143C é suscetivel ao elvitegravir.*

O dolutegravir tem apresentado potente
atividade in vitro contra cepas de virus
resistentes ao raltegravir.** Embora nenhum
dado sobre o aparecimento de resisténcia in
vivo  tenha sido relatado, alguns
experimentos in vitro demonstraram que as
mutagdes L1011, T124A e S153FY conferem
resisténcia limitada ao dolutegravir.*®

6. Conclusoes

A inibicdo da enzima integrase como alvo
no combate ao virus HIV mostra-se
promissora, uma vez que pode ser util no
tratamento de pacientes que apresentam
resisténcia aos inibidores da transcriptase
reversa e da protease, classes muito

Vo

exploradas nos ultimos anos. A existéncia de
apenas trés fadrmacos aprovados pelo FDA e a
resisténcia as terapias atualmente utilizadas,
sdo fatores que estimulam a pesquisa e o
desenvolvimento de novos farmacos dessa
classe.

Além disso, a integracdo é uma etapa
complexa do ciclo de replicacdo viral e novos
detalhes desse processo tém sido elucidados
regularmente. Logo, este novo alvo merece
atengdo especial, uma vez que pode ser a
chave para uma inibicao eficaz da replicacao
do virus HIV.
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