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HIV-INTEGRASE INHIBITORS: POTENTIAL PHARMACOLOGICAL APPROACH FOR AIDS THERAPY. AIDS has the HIV
as its etiological agent. Researches has been done to find new pharmacological agents to be used in therapy, because of problems

of resistance and side effects. The HIV-integrase inhibitors are some of those new agents that are being studied. This updating

focusses on the fundamental information about HIV and HIV-integrase and the main methods being used to develop these new

drugs, with examples for each case.
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INTRODUCAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) ¢ uma do-
en¢a pandémica que tem como agente etiolégico o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), um retrovirus (virus que contém
RNA, sendo este material convertido em DNA no interior da célula
do hospedeiro)'.

No mundo inteiro, estima-se que 33,4 milhdes de pessoas es-
tdo contaminadas com o virus HIV. Na Africa subsaariana, a AIDS
¢é a principal causa de mortes, sendo que a expectativa de vida nes-
tes paises caiu de 62 para 47 anos, segundo a UNAIDS?>3.

No Brasil, de 1980 até dezembro de 2002, foram registrados
257.771 casos da doenca, com 113.840 6bitos conhecidos. Através
de inquéritos sorolégicos realizados pelo Ministério da Sadde, es-
tima-se a existéncia de 536.000 brasileiros infectados pelo HIV'.

E relevante ressaltar trés grandes fases na evoluciio desta epi-
demia: 1 — uma fase inicial, caracterizada pela infeccdo entre ho-
mens que fazem sexo com outros homens, e por um nivel de esco-
laridade alto dos pacientes; 2 — uma segunda fase, caracterizada
pelo incremento de casos devido a transmissdo por uso de drogas
injetdveis, como a conseqiiente diminuicdo do grupo etdrio e
maior disseminacgio entre individuos heterossexuais; 3 — terceira e
atual fase, quando se acentua a tendéncia de disseminag@o entre os
heterossexuais, principalmente as mulheres’.

Esta ultima observac¢do merece destaque, ja que tem sido rela-
tada em vdrios paises uma “feminiza¢ao” da epidemia de AIDS.
Quanto a distribui¢do dos casos segundo faixa etdria, observou-se
na ultima década um “envelhecimento” da mesma, com aumento
persistente de importancia das faixas etdrias acima de 35 anos, em
ambos os sexos. Destacaram-se as faixas entre 35 a 39 e 40 a 49
anos, com aumento da incidéncia entre as mulheres (6,5 homens
para 1 mulher, em média, na década de 80, para 1,7 homens para 1
mulher em 2001)*.

*e-mail: ebmelo@unioeste.br

Com relag@o a letalidade, observa-se uma queda entre homens
e mulheres, maiores ou menores de 13 anos, em meados da década
de 90, principalmente entre 1996 e 1997, periodo que coincide com
a garantia de acesso ao tratamento anti-retroviral de alta eficdcia
(HAART), conhecido como coquetel de drogas®.

No Brasil, a Lei 9113/96 garantiu a todos os individuos o aces-
so, livre de custos, ao coquetel de drogas®. Introduzido em 1996,
este € uma combina¢@o de farmacos capazes de inibir duas etapas
da replicagdo viral, podendo diminuir em até 100 vezes o ritmo de
produgdo do virus em comparagdo com as monoterapias utilizadas
até entdo’. Dependendo do estado e da idade do paciente®, este
pode ser composto por dois ou mais medicamentos diferentes das
seguintes classes: (i) inibidores de transcriptase reversa nucleosideo-
nucleotideo (ITRN) (Figura 1); (ii) inibidores da transcriptase
reversa ndo-nucleosideo (ITRNN) (Figura 2); (iii) inibidores de
protease (IP) (Figura 3) e, mais recentemente, (iv) os inibidores da
fusdo (IP)"$, sendo que este ultimo foi recentemente liberado para
venda no Brasil.

Mesmo com o surgimento desta terapia, que diminui as parti-
culas virais a niveis indetectdveis, o virus persiste em reservatorios
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Figura 1. Inibidores da transcriptase reversa nucelosideo-nucleotideo (ITRN).
Adaptado da ref. 7
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Figura 2. Inibidores da transcriptase reversa ndao-nucleosideo (ITRNN).
Adaptado da ref. 7
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Figura 3. Inibidores da protease (IP). Adaptado da ref. 7

no organismo, como linfécitos T adormecidos. O surgimento e a
velocidade de aparecimento de cepas resistentes a diferentes com-
binacdes de farmacos disponiveis no mercado também ¢ um fator
limitante'"* .

Porém, um dos fatores que torna ainda mais dificil a terapia
anti-HIV € a alta incidéncia de efeitos colaterais causados pelos
farmacos atualmente disponiveis. Estudos realizados por Ligani Jr.
e colaboradores'® mostraram ser esta a principal causa de falhas na
aderéncia a terapia anti-retroviral (20,5%), caracterizando-se prin-
cipalmente por vOmitos, diarréias, nduseas e dores abdominais, além
de dores de cabega e, até mesmo, alteracdes da coloragdo da pele.

Tudo isto fomenta uma grande necessidade de descoberta e/ou
desenvolvimento de novos e eficientes formacos que atuem sobre a
transcriptase reversa (TR), sobre a protease (PR) e em outros pon-
tos do ciclo de replicagdo viral'’? . Todas as etapas de replicagdo
viral anteriormente mencionadas sdo importantes para o desenvol-
vimento de farmacos anti-HIV. No entanto, o grande desafio € des-
cobrir possiveis alvos que efetivamente interrompam o ciclo do
virus, sem causar dano a célula normal’.

Morfologia do virus HIV

As estruturas morfoldgicas dos virus HIV tipo 1 e 2 incluem
proteinas estruturais e funcionais e um genoma de RNA protegidos
pelo envelope viral. O envelope € constituido por uma bicamada
lipidica e contém uma proteina complexa, conhecida como env.
Esta proteina € constituida pelas glicoproteinas gp41, transmem-
brana e gp120, exposta a camada externa do envelope'’.

Na face interior o HIV possui a proteina viral denominada p17
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(matriz) e, envolvido por esta proteina, estd o capsideo composto
pela p24. Na parte mais interna encontram-se os elementos mais
importantes: dois filamentos simples de RNA, a proteina p7
(nucleocapsideo) e trés enzimas essenciais, pS1 (transcriptase
reversa), pl1 (protease) e p31 (integrase)"'? (Figura 4).

Transcriplase reversa

Bicamada
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Figura 4. Estrutura do HIV. Adaptado da ref. 4

Cerca de 11 genes codificam a sintese de proteinas estruturais

e reguladoras (Figura 5):

*  Gene env codifica a sintese das proteinas do envelope do virus,
ou seja, gpl60, que se cinde posteriormente gerando gpl20 e
gp4l.

* Gene gag, gene do antigeno do grupo, que codifica a sintese
das proteinas da regido central do virus, ou seja, p55, que pos-
teriormente se cinde em p24 e pl7.

* Gene pol, que codifica enzimas que atuam na replicagdo viral,
ou seja, pll, p32 e p51.

e Gene tat, responsdvel pela transativacdo de sinais recebidos
pela célula infectada e passados ao genoma viral.

* Gene rev, responsédvel pela regulacdo da sintese de proteinas
virais, isto €, regula a proporcdo de producio de proteinas re-
guladoras em relacdo as estruturais.

* Gene nef, regula negativamente a sintese de protefnas virais.

* Gene vif, conhecido como fator de viruléncia, sua presenca
parece estar associada a maior infectividade viral.

e Segmento RTL, ou “Repeticdo Terminal Longa”, onde se situ-
am vdrias proteinas reguladoras do ciclo bioldgico viral®.

e Gene vpu®, que codifica proteina de mesmo nome, e que tem
como funcgdo degradar novos receptores CD4, que sdo forma-
dos pela célula infectada, e diminui a formagdo de proteinas de
superficie celular da classe MHC I, que estdo envolvidos no
reconhecimento das células infectadas por linfécitos T
citotoxicos'.

e Genes vpx e vpr, cujas fungdes ainda ndo estdo estabelecidas'®.
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Figura 5. Organizagdo genética dos virus HIV-1 e HIV-2. Adaptado da ref. 4
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O ciclo replicativo do HIV (Figura 6) ocorre no interior do
linfécito T e € constituido de vdrias etapas, cada uma um alvo po-
tencial para desenvolvimento de estratégias terapéuticas contra
a AIDS'3, Uma revisdo dos processos que ocorrem durante este
ciclo pode ser encontrada na referéncia 1.

Figura 6. Ciclo replicativo do HIV. Adaptado das refs. 4 e 7. 1: adsor¢do/
fusao; 2: desencapeamento; 3: transcri¢do reversa; 4: formagdo do complexo
DNA viral/integrase; 5: integragdo; 6: sintese do RNA viral genomico; 7:
sintese do RNAm viral; 8: tradugdo das proteinas virais: 9: montagem; 10:
brotamento; 11: matura¢do

Um dos possiveis novos alvos terapéuticos que tém sido estu-
dados € a enzima HIV-integrase (IN), uma das trés enzimas virais
necessdrias para replicagdo do virus HIV (Etapa 4, Figura 3)'*'¢, ¢
que recebeu pouca atengdo até 0 momento, em comparagdo com a
TR e PR". Este trabalho busca apresentar esta potencial aborda-
gem farmacoldgica para o tratamento da AIDS e os métodos que
estdo sendo utilizados para desenvolvimento desta classe de
farmacos, com destaque para planejamentos de farmacos auxilia-
do por computador.

A HIV-INTEGRASE

A enzima de 32 KDa HIV-IN ¢€ codificada pela terminagdo 3’
do gene viral pol, assim como a TR e PR, e € a tinica responsdvel
por inserir o DNA préviral no cromossomo-alvo do hospedeiro,
sendo essencial para a replicacdo viral'®!”. Este processo é media-
do pela IN tanto in vitro como in vivo®.

Uma das vantagens da HIV-IN € que ndo apresenta qualquer
homdlogo celular, o que auxiliaria no desenvolvimento de drogas
com menor indice de efeitos colaterais®. Além disso, a IN utiliza
um unico sitio ativo para acomodar duas diferentes configura-
¢des dos substratos de DNA (DNA hospedeiro e DNA prdviral).
Isto pode restringir a habilidade para desenvolvimento de resis-
téncia'?, j4 que estas enzimas sdo altamente conservadas nos
retrovirus'.

A HIV-1 IN € composta de uma cadeia polipeptidica simples
que se dobra em trés dominios funcionais e pertence a superfamilia
das polinucleotidil transferases*’. O dominio principal da HIV-1
IN (residuos 50-212) contém os sitios endonuclease e polinucleotidil
transferase, com trés residuos dcidos, D64 e D116 (aspartato), jun-
to com E152 (glutamato), sendo estes altamente conservados nesta
familia. Comumente designados como “DDE”!, estes residuos li-
gam-se a dois fons Mg** que sdo essenciais para a clivagem/forma-
¢do da ligagdo fosfodiéster'>*.

Os residuos 213 a 288 formam o dominio de ligacdo C-termi-
nal do DNA, que aparenta ter func¢do de ligar e orientar o DNA
préviral durante o processo de integrag@o’. A incorpora¢do do DNA
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proviral ao genoma do hospedeiro € um processo com varios pas-
sos e € essencial para a infeccao.

Inicialmente, a integrase forma um complexo estivel com re-
gides de repeticdo terminal longa (RTL) de seqiiéncias especificas
do DNA proviral dupla-hélice, previamente sintetizado pela TR.
Em seguida, ocorre o processamento endonucleolitico da termina-
¢do 3’ (reacdo de processamento 3’ - P3’ - ou passo da clivagem) de
ambas as fitas. Neste passo, a seqiiéncia dinucleotideo terminal
GT na seqiiéncia 5’-ACTG---CAGT-3" € clivada, formando duas
terminacdes --- CA-3’-OH. Origina-se, entdo, um DNA dupla-fita
onde ambas as terminacdes 5’ (---CA-5’) encontram-se desem-
parelhadas'>17:1,

O complexo de pré-integragdo (CPI), formado pelo DNA
proviral 3’ processado e pela HIV-IN, € transportado através da
membrana nuclear. A integracio com o DNA hospedeiro (rea¢ao
de transferéncia de fita - TF) também € realizada pela IN, onde
esta exerce sua fungdo catalitica final, cortando o DNA hospedeiro
e ligando covalentemente a terminacgdo ---CA-3’-OH do DNA
proviral a terminagdo fosfato-5" formada, dando origem a um pro-
duto de reacdo aberto. Em seguida ocorre uma reac@o de ligacio da
terminagdo ---CA-5’, com remog¢do de dois nucleotideos
desemparelhados da terminag@o 5’ do DNA préviral e reparagdo
dos espagos entre as seqiiéncias virais e do hospedeiro'>!"'*. Acre-
dita-se que a integrase se dissocia por si mesma do DNA e que o
reparo da falha entre a terminag@o 5° do DNA préviral e a termina-
¢do 3’ do DNA hospedeiro ocorre pela acdo de nucleotidio poli-
merases enddgenas do hospedeiro formando, assim, o prévirus ma-
duro’*?, Todo o processo € resumido graficamente da Figura 7.
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Figura 7. Resumo grdfico do processo de integracdo do DNA proviral ao
DNA hospedeiro. Baseado nos esquemas das refs. 15, 19 e 22

Ambas as fases 3P’ e TF representam reacdes de transeste-
rificagdo!"".

Apesar de diversos laboratérios e grupos de pesquisa estarem
trabalhando no desenvolvimento de inibidores da HIV-IN, ainda
ndo surgiu nenhum composto que possa efetivamente ser utilizado
na terapéutica'®. A falta de informagdes detalhadas sobre a interagdo
da IN com seus substratos tem dificultado a busca por inibidores
potentes e seletivos. Além disso, at€ 1999 ndo havia sido realizada
nenhuma determinacgio cristalogrifica de um agente inibidor
complexado ao sitio-ativo desta enzima, o que foi resolvido por
Goldur e colaboradores® que realizaram uma determinagéo crista-
logréfica desta enzima ligada ao inibidor SCITEP (1) (Figura 8),
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sendo este hoje considerado um composto-protdtipo para a pesqui-
sa de novos potenciais agentes desta classe.

Cl

Figura 8. Estrutura do complexo cristalogrdfico SCITEP (1) e HIV-IN. Este
complexo apresenta trés subunidades idénticas, A, B e C. A regido expandida
apresenta o sitio onde 1 se complexou (face da subunidade A). Trés residuos
de aminodcidos e o dtomo de magnésio, os elementos essenciais para a
atividade catalitica da enzima, sdo apresentados. Adaptado das refs. 9 e 23

A falta de um equivalente celular, assim como ¢ uma vantagem
no que se refere a menores chances de ocorréncia de efeitos
colaterais, também pode ser considerada uma desvantagem, ji que
ndo existe um mediador endégeno cuja estrutura quimica possa ser
utilizada como protétipo, de forma semelhante ao que foi realiza-
do com a cimetidina, desenvolvida a partir da histamina® (Figura
9). As poucas pesquisas realizadas com retrovirus em anos anteri-
ores' também contribuiram para que ainda ndo estejam disponi-
veis farmacos inibidores da HIV-IN. Assim, esforcos no desenvol-
vimento destes agentes terapéuticos tém se baseado nos métodos
apresentados a seguir.

N N A~ ~
Cal= Iy (a1

N N ~
H H

Histamina Cimetidina
Figura 9. Estruturas da histamina (protétipo) e cimetidina (derivado).
Baseado em esquemas da ref. 24

Busca por compostos naturais bioativos

Compostos de origem natural podem ser utilizados como agen-
tes terapéuticos para uma grande gama de doengas. Estes também
podem tornar-se excelentes compostos-protétipos para desenvol-
vimento de derivados mais potentes ou com melhoria de alguma
propriedade bioldgica ou fisico-quimica que permita que sejam uti-
lizados como farmacos.

O grupamento catecol € um grupo quimico comumente encon-
trado em inibidores da IN, tanto naqueles de origem natural quanto
os de origem sintética. A curcumina (2), um bis-catecol, € isolada
de rizomas de Curcuma longa e € utilizada como tempero e corante
alimentar (curry)®, além de ser um potencial agente contraceptivo
local®, pois inibe a mobilidade dos espermatozéides. Este com-
posto, e derivados, como os apresentados na Figura 10, t€ém sido
estudados como potenciais agentes inibidores da HIV-IN*. O pré-
prio composto 2 apresenta fraca atividade inibidora do processo
TF (IC,; = 140 uM). Porém, outros produtos naturais diretamente
relacionados, e sem os grupamentos metoxila de 3 e 4, apresentam
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aumento da atividade. Quando estas metoxilas sdo substituidas por
grupamentos hidroxila, fornecendo via sintese o derivado 5, a ati-
vidade atinge o maximo®. Por outro lado, a reducdo dos grupa-
mentos vinilicos gerando o composto 6, praticamente elimina a
atividade. O acido rosmarinico (7), estruturalmente semelhante,
isolado de diversas plantas, como da Perilla frutescens, Rosmarinus
officinalis e Melissa officinalis®, também apresenta alto grau de
inibi¢do da fase TF*.

2R1eR3: OCH;;R2e¢R4: OH  ICy, = 140 uM
3RI: H; R3: OCH,; R2 e R4: OH ICy, =120 uM

4R1eR3:H;R2eR4: OH 1Cy, = 80 uM
5R1aR4: OH 1Cy)=3,1 M
H
H
HO Ok/\©:0
OH
7

1C5, =>300 uM IC5, = 4,0 uM

Figura 10. Compostos 2 a 7. Adaptado das refs. 27 e 28

Os compostos da classe dos dcidos dicafeoilquinicos 8 a 10
inibem a HIV-IN em concentragdes submicromoleculares®, sendo
esta inibigdo irreversivel®*. Estes compostos, isolados de plantas
medicinais encontradas na Bolivia’', e seu derivado sintético, o
acido L-chicérico (11), s@o potentes inibidores in vitro da IN. Es-
tudos realizados de quimioterapia combinada entre o dcido L-
chicorico (11), o ITRN AZT e o IP AG1350 mostraram melhora
substancial na atividade anti-HIV in vitro, mostrando que a inclu-
sdo de inibidores da integrase no coquetel de drogas pode melhorar
a terapéutica atualmente disponivel para AIDS*. Estes compostos
(Figura 11) apresentam inibi¢do da HIV-IN que varia de 0,06 a
0,66 pug/mL>.

HO. COOH on OH HO, ,COOH
@ on HO @ OH o
HO™ OY\V©/ O ém
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OH OH OH OH
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P NN _~ 0O NN
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o o o o
10 1

Figura 11. Compostos 8 a 11. Adaptado da ref. 25

Compostos de origem natural podem ser muito tteis como pro-
totipos para novos inibidores. Por ex., Mazumder e colaborado-
res* demonstraram que oligonucleotidios de origem natural tam-
bém sdo capazes de interferir com o processo de integracio, por
competicdo com o DNA viral pela ligacdo com a IN. Entretanto,
estudos mostraram que estes compostos sdo rapidamente clivados
por nucleases celulares. Alteracdes na ligacdo fosfato internu-
cleotideo e na posicdo da ligagdo da base nitrogenada no anel ribose,
como as realizadas nos compostos 12 a 15 (Figura 12), resultam
em alteracdo da atividade, com possivel aumento da resisténcia a
nucleases, aumento da atividade inibitéria da IN*3¢ e sele¢do pelo
processo de transferéncia de fita, a exemplo do que ocorre com
diversos compostos com grupamento dicetona®.

Metabdlitos secunddrios de fungos com atividade inibidora da
HIV-IN tém sido freqiientemente descritos. Recentemente, Sigh e
colaboradores descreveram varios compostos biciclicos inibidores,
como a integrasona (16), o dcido intégrico (17) e o 4cido citospérico
(18), que inibiram o processo TF in vitro (Figura 13)¥,
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Figura 12. Compostos 12 a 13. Adaptado da ref. 33

Jé a equisetina (19) foi encontrada durante uma busca (“‘screening’)
por produtos naturais marinhos com atividade anti-HIV*'. Tsolada
do fungo marinho Fusarium heterosporum, este composto pode ini-
bir tanto a fase P3’ quanto o processo de transferéncia de fita com
IC,, de aproximadamente 10 uM em ambas as etapas.

CHO CO,H

P ‘

(0]
X

(0]

17
IC,, =3 uM (TF)

18 19
ICy, =20 uM (TF)

Figura 13. Compostos 16 a 19. Adaptado das refs. 37 a 40

Pesquisa baseada na hipétese farmacoférica

O grupo farmacoférico de uma molécula refere-se ao arranjo
tridimensional de dtomos ou grupos funcionais necessdrios para a
ligagcdo de um composto em uma enzima ou receptor especifico. A
busca farmacoférica em bancos de dados 3D tem como objetivo
identificar moléculas que possuam em sua estrutura um grupo
tridimensional em particular®’. Estas pesquisas em bancos, como o
NCI 3D (banco de dados de estruturas tridimensionais do Instituto
Nacional do Cancer, dos EUA)*®, sdo implementadas por progra-
mas de modelagem molecular que realizam comparacdes entre as
estruturas tridimensionais dos compostos neles depositados*.

Neamati e colaboradores em uma série de trabalhos***¢ pro-
curaram identificar um grupamento farmacoférico em comum em
algumas classes de compostos com atividade inibidora da HIV-IN.
Foi possivel identificar um grupo presente em 4-hidroxicumarinas
que apresentavam atividade inibitéria das fases P3’ e TF. Este
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grupamento, formado por dois grupos carbonilicos e duas hidroxilas,
ndo estd presente na 4-hidroxicumarina isolada, mas apenas no
dimero ou no tetrdmero desta classe (Figura 14)*.

A partir desta informacado, foram propostos dois possiveis gru-
pos farmacoféricos, formados por dois tridngulos iguais com lados
de 4,76, 2,87 ¢ 5,62 A (Figura 14).

4,76 A

. 287A
562A

Figura 14. Proposta farmacoforica sugerida. Adaptado da ref. 42

Esta proposta farmacoférica foi utilizada para busca em uma
base de 206.876 compostos, sendo que 304 possufam o grupamento
em uma ou mais conformagoes. Destes, 29 foram ensaiados. Todos
mostraram algum grau de inibi¢do, sendo os quatro mais ativos
mostrados abaixo (compostos 20 a 23, Figura 15)*. Outros exem-
plos podem ser obtidos nas referéncias 45 e 46.

OH O
N /H H\ = l‘\lH
HO OH HO OH o OH
20 21

1C,, = 8,7 ug/ml (P3")
IC,, = 6,8 pug/ml (TF)

1C,, = 0,6 ug/ml (P3")
1Cy, = 0,46 ug/ml (TF)

_oH OH O o
OH O N
QT SN S,
o o)\N/go
HO k
OH
22 23

ICy, = 7,6 ug/ml (P3")
IC,, = 4.2 pg/ml (TF)

IC,, = 1,7 ug/ml (P3")
ICyy = 1,6 ug/ml (TF)

Figura 15. Compostos 20 a 23. Adaptado da ref. 42

Planejamento de farmacos auxiliado por computador

O planejamento de farmacos auxiliado por computador envol-
ve todas as técnicas computacionais utilizadas para descobrir, pla-
nejar e otimizar compostos biologicamente ativos com uso supos-
to de farmacos”. Estes procedimentos envolvem o uso de modela-
gem molecular, pesquisa em bancos de dados (englobando a hip6-
tese farmacofdrica), técnicas de QSAR-2D e 3D, “docking” e pla-
nejamento de novo. Estas e outras técnicas computacionais tém
sido utilizadas por diversos grupos para pesquisar os varios aspec-
tos necessarios para desenvolvimento de inibidores da HIV-IN.

Ap6s a cristalizagdo do complexo IN/SCITEP? (Figura 8) e o
depdsito da estrutura deste no “Protein Data Bank” (PDB)*, um dos
bancos de dados de estruturas cristalograficas mais importantes da
atualidade, ocorreu um salto na pesquisa de potenciais inibidores
auxiliado por computador. A informacdo forneceu um protétipo
que pode ser utilizado como ponto de partida para este tipo de
estudo. O S-1360 (24) (Figura 16), um andlogo de 1, é o primeiro
farmaco inibidor da IN atualmente em testes clinicos de fase II**%.

F

Figura 16. S-1360, primeiro inibidor da HIV-integrase a entrar em testes
clinicos. Adaptado da ref. 20
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Técnicas de “docking”® (uma tradugdo aproximada seria
ancoramento) foram utilizadas por Dayam e Neamati® para iden-
tificar a conformac@o ativa de 24, assim como sua possivel orien-
tacdo dentro do sitio ativo. Para isto utilizou-se a estrutura da
integrase cristalizada com o SCITEP (1) disponivel no PDB*.

Estudos de “docking” consistem na utilizagdo de técnicas
computacionais para exploragdo dos possiveis modos de interacio
de um substrato a um dado receptor, a uma enzima ou a outro sitio
de ligacao. Este método tem sido amplamente utilizado para au-
xiliar na compreensio das interagdes moleculares entre a IN e seus
inibidores. Alguns estudos mostraram que existe uma correlacao
linear entre os valores de IC, e a energia livre de ligagdo dos com-
plexos inibidores/enzima obtidos'.

Esta técnica permitiu a proposicdo de inibidores da HIV-IN
utilizando a técnica de replicagdo molecular®. Recentemente,
Schames®!, Long> e seus respectivos colaboradores utilizaram es-
tes métodos para planejar novos inibidores dimeros da classe das
B-dicetonas. Estudos realizados por Sotriffeer e colaboradores® in-
dicam que o sitio ativo formado pela triade catalitica Asp64, Asp116
e Glu152 (Figura 8) pode ndo ser o tnico essencial para a atividade
catalitica desta enzima.

Long e colaboradores® identificaram uma “trincheira”, locali-
zada no lago desordenado, formada pela seqiiéncia de aminoacidos
Tle141 — Asnl144, como um potencial novo sitio de ligagdo. Assim
sendo, propuseram B-dicetonas “borboletas”, como 25 e 26 (Figu-
ra 17), que apresentam capacidade potencial de interagir com estes
dois sitios a0 mesmo tempo. J4 Schames e colaboradores®' utiliza-
ram técnicas de “docking” para explorar resultados de estudos
bioquimicos e estruturais™>> que sugeriram que um multimero (pro-
vavelmente um tetrdmero) da HIV-IN seja necessdrio para uma
completa reaciio de integracdo. Neste modelo, os sitios cataliticos
de duas das quatro subunidades encontrar-se-iam préximos duran-
te o processo de integragdo®. Baseando-se nestas informacoes, fo-
ram propostos compostos dimeros de B-dicetonas, como 27 ¢ 28
(Figura 17), que podem realizar ligacdes de coordenagdo simulta-
neas com os dtomos de magnésio (Mg*?) localizados nestes dois
sitios®!.

28

Figura 17. Compostos 25 a 28. Adaptado das refs. 51 e 52

Jd o grupo de Costi* sintetizou os compostos 29 e 30 (Figura
18) e utilizou “docking” para realizar um refinamento destes no
sitio ativo do complexo obtido por Goldgur e colaboradores’, vi-
sando encontrar alinhamentos ligante-receptor que pudessem ser
utilizados como base para estudos de QSAR-3D e, para definir um
padriao de busca farmacoférica. Os bons alinhamentos obtidos en-
tre estes compostos ¢ o SCITEP (1) forneceram boas chances de
que estes apresentassem atividade em ensaios in vifro, o que aca-
bou sendo observado®.

No intuito de determinar quais descritores quimicos sdo im-
portantes para planejamento de novos agentes inibidores®, dife-

Quim. Nova
o
7\ P
N OR
o
29 30
R =CH,CH, R=H

IC5,=7,9 uM (P3") 1C5,=7.9 uM (P3)
IC5,= 7,0 uM (TF)  1C5y=7,0 uM (TF)

Figura 18. Compostos 29 e 30. Adaptado da ref. 56

rentes estudos de relagéo estrutura-atividade quantitativa (QSAR)>%
tém sido realizados com diversas classes de compostos. Estes objeti-
vam a definicdo de equagdes matemadticas simples ou multipara-
métricas, envolvendo correlagdes entre atividade bioldgica e des-
critores estruturais eletronicos, hidrofébicos e estéricos. A defini-
¢do destas equagdes, a partir do conjunto de dados, € normalmente
obtida com o auxilio de programas de computador®', como o Billin
Program®, o Build QSAR® ou o Pirouette®.

A técnica de QSAR-3D denominada Estudos de Andlise Com-
parativa de Campos de Forca (CoMFA) baseia-se na premissa de
que a interacdo ligante-receptor relaciona-se com forgas estéricas
e eletrostdticas®. A estrutura tridimensional de minima energia de
uma molécula € colocada dentro de uma drea ctbica, onde “son-
das” estudardo as propriedades eletrostdticas e estéricas do com-
posto. Outras propriedades, tais como hidrofobia e ligacdo de hi-
drogénio, também podem ser incorporadas na andlise?’. Em segui-
da, utilizando a regressdo por minimos quadrados parciais (PLS),
um método de regressdo estatistica muito utilizado em estudos de
QSAR por quimiometria®, um modelo € construido. Modelos de
QSAR-3D com R?acima de 0,8 sao considerados de boa capacida-
de preditiva®. Este € um processo muito ttil, principalmente quan-
do a estrutura tridimensional do receptor ndo € conhecida.

Ma e colaboradores® utilizaram técnicas de CoMFA e “docking”
para estudar diversos inibidores para a fase P3’ da classe das
stirilquinolinas, entre eles o composto 31 (Figura 19). Os melhores
resultados foram encontrados quando o modelo foi construido com
uma combinagio de campos estérico, eletronico e de potencial de
formagao de ligacdo de hidrogénio. O modelo gerado forneceu um
R? de 0,754, com favorecimento da atividade por grupos volumo-
sos préximos ao grupo carboxila do dtomo 7 do anel quinolina e
aos grupos hidroxila ligados aos dtomos 3’ e 4’ do anel fenila; res-
tricdo estérica proxima a posi¢do 8; cargas positivas proximas a
regifio do hidrogénio em C7, do nitrogénio do anel quinolina e de
C3’ do anel fenila; cargas negativas préximas ao oxigénio
carbonilico em C7 e, grupos aceptores de ligagdo de hidrogénio
nas regides C7, C3’ e C4’.

pIC,, = 6,52 (P3)

Figura 19. Composto 31. Adaptado da ref. 65

Estudos de “docking” associados mostraram que a proximidade
dos oxigénios da carbonila carboxilica em posi¢do C7 e a hidroxila
em posi¢do C8 podem coordenar com o fon de Mg* do sitio
catalitico da enzima. Adicionalmente, um grupo aceptor de liga-
¢do de hidrogénio em C3 pode formar ligacdes com residuos na IN
que auxilia a aumentar a atividade bioldgica das stirilquinolinas®.

QSAR-3D também foi utilizado por Raghavan e colaboradores
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para um grupo de 15 flavonas que inibem as fases P3’ e TF in
vitro®. Os compostos mais ativos, 32 e 33, estdo representados na
Figura 20. Este estudo demonstrou que a atividade desta classe de
compostos estd relacionada 79% com fatores eletrostaticos e 21%
com fatores estéricos. O modelo sugere que grupos volumosos fa-
vorecem a atividade quando presentes na regido de C6 e desfa-
vorecem quando se encontram nas regides de C7 e C3. Cargas po-
sitivas nas regides de C3’ e C4’ e negativas nas de C6 e C5’ podem
favorecer 0 aumento da atividade. O R* obtido através da validagdo
cruzada foi de 0,81.

32 33

IC,, = 0,8 UM (P3")
ICy, = 0,1 uM (TF)

1C,, = 1,2 uM (P3")
1C4y = 4,3 uM (TF)

Figura 20. Estrutura bdsica das flavonas estudadas. Compostos 32
(quercetagetina) e 33 (baicaleina) sdo os mais ativos do grupo em ambos os
processos. Adaptado da ref. 58

Makhija e Kulkarni®* estudaram um grande grupo composto
por 81 substancias divididas utilizando Aproximacdo por Funcdo
Genética (GFA)®. Este grupo foi dividido em catecdis, engloban-
do vérios derivados dos acidos dicafeoilquinicos, da curcumina (2)
e do acido chicérico (11), e ndo-catecdis, sendo suas estruturas
bésicas apresentadas na Figura 21. Todos os compostos apresenta-
ram atividade em ambos 0s processos.

O método GFA gera diferentes modelos (equagdes) de QSAR a
partir de vdrios descritores calculados por modelagem molecular.
Esta populagdo de modelos fornece uma melhor rela¢do atividade
biolégica/propriedades fisico-quimicas que apenas uma equagao
de correlacao®. Estas sdo em seguida escolhidas aleatoriamente e
cruzamentos (“‘crossovers”) sdo realizados, gerando “equagdes-fi-
lhas”. Se, de acordo com a validagdo pela medida LOF (“lack-of-
fit”), estas possuirem um melhor poder preditivo que suas proge-
nitoras, entdo elas serdo preservadas®.

o]
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Figura 21. Estruturas bdsicas dos ndo-catecdis estudados por Makhija e
Kulkarni. Adaptado da ref. 59

O estudo utilizou 32 descritores diferentes, sendo seis descri-
tores MSA® (gerados pelo método de Anélise Molecular de For-
ma), oito estéricos, nove eletronicos, quatro estruturais e cinco
termodindmicos. Os dois subgrupos (catec6is e nao-catecéis) fo-
ram analisados separadamente.

Para os ndo-catecdis, descritores estéricos, termodindmicos e
MSA contribuiram significativamente para a atividade inibidora
do processamento 3’ [R? da validacdo cruzada (VC) entre 0,616 e
0,634 e R? preditivo (PR) entre 0,507 e 0,628], enquanto para o
processo de transferéncia de fita os descritores mais importantes
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foram os estéricos, termodindmicos e estruturais (RZVC entre 0,544
e 0,592 e R, entre 0,440 e 0,787).

J4 para os catecdis os descritores mais importantes em ambos
os processos foram os MSA e termodinamicos (R’ . entre 0,754 e
0,780 e R, entre 0,534 e 0,688 para o processamento 3’ e R’ .
entre 0,808 e 0,837 e R’ entre 0,533 e 0,736)*. Todas as equacdes
obtidas estdo disponiveis na referéncia 59.

Recentemente, Makhija e colaboradores® utilizaram o plane-
jamento de farmacos pelo método de novo. Este estudo realiza a
constru¢do em incrementos de um modelo de ligante dentro do
sitio ativo do receptor ou enzima, cuja estrutura é conhecida por
dados de raios-X ou de ressonincia magnética nuclear (RMN)*. O
programa utilizado foi o “Leapfrog”®.

A partir de um modelo farmacoférico obtido por CoMFA foi
proposta uma série inédita de novos inibidores (Figura 22). Cada
novo ligante proposto pelo programa teve suas energias relativas
de ligagcdo comparadas com seu precursor. Esta energia foi calcu-
lada considerando os trés componentes utilizados pelo programa®:
entalpias estéricas e eletrostdticas do processo de ligagdo calcula-
das pelo campo de forga Tripos; energias de dessolvatacdo do si-
tio-ativo e energias do ligante. Estes foram considerados como no-
vos compostos-protétipos, ja que apresentaram atividade baixa e
moderada ap6s sua sintese e ensaios bioldgicos.
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Figura 22. Estruturas bdsicas dos compostos propostos por Makhija e
colaboradores pelo método de novo. Adaptado da ref. 68. Ar = grupamentos

aromdticos variados

CONCLUSAO

Apesar da existéncia de diversos pontos da replicagdo do virus
HIV que podem ser considerados novos alvos potenciais para de-
senvolvimento de novos agentes para terapia farmacoldgica da
AIDS, até o momento apenas inibidores da transcriptase reversa e
da protease estdo disponiveis. Estes compostos sdo utilizados para
compor o coquetel de drogas, atualmente em uso em todo o mundo
e distribuido gratuitamente pelo governo brasileiro para pacientes
infectados em tratamento. Mesmo com os resultados positivos nesta
abordagem farmacoldgica, a cura da AIDS ainda nio foi alcancada,
uma vez que virus residentes em linfécitos T de memoria ndo sdo
erradicados através desta farmacoterapia'. Além disso, os medica-
mentos atualmente disponiveis apresentam alta incidéncia de de-
senvolvimento de resisténcia e de efeitos colaterais, o que aumenta
a necessidade de busca e/ou desenvolvimento de agentes terapéu-
ticos. Os inibidores da HIV-integrase pertencem a uma destas pos-
siveis novas classes, sendo que o primeiro potencial novo membro,
0 S-1360 (24), se encontra em estudos clinicos de fase I1®. A utili-
zacdo de métodos que englobem o planejamento racional destes
agentes, muitos dos quais poderdo ser baseados em compostos ja
existentes ou em produtos naturais que foram ou serdo encontra-
dos, podera auxiliar para que em breve estes farmacos estejam dis-
poniveis, aumentando assim a eficiéncia da farmacoterapia anti-
HIV.
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