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RESUMO

Ainda que mais de 40 anos da descoberta do virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
tenham se passado, e avangos significativos tenham sido conquistados, a exemplo do
aumento na expectativa de vida dos pacientes vivendo com HIV, a infec¢do ainda se
mantem incuravel. Em 2019, estimou-se que o nimero de pessoas infectadas era de
cerca 37,9 milhdes no mundo, das quais 24,5 milhdes tinham acesso a terapia
antirretroviral (TARV). A TARYV reduz efetivamente a carga viral, mas ndo elimina o
virus, que permanece latente em células T CD4+ podendo ser reativado com a
interrupcao do tratamento. Nesse contexto, abordagens terapé€uticas visando a cura
funcional sdo urgentes. Dentre essas, a estratégia ‘“kick-and-kill”, visa esgotar o
reservatorio viral pela reativagao do HIV latente por agentes reversores laténcia (ARL)
(kick), e eliminagdo de células infectadas por efeitos citopaticos, resposta imunoldgica
ou associacdo a compostos que induzam a eliminagdo do virus reativado (kill). A
hipotese ¢ que a combinagdo dessa nova estratégia associada ao tratamento continuo
com a TARV impeca que o virus reativado consiga infectar células saudaveis, podendo
ser um novo caminho a ser explorado para a eliminagdo dos reservatérios celulares
latentes do virus. A perpetuacdo do virus nestes reservatdrios e em baixo estado de
replicacdo ¢ um dos grandes desafios para sua completa eliminacdo a fim de atingir a
cura funcional. Dentre os reservatorios de HIV, os linfonodos constituem o exemplo
mais conhecido, por conterem grande quantidade de linfocitos T CD4+ e outras células
imunes. Dentre os ARL, aqueles que atuam por mecanismos epigenéticos parecem ser
promissores, dos quais se destacam os inibidores de histona deacetilase (HDAC). Dessa
maneira, este estudo visa planejar e sintetizar novos potenciais inibidores de histona
deacetilase-3 como candidatos a ARL para o HIV, direcionados aos linfonodos por
meio da estratégia da latenciacdo de farmacos. Assim, por meio de estudos de
modelagem molecular foram planejadas uma série de compostos, que foram divididos
em duas séries, a saber: série A (cap amina), e série B (cap metil-amina). No total,
foram sintetizados 21 compostos, dos quais 13 sdo intermediarios; ¢ 6 sdo produtos
finais. Destes finais, 2 sdo pertencentes a série A, e 4 pertencentes a série B. Todos os
compostos foram caracterizados por métodos analiticos como ressonancia magnética
nuclear (RMN) e infravermelho (IV). Os produtos finais foram obtidos em rendimentos
globais que variaram de 2-15% (2% (3b); 3% (2a); 6% (4b); 10% (19); 14% (1a); 15%
(23)).

Palavras-chave: HIV, Agentes Reversores de Laténcia, pro-farmaco, inibidor de
HDAC-3, sistema linfatico, reservatério HIV, cura funcional.



ABSTRACT

Although more than 40 years have passed since the discovery of the human
immunodeficiency virus (HIV), and significant advances have been achieved, such as
the increase in life expectancy of patients living with HIV, the infection remains
incurable. In 2019, the number of infected people was estimated to be around 37.9
million worldwide, of which 24.5 million had access to antiretroviral therapy (ART).
ART effectively reduces viral load, but does not eliminate the virus, which remains
latent in CD4+ T cells and can be reactivated when treatment is interrupted. In this
context, therapeutic approaches aiming at a functional cure are urgently needed. Among
these, the "kick-and-kill" strategy aims to deplete the latent viral reservoir by
reactivating latent HIV by latency-reversing agents (LRA) (kick), and eliminating
infected cells by cytopathic effects, immune response, or association with compounds
that induce elimination of the reactivated virus (kill). The hypothesis is that the
combination of this new strategy associated with continuous treatment with ART
prevents the reactivated virus from infecting healthy cells and may be a new path to be
explored for the elimination of latent cellular reservoirs of the virus. The perpetuation of
the virus in these reservoirs and in a low state of replication is one of the major
challenges for its complete elimination in order to achieve a functional cure. Among the
HIV reservoirs, the lymph nodes are the best-known example, because they contain
large numbers of CD4+ T lymphocytes and other immune cells. Among the ARLs,
those that act through epigenetic mechanisms seem to be promising, of which the
histone deacetylase inhibitors (HDAC) stand out. Thus, this study aims to design and
synthesize new potential histone deacetylase-3 inhibitors as candidate ARLs for HIV,
targeting lymph nodes through the strategy of drug latentiation. Thus, through
molecular modeling studies, a series of compounds were planned, which were divided
into two series, namely: series A (cap amine), and series B (cap methyl-amine). In total,
21 compounds were synthesized, of which 13 are intermediates; and 6 are final
products. Of these endings, 2 belong to the A series, and 4 belong to the B series. All
compounds were characterized by analytical methods such as nuclear magnetic
resonance (NMR) and infrared (IR). Final products were obtained in overall yields
ranging from 2-15% (2% (3b); 3% (2a); 6% (4b); 10% (19); 14% (1a); 15% (23)).

Keywords: HIV, Latency Reversing Agents, prodrug, HDAC-3 inhibitor, lymphatic
system, HIV reservoir, functional cure.
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1. INTRODUCAO

1.1 O HIV e os desafios para a alcancar a cura funcional

O tratamento da infec¢do pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)
sofreu significativa transforma¢do nos ultimos anos com o uso da Terapia
Antirretroviral (TARV), melhorando o prognostico da infeccdo pelo HIV de uma
doenca altamente letal para uma doenca crdonica controlavel. Apesar desses avangos, a
doenca ainda permanece incuravel afligindo milhdes de pessoas em todo o mundo. Em
2019, foi estimado que cerca de 37,9 milhdes de pessoas viviam com HIV em todo o
mundo, entre as quais, apenas 24,5 milhdes tiveram acesso a terapia antirretroviral
(UNAIDS, 2020).

Apesar da eficacia da TARV, a persisténcia da inflamacao induzida pelo virus,
a falta de uma resposta imune eficaz dos pacientes imunossuprimidos € a manutengao
do reservatorio de HIV sdo os atuais desafios que precisam ser superados. O
reservatorio latente ¢ entendido como um santuario oculto do HIV que ndo ¢
reconhecido pelo sistema imunoldgico e nao ¢ afetado pela TARV. Este reservatorio ¢
estabelecido apds algumas células T CD4+ ativadas que contém o DNA proviral se
diferenciarem em células de memoria em repouso com reducdo da atividade
transcricional. Fatores relacionados ao hospedeiro (ou seja, modificagdes epigenéticas,
regulagao dos mecanismos de transcri¢ao) mantém o provirus em um estado quiescente.
ApoOs a ativacdo das células T, uma pequena quantidade do genoma do HIV mantém
baixos niveis de replicagdo, resultando na produgdo de virions. A maioria do
reservatorio contém provirus defeituosos devido a modificagdes no genoma do HIV que
ocorrem durante o processo de transcricao reversa. No entanto, uma pequena fracao do
genoma de HIV vidvel pode ser ativada a partir do reservatorio, resultando em viremia
detectavel apos uma interrup¢do na TARV (Figura 1) (BRUNER et al., 2019).

Mesmo em pacientes com HIV-RNA indetectavel no plasma, o reservatorio
latente ¢ mantido devido a proliferacdo homeostatica em resposta a interleucina-7 (IL-7)
e a expansdo clonal das células T CD4+ de memoria de longa duragao. Embora essas
células exibam uma reducdo da expressdo de co-receptores para HIV e diminui¢do do
processo de transcri¢do reversa, € possivel que o virus possa infectar as células T CD4+
de memoria via contato célula a célula ou diretamente (AGOSTO et al., 2018). Esta
caracteristica indesejavel mantém o reservatério de HIV mesmo apds longos periodos
de tratamentos, representando um grande obsticulo na eliminacdo do virus

(SILICIANO et al., 2003; SILICIANO; GREENE, 2011).
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O reservatorio de HIV ¢ mantido em um estado ativo nao apenas por linfocitos, mas
também por células como macréfagos e células dendriticas plasmocitodes. Os
macrofagos mantém o HIV escondido do reconhecimento pelo sistema imunolégico,
enquanto facilita sua entrada em varios 6rgados e tecidos como o Sistema Nervoso
Central (SNC) e os linfonodos, semeando assim o virus e afetando sua eliminagao
completa (WONG; JAWOROWSKI; HEARPS, 2019). Através do sistema linfatico,
pela drenagem do excesso de liquido intersticial, os linfocitos T CD4+ de memoria sdo
encaminhados aos tecidos linfoides e 1a armazenados para futuras respostas
imunologicas. As células dendriticas e macrofagos também sdo drenados pelo sistema
linfatico, adentrando-se nos tecidos linfoides. As células dendriticas contribuem com a
difusdo do HIV, apresentando natureza migratoria e capacidade de recrutar numerosos
linfécitos T, promovendo sua proliferagdao para o tecido linfoide (DE SCHEERDER et
al.,, 2019). J& os macrofagos, por serem insensiveis ao efeito citopatico do virus e
apresentar elevado tempo de vida, apresentam alta carga viral nos repositorios linfoides
(DE SCHEERDER et al., 2019). Além dos aspectos anatdomicos, o alcance do sistema
linfatico pelos antivirais apresenta dificuldade farmacocinéticas relacionadas a baixa
disponibilidade e o alto metabolismo de primeira passagem (DE SCHEERDER et al.,
2019; JAWOROWSKI; HEARPS, 2019).

Infecgdio sem uso

~ a2 ~ de TARV
QO w e (© seids

/ 1 40 HIV
HIV ) Fuss

Infecgdo com HIV
latente pelo uso
da TARV

proteinas e,

RNA viraly Reducéo da
atividade

transcricional

Lintécieo T-CO4 reservatorio

Fonte: autoria propria; BioRender, 2023.

A caracterizacdo e quantificacdo de sitios anatdmicos contendo reservatorios
do HIV ¢ um grande desafio cientifico na busca pela cura funcional. As técnicas para

medir o tamanho e a distribuicao de reservatérios latentes enfrentam alguns obstaculos,
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como a identificagdo de provirus replicadores competentes, como por exemplo, 0s
ensaios de quantificagcdo do DNA total do HIV-1 por qPCR, e DNA HIV integrado
(BELOUKAS et al., 2009; BRADY et al., 2013; ROSENBLOOM et al., 2015).

Por outro lado, o ensaio padrdo atual, chamado de ensaio de crescimento viral,
consegue medir a replicagdo do provirus competentes e visa estimular a reversdo da
laténcia em células T CD4+ infectadas pelo HIV. Este ensaio envolve: a) ativacdo de
células T CD4+ por incubagdo com anticorpos anti-CD28/CD3 ou adicdo de
fitohemaglutinina (PHA) e PBMC depletados de células T CDS8+; b) células de
doadores HIV-negativos incubadas com células infectadas para permitir o crescimento
viral; c) verificagdo de replicagdo por ELISA e quantificacdo de células positivas pela
detec¢do de capsideo p24; d) distribuicdo de Poisson para determinar a frequéncia de
células latentes infectadas com o provirus intacto. O ensaio subestima o tamanho do
reservatorio latente, uma vez que outras células também podem conter provirus
competente (ROSENBLOOM et al., 2015).

O transplante de células-tronco alogénicas de doadores CCRS5A32 / A32
aparecem como uma abordagem promissora, uma vez que dois pacientes (os chamados
pacientes de Berlim e Londres) submetidos a este procedimento nao demonstraram
rebote viral ap6s a interrup¢do do tratamento (GUPTA et al., 2019). Embora esta
estratégia ndo seja disponivel para todos os pacientes, os dados sugerem que a
erradicagdo ou silenciamento do reservatorio do HIV latente pode ser um caminho
potencial na direcao da cura funcional. Entre as estratégias atuais que buscam a cura do
HIV, as seguintes abordagens sdo notaveis: ‘block and lock’, ‘kick and kill’, edi¢do de

genes e vacinacdo (GUPTA et al., 2019).

1.2 A estratégia ‘Kick and Kill’

A abordagem denominada "kick and kill" (também conhecida como "shock and
kill") visa esgotar o reservatorio latente de HIV em duas etapas (Figura 2). Na etapa de
'kick', os agentes reversores de laténcia (ARL) induzem a expressao do gene do HIV e o
surgimento do virus a partir do reservatério celular. Posteriormente, o sistema
imunolédgico reconhece o brotamento virus, e ativa a toxicidade induzida por células de
linfécitos T ou ocorre efeito citopatico contra o virus, esgotando o reservatorio (kill)

(CILLO; MELLORS, 2016; DEEKS et al., 2012).
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Figura 2 - Esquema da estratégia "kick-and-kill". Na etapa Kick, ocorre a expressdo génica do virus HIV-
1 latente pela estratégia epigenética. Na etapa Kill, as células reativadas sdo destruidas pelo proprio
sistema imune, TARV, vacinas, entre outros.

Vacinas, antirretrovirals,
: # células do sistema
\. - -_# '/ imune, anticerpos
Ny £ ‘_‘-" 1 ; r B 3

Célula do

Choque . .ratério com e
CIEIVaING Lo Expressdo génica Sy Sl
doLRA  HiViatente i i Flipaipagas celular
Etapa Kick Etapa Kill

Fonte: autoria propria; BioRender.com, 2023.

Para individuos imunossuprimidos em TARV por longos periodos, a baixa
citotoxicidade induzida por células T contra o HIV ¢ um problema na eliminagdo
completa do virus. Portanto, estratégias que visam a elimina¢ao do reservatorio apos sua
ativagdo, como vacinas terapéuticas, sao uteis no restabelecimento da citotoxicidade das
células T contra o virus (Figura 2) (CHOMONT et al., 2018). Varias estratégias estao
sendo investigados para descobrir agentes eficazes e seguros para a etapa de ‘kill’. Entre
estes agentes, vacinas, anticorpos monoclonais e abordagens que visam aumentar a
eficacia da citotoxicidade induzida por linfécitos T parece ser a mais bem sucedida
(KIM; ANDERSON; LEWIN, 2018; THORLUND et al., 2017).

A fim de eliminar o reservatorio de HIV, ¢ imperativo identificar um ARL
ideal que deve ser amplamente eficaz para ativar todos os reservatérios latentes ocultos
que contém o virus competente, sem induzir efeitos toxicos ou ativagdo imune
inadequada no hospedeiro (ABNER; JORDAN, 2019; RASMUSSEN; TOLSTRUP;
SOGAARD, 2016; XING; SILICIANO, 2013). De acordo com seu modo de agdo, os
ARL podem ser classificados em os seguintes cinco grupos distintos: a) modificadores
pos-traducdo de histonas; b) moduladores da cromatina nao histona; c¢) agonistas da
proteina quinase C (PKC); d) agonistas de receptor toll-like (TLR); e e) estimuladores
de receptor extracelular (ABNER; JORDAN, 2019; RASMUSSEN; TOLSTRUP;
SOGAARD, 2016; XING; SILICIANO, 2013). Nesse trabalho, visa-se a investigacao
do papel de modificadores pds-traducao de histonas, especificamente por meio da

inibicao da enzima histona deacetilase (HDAC).
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1.3 Inibidores de HDAC como ARL

A modificagdo das caudas de histonas de nucleossomos contendo HIV
integrado permite a reativagdo do estagio latente, sendo uma abordagem promissora
para descoberta de novos agentes ‘kil/’. Histonas deacetilases (HDACs) sao uma familia
de enzimas epigenéticas que representam os principais alvos para a atuacdo de ARL
potenciais por meio de modificagdes pds-tradugdo de histonas.

As histonas deacetilases atuam através da clivagem de um residuo de acetil na
cauda da lisina nas histonas e estdo envolvidas na remodelacao da cromatina, mantendo
assim o equilibrio dinamico da acetilacdo. A deacetilagdo de proteinas histonas e nao
histonas altera a conformacdo da cromatina e a expressdo genética. O processo de
acetilacdo enfraquece a interagdo com o DNA, permitindo acesso a fatores de
transcricdo, enquanto a deacetilagdo realizada por HDACs confere uma carga positiva
no grupo e-amino da lisina das histonas, fortalecendo a interagdo DNA-histona, que por
sua vez suprime a transcricdo do gene. O processo de acetilagdo/deacetilacao também
expde superficies de encaixe de proteinas, que modula a ligacdo de ativadores ou
repressores da transcri¢do do gene. Assim, a hiperacetilacdo e a hipoacetilacdo de
histonas estd associada a expressao e repressao de genes, que induz interferéncias em
diversas vias biologicas, como as relacionadas ao crescimento, transdu¢dao de sinal e
morte de células (BERTRAND, 2010).

Altos niveis de deacetilacdo nas histonas foram correlacionados com varias
doengas e inibidores de HDAC (HDACi), como vorinostat (1) (também conhecido
como SAHA), romidepsina (2) e panobinostat (3), foram aprovados pelo Food and
Drug Administration (FDA) para o tratamento de neoplasias hematoldgicas
(BERTRAND, 2010; VAN LINT et al., 1996). As HDAC sdo divididas em quatro
classes principais: classe I (HDACs 1, 2, 3, 8); classe Ila (HDACs 4, 5, 7, 9); classe Iib
(HDAC: 6, 10); classe III (SIRT1-7); e classe IV (HDAC 11) (ROCHE; BERTRAND,
2016).

HDAC:s classe I, representados por HDAC 1, 2 e 3, sdo dependentes do ion
Zn?', sendo recrutadas para o LTR do HIV-1 em modelos celulares de laténcia e sdo
expressas nos nucleos de células T CD4+ latentes do reservatério. A inibicdo seletiva
dessas isoformas HDAC em modelos celulares demonstraram uma ativagao eficiente do
LTR do HIV em comparacdao com outras isoformas (ARCHIN et al., 2009; KEEDY et
al., 2009). Alguns estudos também sugeriram que a inibicdo de HDAC 3 ¢ a etapa
preliminar na promogao da reativacao efetiva isoformas (ARCHIN et al., 2009; KEEDY
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et al., 2009). Ao comparar a eficiéncia para induzir crescimento viral em células T
CD4+ em repouso, MKR12, um inibidor seletivo de HDAC 1 e 2, demonstrou atividade
inferior em comparagdo com MRK 13, um inibidor de HDAC 1, 2 ¢ 3 (ARCHIN et al.,
2009). Assim, a compreensao da base estrutural para a seletividade HDAC ¢ crucial
para planejamento de farmacos a fim evitar efeitos “off target” (ARCHIN et al., 2009;
KEEDY et al., 2009; ROCHE; BERTRAND, 2016).

Um dos primeiros relatos sobre o potencial de inibidores de HDAC (HDAC:!)
em induzir a expressdao génica de HIV foi descrito para butirato de sddio. Este HDACi
fraco ativou o (Long Terminal Repeat) LTR do HIV em plasmideos quiméricos em
curva dose resposta curva linear de at¢ 8 mM. Em outro estudo, células latentes
infectadas com HIV foram tratadas com dois HDACi distintos: trapoxina (4) e
tricostatina (5). Observou-se que ambos os farmacos induziram a ativagao transcricional
do promotor de HIV-1 e aumentou os niveis do virus. Além disso, a curva dose-resposta
mostrou uma relac@o clara entre a expressao génica do HIV e os niveis de acetilagao das
histonas nas células infectadas tratadas com cada uma desses compostos (VAN LINT et
al., 1996). Apesar destes resultados interessantes, todos os ensaios foram conduzidos
usando modelos in vitro, ¢ a necessidade de verificar esses efeitos em pacientes
infectados reais levou a condugdo dos ensaios clinicos. (LALANNE et al., 2007; VAN
LINT et al., 1996)

A prova de conceito de que HDACI ativava os reservatorios latentes de HIV
foi descrito em um estudo clinico limitado, no qual quatro pacientes vivendo com HIV
em TARYV foram tratados com acido valproico (6) em doses que variam de 500-750 mg
(duas vezes ao dia por trés meses). Neste estudo, a TARV foi intensificada com 90 pg
de enfuvirtida (duas vezes ao dia por 4-6 semanas) para prevenir a propagacao do virus.
Os pesquisadores observaram que o numero de células latentes diminuira apos o
tratamento com acido valproico como resultado da ativagdo de reservatorios latentes de
HIV, demonstrando o papel de HDACi em humanos infectados pelo HIV (HUANG et
al., 2018).

Em 2012, o potencial do vorinostat na abordagem de ‘kick and kill’,
especialmente na etapa de ‘kick’, foi demonstrado. Um dos primeiros estudos que
descreve a capacidade do vorinostat para induzir a expressdo do RNA de HIV-1 foi
realizada em células T CD4+ em repouso de pacientes cuja viremia foi suprimida
anteriormente por TARV. Nesse estudo, houve aumento da expressao de RNA do HIV,

em niveis 4,8 vezes maiores do que o controle negativo (ARCHIN et al., 2012). Outros
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estudos também confirmaram resultados semelhantes usando diferentes regimes de

tratamento (ARCHIN et al., 2017).

1.4 Latenciacao e o direcionamento de farmacos ao sistema linfatico

O termo latenciacgdo refere-se a estratégia de modificagdo molecular em que ha
conversdao de farmacos a pro-farmacos. Estes, mediantes processos enzimaticos € nao
enzimaticos in vivo liberam o farmaco original, podendo inclusive ser préximo ao local
de acdo quando desejado. Os proé-farmacos podem ser classificados de acordo com
Wermuth, 1984, em: a) cléassicos: o farmaco ativo estd ligado a um carreador
farmacologicamente inativo e necessita ser biotransformado para ser liberado; b)
bioprecusores: ndo possuem um grupo carreador e precisam ser biotransformados para
serem farmacologicamente ativos; c¢) mistos: sdo similares ao mesmo tempo aos pro-
farmacos classicos e bioprecussores, sendo uma molécula inerte, onde o carreador
necessita ser biotransformado antes de liberar o firmaco; d) mutuos: possuem um
grupo carreador farmacologicamente ativo ligado ao fAirmaco; e) dirigidos: possuem um
carreador especifico ligado ao farmaco, que interage especificamente com receptores ou
enzimas do sitio ativo, melhorando a seletividade. O uso de pro-farmacos visa remediar
desafios biofarmacéuticos, farmacodinamicos e farmacocinéticos, como baixa
estabilidade quimica, limitagdes de solubilidade, metabolismo e toxicidade, para que se
tenha melhorias da biodisponibilidade e efeito terapéutico, promovendo uma maior
eficacia e seguranga do farmaco (CHUNG; FERREIRA, 1999; MARKOVIC; BEN-
SHABAT; DAHAN, 2020; SANCHES; FERREIRA, 2020). Neste trabalho explorou-se
a estratégia de pro-farmacos classicos.

O direcionamento de farmacos ao sistema linfatico explora caracteristicas
fisico-quimicas dos conjugados farmaco-lipideo desejaveis. Os compostos bioativos
conjugados a uma subunidade lipidica, como por exemplos acidos graxos, glicerideos
ou fosfolipidios, apresentam aumento da lipossolubilidade. Durante o metabolismo
lipidico, os farmacos lipofilicos podem ser organizados e empacotados em lipoproteinas
intestinais na forma de quilomicrons e, finalmente secretados na linfa mesentérica,
alcangando a circulagdo sistémica através do ducto linfatico toracico (Figura 3)
(LALANNE et al., 2007).

Diversos estudos mostraram que compostos altamente lipofilicos com
caracteristicas fisico-quimicas apropriadas (Log D74 > 5, Log P > 5, particulas de
grandes dimensdes, solubilidade >50 mg/mL em triglicérideo de cadeia longa (TCL))

tém um transporte linfatico intestinal significativo quando administrados por via oral
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com alimentac¢do rica em lipidios. Os anti-retrovirais, por exemplo, quando absorvidos
pelos vasos linféticos intestinais sdo envolvidos em vesiculas lipidicas no enterocito e
transportados pelo fluxo de linfa para o linfonodo, sendo distribuidos conforme os
padrdes de fluxo da linfa. Os anti-retrovirais lipofilicos sdo mais suscetiveis a perfundir
pelo meio do linfonodo, onde a densidade celular ¢ alta e a taxa de fluidos ¢ baixa.

Qin e colaboradores (2021) sintetizaram um pro-farmaco éster lipofilico
ativado do lopinavir, chamado de pré-farmaco 7 (Figura 3), cujo éster liga-se a uma
curta cadeia lipofilica alifatica que possui um oxigénio ¢ que levou a melhorias na
entrega do lopinavir comparado aos outros compostos planejados no estudo. Os
pesquisadores identificaram liberagao eficiente do lopinavir na linfa e nos linfonodos
mesentéricos (reservatorio viral) em estudo de biodistribuicao realizado em ratos apos
administracao oral do composto (QIN et al., 2021; SCHOLZ; KASHUBA, 2021).

Lalanne e colaboradores sintetizaram pro-farmacos glicerolipidicos derivados
de didanosina (ddl) e mostraram que os compostos apresentavam atividade biologica
promissora contra o HIV em cultura de células ativadas PBMC infectadas por HIV-1-
LAI, onde o ensaio teve o intuito de verificar se o pro-farmaco seria capaz de entregar
ddI na célula somente pela atividade antiviral (LALANNE et al., 2007). Atividade essa,
devido ao melhor alcance do sistema linfatico, ou, sobre o repositdrio viral latente, uma
vez que esses farmacos, por serem altamente lipofilicos e de longa cadeia ndo sdo
passiveis da captacdo pela mucosa intestinal e consequentemente ndo adentram
diretamente no sistema sanguineo, alcancando diretamente o sistema linfatico.

Uma das grandes vantagens desse tipo de transporte ¢ que se torna possivel
evitar o metabolismo de primeira passagem. O alcance do sistema linfatico se da pela
re-esterificagdo dos triglicerideos, a partir de suas hidrolises no intestino delgado por
lipases pancreaticas. Esse, resulta em metabolitos (2-monoglicérideos e acidos graxos)
que sdo absorvidos pelos enterocitos e re-esterificados em triglicerideos, posteriormente
organizados em quilomicrons, podendo ser secretados na linfa mesentérica
(LALANNE et al., 2007).

Os linfonodos sdo tecidos onde repetidamente verifica-se RNA e DNA viral
em primatas ndo humanos, ratos humanizados ¢ humanos na terapia anti-retroviral,
sendo centrais na patologia do HIV, contendo grandes populagdes de células T CD4+ e
outras células imunes organizadas em regides especificas do tecido que facilitam a
resposta imune. O HIV propaga-se para linfonodos regionais dentro de 3-6 dias devido

a sua grande populagao alvo de células T CD4+ e trafico constante de células por
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vénulas endoteliais elevadas (HEVs) e vasos linfaticos e a disseminacdo sistémica
ocorre dentro 625 dias.

Este reservatorio pode se manter por duas teorias durante a terapia
antirretroviral: baixos niveis de replicagdo viral, ou expansao clonal de células T CD4+
latentes infectadas. A inibicao incompleta da replicacdo viral nos linfonodos pode se
dever a baixa concentracdo de antirretroviral neste tecido em comparagdo ao plasma.
Enquanto na expansdo clonal, as células T CD4+ sdo infectadas antes da terapia
antirretroviral, e entdo tornam-se latentes; quando o tratamento ¢ iniciado estas células
infectadas latentes podem sofrer uma proliferacdo, expandindo-se clonalmente em
células com idénticas sequencias virais, que podem se mover dos linfonodos para

sangue e outros tecidos (SCHOLZ; KASHUBA, 2021).

Figura 3 — a) Pro-farmaco 7, derivado éster lipofilico ativado do lopinavir planejado por Qin et al., 2021 (Qin et al.,
2021). b) Lipidios da dieta (TG) e pro-farmacos lipofilicos acessam o sistema linfatico por absor¢édo no enterdcito e a
circulagdo sistémica na forma de quilomicrons, locais onde os farmacos ativos planejados neste estudo (ARL) como
pro-farmacos, exercem seu efeito reversor de laténcia do HIV. 1) Triglicerideos (TG) sdo hidrolisados no intestino
delgado por lipases pancreaticas, resultando nos metabolicos acidos graxos (AG) e monoglicerideos (MG), que sdo
absorvidos nos enterdcitos e re-esterificados em TG que se organizam em quilomicrons. 2) Pro-farmacos altamente
lipofilicos se ligam ao quilomicron. 3) Pro-farmaco empacotado em quilomicron ¢ exocitado do enterdcito e
transportado para os linfonodos pelos capilares linfaticos mesentéricos de acordo com o fluxo da linfa, sendo
distribuidos conforme os padrdes de fluxo da linfa. 4) Pro-fairmaco libera farmaco por hidrolise enzimatica (ex.
amidase) da fun¢do amida, exercendo seu efeito farmacoloégico na linfa e linfonodos mesentéricos. 5) Pro-farmaco
empacotado em quilomicron através do ducto linfatico toracico alcanga a circulagéo sistémica, onde o quilomicron é
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5. CONCLUSOES

Neste estudo, foram realizados estudos de modelagem molecular, que
permitiram identificar padrdes estruturais necessarios para interagdo com HDAC-3,
como por exemplo, a funcdo amina no grupo cap que mostrou interacdes mais
favoraveis a HDAC-3, a presenga do atomo de fluor na posicao 4, o substituinte
arilalquilico capaz de interagir com aminodcidos hidrofobicos no tinel interno da
HDAC-3 e a subunidade 2-aminobenzamida quelante do dtomo de zinco presente no
sitio ativo do alvo. Os estudos dos valores de docking score, que variaram de -6 a -9
Kcal/mol, permitiram identificar 6 possiveis compostos promissores que foram
sintetizados quimicamente.

Estes compostos foram divididos em duas séries, a saber: a) série A (2
compostos) e B (2 compostos), todas ligadas a 4cidos graxos para direcionamento aos
linfonodos. Assim, foram sintetizados ao todo 21 compostos, incluindo 6 compostos
finais (2 da série A derivados do 4cido palmitico, e 4 da série B com e sem cadeia
alquilica derivada do 4cido linoleico); e 13 intermediarios (6 da série A e 7 da série B).
Os rendimentos globais dos compostos finais variaram de 2 a 15%.

Na série A, os intermediarios iniciais conjugados aos acidos palmitico, linoleico
e linolénico (8a, 8b, 8c), mostraram rendimentos de 15-88%; os intermedidrios com
amina protegida por grupo BOC (11 e 12), mostraram rendimentos de 42-54%; o
intermediario final conjugado ao 4cido palmitico (13a) mostrou um rendimento de 26%;
e os 2 compostos finais conjugados ao acido palmitico (la e 2a), mostraram
rendimentos globais de 47-52%. Estes dois finais, tiveram suas sinteses otimizadas com
relagdo as suas sinteses ja realizadas no laboratdrio, proporcionando assim, uma nova
rota sintética com menos etapas e melhores rendimentos.

Na série B, os intermediarios iniciais conjugados aos acidos palmitico, linoleico

e linolénico (16a, 16b ¢ 16c), mostraram rendimentos de 4-23%; intermedidrio com
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amina protegida (24) mostrou um rendimento de 50%; intermedidrios finais mostraram
rendimentos de 42-88%. Todos estes compostos foram caracterizados por IV e RMN,
com excecao do intermediario da série B (16¢), um conjugado ao acido linolénico, que
devido auséncia de massa, realizou-se apenas o RMN.

A rota sintética convergente planejada e executada foi eficiente para obter os
compostos finais planejados, abrangendo os potenciais pro-farmacos. Demonstrou-se o
HATU e DIPEA como 6timos agentes para a sintese de peptideos (amidas), acoplando
todos os reagentes visados, incluindo os que levam a impedimentos estéricos como 0s
de longa cadeia alquilica graxa e os que possuem grupo BOC protetor. O uso do grupo
anidrido-BOC para prote¢do de aminas foi uma estratégia adequada para promover os
acoplamentos, onde tanto sua realizagdo com uso de catalisador, quanto somente com a
base foram efetivas; o uso da estratégia one pot evitou uma etapa e permitiu a obtencao
direta de um intermediario, facilitando o seguimento da rota sintética; o uso de TFA
embora tenha levado a rendimentos razoaveis, foi satisfatério em retirar o grupo BOC
protetora das aminas. Assim, todos os métodos sintéticos desenvolvidos permitiram a
obten¢do dos compostos desejados. Em estudos futuros se pretende avaliar a atividade
desses compostos e¢ a cinética de liberagcdo dos compostos, principalmente sua

capacidade de atingir e se concentrar nos linfonodos.
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