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Resumo

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é o causador da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA). Estimativas para o ano de 2018 apontavam
que cerca 37,9 milhdes de pessoas viviam com HIV no mundo naquele ano. Até
0 presente momento, a infeccéo pelo virus HIV-1 se mantém incuravel. A terapia
antirretroviral altamente ativa (TARV), embora altamente efetiva na reducao da
carga viral, ndo implica na eliminacdo do virus, uma vez que o HIV permanece
em um estado latente em células T CD4+ e pode ser reativado com a interrupcao
do tratamento. A estratégia “kick-and-kill’ ou “shock-and-kill” visa induzir a
replicacdo do virus nos reservatorios latentes por meio de agentes reversores de
laténcia (LARs). Assim, as células infectadas poderiam ser eliminadas através
de efeitos citopaticos decorrentes da infeccdo e da resposta imunoldgica, ou por
meio da associacao de compostos que induzam a eliminacéo do virus reativado
(“kill agents”). A combinagao dessa nova estratégia com a TARV impede que o
virus reativado consiga infectar células saudaveis, podendo ser um novo
caminho a ser explorado para a eliminacdo dos reservatoérios latentes de HIV.
Inibidores de histona deacetilase (HDAC) e bromodominios (BRD) tém sido
relatados como promissores agentes reversores de laténcia. Neste trabalho,
utilizando ferramentas de modificacdo molecular, oito compostos promissores
foram planejados. Dos oito, seis compostos finais foram sintetizados e avaliados
frente HDAC classe | e BRD4, destacando-se dois mais promissores por sua
atividade dual HDAC/BRD4 que serdo posteriormente avaliados dentro da
estratégia kick-and-kill. Os resultados deste trabalho podem levar ao
desenvolvimento de novos agentes reversores de laténcia e contribuir com a

continuidade dos estudos da estratégia.

Palavras chave: HIV, “kick-and-kill’, agentes reversores de laténcia.



Abstract

The human imunnodeficiency virus (HIV) is the cause of acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS). Estimates for the 2018 year suggested that
about 37,9 millions of people lived with HIV worldwide. Until the present moment,
the HIV infection remains incurable. The continuous treatment with Highly Active
Antiretroviral Therapy (HAART), although highly effective in reduction of viral
load, does not imply in the elimination of virus, once the virus HIV remains in a
latent state in CD4+ T cells and can be reactivated after interruption of the
treatment. The “kick-and-kill” or “shock-and-kill” strategy aims to induce the
replication of virus in the latent reservoirs by Latency Reversal Agents (LRAS),
for posterior elimination of these infected cells through cytopathic effects due to
infection and host immunological response, or through association with
compounds that induce the elimination of reactivated virus (kill agents). The
combination of this new strategy with HAART prevents the reactivated virus to
infected healthy cells and could be a new approach to exaust and eliminate latent
reservoirs of HIV. Histone deacetylase inhibitors (HDACi) and bromodomain
inhibitors (BRDi) have been related as promising LRAs. In this work, using
molecular modification tools, eight promising compounds were planned. Of the
eight, six final compounds were synthesized and evaluated against HDAC class
| and BRD4, with two more promising for their dual HDAC/BRD4 activity, which
will later be evaluated within the kick-and-kill strategy. The results of this work
can lead to the development of new latency reversal agents and contribute to the
continuity of the strategy studies.

Keywords: HIV, “kick-and-kill”, latency reversal agents.
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1. INTRODUCAO

1.1 HIV e AIDS: epidemiologia

A infeccao pelo virus HIV-1, agente causador da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida, do inglés Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS), é ainda uma
epidemia mundial de grande preocupacao para a Saude Publica. De acordo com os
dados da UNAIDS (2019), estimou-se que em 2018, cerca de 37,9 milhdes de pessoas
viviam com o virus e 1,7 milhdes de novos casos de infec¢cdo tenham ocorrido. Desde
o inicio da epidemia até o ano de 2018, aproximadamente 32 milhdes de pessoas
morreram em decorréncia de causas relacionadas a AIDS. Com o advento da terapia
antirretroviral altamente ativa (TARV) as mortes diminuiram em 55% desde 2004, mas
somente no ano de 2018, 770 mil pessoas morreram por causas associadas a AIDS
(UNAIDS, 2019).

De 2007 até junho de 2019, foram notificados no SINAN (Sistema de Informacéo
de Agravos de Notificacdo) 300.496 casos de infeccéo por HIV no Brasil e apenas em
2018, foram notificados 43.941 novos casos de infec¢cdo e 37.161 casos de AIDS.
Ainda em 2018, foram registrados no SIM (Sistema de Informacédo sobre Mortalidade)
10.990 mortes por causas decorrentes a AIDS no Brasil. A maioria dos casos de
infeccdo (52,7 %) encontram-se na faixa etaria de 20 a 34 anos. (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2019).

Os dados epidemiolégicos mostram que a infeccdo por HIV ainda € numerosa em
todo o mundo. Em paises subdesenvolvidos como os do leste e sul da Africa existem
aproximadamente 20,6 milhdes de pessoas vivendo com HIV, representando mais da
metade dos casos mundiais de infec¢do pelo virus (UNAIDS, 2019). Ao redor do globo,
estima-se que exista 8,1 milhdes de pessoas que desconhecem que séo infectadas
pelo virus HIV. Apesar da eficacia do tratamento no controle da infec¢do, no ano de
2018 apenas 23,3 milhdes de pessoas tiveram acesso a TARV, um ndamero ainda
muito baixo perto do atual cenario de casos mundiais (UNAIDS, 2019).
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1.2 A Infeccao por HIV e o tratamento atual

O virus HIV é um retrovirus capaz de infectar preferencialmente linfécitos T
CD4+, uma vez que essas células apresentam um receptor primario CD4 capaz de
ser reconhecido através de interacdes moleculares pelas glicoproteinas do envelope
viral, como a gpl120 e gp4l (DEEKS et al.,, 2015). Através de co-receptores,
denominados de CXCR4, expresso em células T e/ou CCR5 expresso em células
como macrofagos e dendriticas, o virus consegue entrar na célula hospedeira por um
processo de fusdo. Apos esse processo, todo o contetdo do envelope viral € inserido
na célula hospedeira, incluindo o material genético do virus e as proteinas necessarias
para sua replicacdo. ApOs adentrar a célula hospedeira, 0 processo de transcricao
reversa € iniciado pela enzima viral transcriptase reversa, que transforma a fita simples
de RNA viral em uma fita simples de DNA, posteriormente convertida em uma fita
dupla. A fita dupla de DNA pro-viral € transportada até o nucleo celular e inserida ao
DNA da célula hospedeira através da enzima viral integrase (Figura 1). O DNA pro-
viral é convertido em RNA mensageiro e RNA genémico pela a¢do da enzima humana
RNA polimerase. O RNA mensageiro é traduzido gerando uma cadeia polipeptidica
de alta massa molecular, que sofre um processo de clivagem pela enzima viral
denominada protease levando a formacéao de proteinas menores e funcionais (DEEKS
et al., 2015). Com a formacao das proteinas essenciais e do RNA genbmico viral, a
formacao da membrana lipidica do virus (envelope) ocorre na superficie da membra
da célula hospedeira. Com isso, novos virions sdo formados e liberados da célula
através de brotamento (DEEKS et al., 2015) e a infec¢éo pelo virus se sustenta até

uma possivel intervencéo terapéutica futura.
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Figura 1. Ciclo viral e tratamento com terapia antirretroviral (TARV).

v Infec;ép ndo tratada

Linfécito T CD4

Laténcia do HIV apés TARV

Linfécito T CD4

Fonte: autoria prépria.

Até o presente momento ndo ha cura para os individuos infectados pelo virus.
A TARV é capaz de inibir diferentes etapas do ciclo de vida do virus impedindo a
propagacdo da infeccdo, mas ndo apresenta capacidade de eliminar o virus. O
tratamento medicamentoso € altamente eficaz uma vez que seja realizado de maneira
interrupta, ao longo de toda a vida do paciente (DEEKS et al., 2015; DAVEY et al.,
1999).

Com a comprovacao da eficacia no tratamento do HIV-1 pela zidovudina (AZT)
(FISCHL et al., 1987), um potente inibidor de transcriptase reversa analogo de
nucleosideo, outros antirretrovirais foram desenvolvidos. Até o presente momento é
estimado cerca de trinta tipos de farmacos aprovados que atuam em diferentes etapas
do ciclo de vida do virus (ZHAN, 2016; DEEKS et al., 2015). Os inibidores de
transcriptase reversa atuam bloqueando a etapa de transcriptase reversa do virus e
impedindo a sintese de DNA viral, sendo constituidos por duas classes: os analogos
de nucleosideo, como tenofovir e lamivudina e ndo-nucleosidicos como nevirapina e
rilpivirina (DEEKS et al., 2015). Os nao-nucleosidicos inibem a enzima transcriptase
reversa, enquanto os nucleosidicos sao incorporados ao genoma do virus e bloqueiam
a sintese de DNA viral (DEEKS et al., 2015). Apesar da grande importancia do AZT

para o desenvolvimento de novos inibidores de transcriptase reversa, seu uso foi
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associado a diferentes e severas complicacdes como anemia, esteatose hepatica e
lipoatrofia, ndo sendo mais utilizado para o tratamento de HIV (DEEKS et al., 2015).

Os inibidores de fusédo impedem a entrada do virus na célula hospedeira, tendo
como exemplo o farmaco maraviroc que atua interagindo com o receptor CCR5
evitando o processo de fusdo por virus que reconhecem esse co-receptor (DEEKS et
al., 2015). Os inibidores de integrase impedem que o genoma do virus integre o DNA
da célula hospedeira, como os farmacos dolutegravir, raltegravir e eltegravir (DEEKS
et al., 2015). Os inibidores de protease bloqueiam a etapa final do ciclo de vida do
virus impedindo a formacao de proteinas essenciais para 0s novos virions, como 0s
farmacos darunavir e atazanavir (DEEKS et al., 2015).

A TARV utiliza um esquema terapéutico combinado (em inglés highly active
antiretroviral combination therapy — HAART), geralmente consistindo na associacéo
de dois inibidores de transcriptase reversa e um inibidor de protease ou dois inibidores
de transcriptase reversa e um inibidor de integrase (DEEKS et al., 2015; CIHLAR;
FORDYCE, 2016; YENI, 2006). A associacdo de farmacos é potente frente a infeccéo
por HIV e permite uma melhor recuperacéo do sistema imune (DEEKS et al., 2015;
YENI, 2006). A TARV leva a supresséao do virus e reduz sua quantidade no plasma
abaixo do limite de deteccdo, mas a interrupcéo do tratamento leva ao ressurgimento
da replicacéo viral detectavel, uma vez que esses farmacos nédo afetam o reservatorio
latente de HIV que persiste em algumas células (DEEKS et al., 2012; SILICIANO et
al., 2003). Além disso, as implicagBes resultantes do uso prolongado desses
medicamentos, como 0 surgimento de cepas de HIV resistentes aos farmacos
disponiveis e os efeitos adversos provocados nos pacientes (ZHAN et al., 2016),
reforcam a necessidade do desenvolvimento de novas estratégias mais efetivas e

duradouras contra o virus.

1.3 Reservatério latente de HIV e a estratégia de “kick-and-kill”

Células T CD4+ ativadas infectadas pelo virus HIV sofrem processos
apoptoticos associados aos efeitos citopaticos do HIV. Dessa forma, a maioria dessas
células acabam sendo eliminadas no decorrer da infecdo. Mas, uma pequena
guantidade de células T CD4+ infectadas que néo foram eliminadas se revertem a um

estado desativado persistindo como células de memaoria, um mecanismo natural pelo
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qual os linfécitos T ativados passam (DEEKS, 2012; SILICIANO, 2011). As células T
CD4+ de memoria carregam o genoma do virus integrado e contribuem com o estado
de laténcia do HIV, uma vez que o virus latente ndo consegue expressar suas
proteinas virais e permanece transcricionalmente silenciado (DEEKS, 2012,
SILICIANO, 2011). Desta forma, o HIV latente se encontra invisivel frente ao sistema
imune e nenhuma abordagem terapéutica disponivel comercialmente é capaz de
reconhecer e eliminar seletivamente células que abrigam o virus latente (SILICIANO,
2011). Uma vez que o reservatoério latente foi estabelecido, essas células podem
tornar-se uma nova fonte de infeccao viral caso o paciente pare de fazer o tratamento
com 0s medicamentos antirretrovirais. Além disso, células T CD4+ de memdria podem
perdurar como células de longa duracdo ou expandirem-se através de mecanismos
homeostaticos (DEEKS et al., 2012; FINZI et al., 1999), levando a uma taxa de
decaimento muito lenta, estimando-se que sejam necessarios mais de 60 anos de
tratamento com antirretrovirais para que as células do reservatorio sejam erradicadas
naturalmente (FINZI et al., 1999; SILICIANO, 2003). Dessa forma, o reservatorio
latente é estabelecido mesmo em pacientes que fazem tratamento continuo com a
TARV (FINZI et al., 1997) sendo, portanto, a principal barreira para promover a total
eliminag&o do virus e erradicar a infeccdo (SILICIANO, 2011).

A laténcia do virus HIV é mantida através da contribuicdo individual de
complexos mecanismos, sendo o mais bem compreendidos: a) interferéncia e/ou
repressao transcricional, b) silenciamento epigenético e c) niveis insuficientes de
fatores de transcricdo (CARY et al., 2016; SILICIANO, 2011). Compostos capazes de
interferir nos mecanismos de manutencao da laténcia de HIV podem levar a reativagao
do virus nessas células, fazendo com que o estado de laténcia seja rompido. Novas
estratégias que visam a erradicacdo do virus HIV tém como objetivo 0 esgotamento
do reservatério latente nas células, como a estratégia denominada “kick-and-kill” ou
“shock-and-kill”. Nessa abordagem, compostos chamados de Agentes Reversores de
Laténcia (ARLs), sdo capazes de reativar o virus do estado latente e promover a
replicagdo viral. Uma vez reativado, o0 virus se torna um alvo potencial de
reconhecimento e eliminacdo. Com a reativacéo total do reservatorio, a segunda etapa
da estratégia, “kill’, objetiva a eliminacdo das células ou por efeitos citopaticos
causados pelo HIV, ou através da ativacdo do sistema imunologico do individuo ou

pelo uso de abordagens como anticorpos monoclonais e/ou vacinas terapéuticas
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(DEEKS, 2012; CILLO; MELLORS, 2016; KIM et al.,, 2018). O uso continuo da TARV
em combinagao com a abordagem de “kick-and-kill” impede que as células saudaveis

do paciente sejam infectadas com o HIV reativado.

Figura 2. Representacdo da estratégia "kick-and-kill". Na ilustracéo, o virus HIV-1 latente é reativado
por agentes reversores de laténcia. As células reativadas séo destruidas: a) pelo préprio sistema
imune do paciente; b) pela TARV para eliminacédo da forma livre, ou; ¢) por acao citotoxica da infecao;
d) por acdo de abordagens como vacinas terapéuticas, anticorpos neutralizantes, entre outros.

=

| Kill >‘

Kick
NG 4 7
Agentes reversores de A ¥ Vacinas terapéuticas, —_— .
a2 . 2 Eliminac¢do celular
laténcia (ARLS) anticorpos monoclonais, ete.

Fonte: autoria propria.

A combinagdo de agentes citotoxicos, atuando especificamente como “kill
agents”, na presenca de agentes reversores de laténcia potentes pode ser uma melhor
estratégia para a eliminagdo do reservatorio latente, uma vez que para a abordagem
ser eficiente, ndo apenas a reativagcdo dos reservatorios deve ser levada em
consideracdo, mas também, a deplecéo total dessas células que agora possuem o
virus reativado (THORLUND, 2017).

Diferentes compostos com capacidade de reativar o HIV latente ja foram
relatados na literatura, sendo as classes de compostos mais bem estabelecidas os:
inibidores de histona deacetilase (HDACI), inibidores de bromodominio (BRDi) e
agonistas de proteina quinase C (PKC) (XING; SILICIANO, 2013).

1.4 Inibidores de histona deacetilase (HDACi) como ARLS

Um dos mecanismos responsaveis pela manutencéo da laténcia do HIV esta
envolvido com modificacbes epigenéticas na cromatina. A unidade bésica da
cromatina, as histonas, podem sofrer processos de remodelamento através de
diferentes proteinas como: a) “escritoras”, capazes de realizar modificacoes
covalentes nas histonas; b) “apagadoras”, responsaveis por removerem as

modificacdes covalentes realizadas pelos “escritores”; e c) “leitoras”, proteinas
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capazes de reconhecer as histonas, sem causar nenhuma modificagcdo em sua
estrutura (CARLINO; RASTELLI, 2016). As histonas deacetilases (HDAC),
caracterizadas como “apagadoras”, sdo enzimas que atuam através da remocéo do
grupo acetil dos residuos de lisina acetilados na cauda das histonas. As HDAC estéo
divididas em grupos baseados em sua homologia, e sé@o classificados em: classe |
(HDAC 1, 2, 3e 8), classe Il (HDAC 4,5, 6, 7, 9 e 10), classe Il (SIRT1-7) e classe IV
(HDAC 11). Estas classes se diferem essencialmente por apresentarem zinco-
dependéncia (HDAC de classe 1, 2 e 4) ou NAD-dependéncia (HDAC de classe III)
(ANNEMIEKE et al., 2003). A hiperacetilacdo das histonas é relatada como sendo um
fator fundamental para a reativacdo do HIV latente, uma vez que a presenca das
HDACs contribui para a repressao transcricional. Com a inibicdo das HDAC, as
histonas acetiltransferases (HATS) responsaveis por acetilar residuos de lisinas
especificos nas histonas promovem um estado relaxado da cromatina e levam a
ativacdo da transcricdo do HIV latente, permitindo sua reativagdo (VAN LINT et al.,,
1996; XING, SILICIANO, 2013).

Diferentes estudos foram realizados com o objetivo de investigar a capacidade
de inibidores de HDAC em reativar o virus HIV latente em modelos celulares de
laténcia e células T CD4+ isoladas de pacientes infectados por HIV e em tratamento
continuo com a TARV (XING, SILICIANO, 2013). Vorinostat e panobinostat, dois
HDACIi comercialmente disponiveis para o tratamento de tipos linhagens de céancer,
foram estudados in vivo para avaliacdo da capacidade de reativacdo do HIV latente
em pacientes infectados. Archin e colaboradores (2017), demonstraram a capacidade
do vorinostat (Figura 3), um inibidor de HDAC classe I, Il e IV, em induzir a expressao
de RNA viral quando testado em células T CD4+ latentes de pacientes com HIV.
Durante o estudo, 16 participantes foram selecionados para a etapa de estudo ex vivo
e posteriormente 12 participantes do grupo original foram selecionados para o estudo
clinico, inicialmente recebendo uma dose Unica de vorinostat (400mg). Nos estudos
posteriores, 0s participantes selecionados foram submetidos a duas doses de
vorinostat em intervalos de tempo de 48 ou 72 horas e ao final do estudo foram
submetidos a 10 doses de vorinostat em intervalos de 72 horas. Apesar dos resultados
positivos quanto a reversao da laténcia do virus HIV-1 na maioria dos pacientes, 0s

autores nao relataram a eliminacdo de células do reservatério latente sugerindo que
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estratégias adicionais de “kill” podem ser necessarias para a deplecdo de HIV latente.
(ARCHIN et al., 2017).

Panobinostat (Figura 3), um inibidor ndo seletivo de HDAC, foi testado em 15
pacientes sem a interrupcao da terapia antirretroviral (RASMUSSEN et al., 2014).
Apéds 8 semanas de tratamento, 0os pesquisadores demonstraram um aumento na
transcricdo do HIV e deteccdo de RNA-HIV no plasma, confirmando a eficacia do
composto em ativar o virus latente. A eliminacdo de células do reservatério latente
também ndao foi relatada nesse estudo, sugerindo que apenas a reativacado do virus
ndo foi suficiente para provocar sua morte por reconhecimento imune de células CD8.
Os pesquisadores ainda sugerem que uma reativacdo mais potente do virus latente
poderia, possivelmente, auxiliar em uma melhor resposta imunoldgica para eliminagéo
do reservatério latente (RASMUSSEN et al., 2014).

Figura 3. Vorinostat e panobinostat inibidores néo seletivos de HDAC testados in vivo frente a
estratégia de “kick-and-Kkill

Vorinostat Panobinostat

Archin e colaboradores (2009) investigaram a capacidade de inibidores
seletivos de HDAC em reativar o HIV latente em modelos celulares de laténcia e em
células T CD4+ isoladas de pacientes infectados por HIV. Os inibidores de HDAC
classe I, especificamente, HDACs 1, 2, e 3 sdo capazes de induzir a reativacdo da
laténcia de maneira eficiente quando comparados aos inibidores de HDAC classe I
(ARCHIN et al.,, 2009). A contribuicao isolada de HDAC 1, 2 e 3 na regulacéo da
transcricdo de HIV foi estudada em modelos celulares de laténcia (BARTON et al.,,
2014; KEEDY et al.,, 2009). Inibidores seletivos de HDAC 1 e 2 demonstraram uma
fraca capacidade em induzir a expressao de HIV latente, enquanto a combinacéo de
inibidores de HDAC 2 e 3 favorecem uma potente reativacdo dos reservatorios
(BARTON et al.,, 2014; KEEDY et al.,, 2009). A importancia da definicdo de um alvo
terapéutico na estratégia de “kick-and-kill” € de grande relevancia, uma vez que uma

inibicdo ndo seletiva das enzimas HDACs pode acarretar em citotoxicidade para a
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célula hospedeira e efeitos adversos para o paciente (KEEDY et al.,, 2009), o que
justifica a importancia do estudo de potentes inibidores de HDAC classe | com maior

seletividade para HDAC 2 e 3, para aplicagdo como novos ARL.

1.5 Inibidores de bromodominios como ARL

Bromodominios sdo uma familia de dominios proteicos identificados no gene
brahma de Drosophila melanogaster, sendo agrupados dentro de oito familias
contendo 61 bromodominios de 46 proteinas diferentes. Proteinas que contém
bromodominios sao capazes de reconhecer residuos N-acetilados de lisina, como os
presentes nas caudas das histonas, atuando no remodelamento e no controle
transcricional da cromatina; e possuem relagdo com o desenvolvimento de diferentes
doencas como cancer, inflamacdes e infecgdes virais (FILLIPPAKOPOULOS; KNAPP,
2014). O bromodomino 4 (BRD4) pertence a familia de bromodominios extra-terminais
(BET), composta por BRD2, BRD3, BRD4 e BRDT, e atua recrutando um fator de
alongamento positivo, do inglés “positive transcriptional elongation factor complex”
(PTEF-b), responsavel por promover a regulagdo do processo de transcricdo pela
RNA Polimerase 1l (RNA Pol 1) (LIU et al.,, 2017). A presenca de BRD4 esta
diretamente relacionada com a manutencao da laténcia do virus HIV, uma vez que
BRD4 compete com a proteina viral Tat pela ligacdo com o P-TEFb. A interacéo
BRD4-P-TEFb resulta na repressao da transativacdo mediada por Tat. A proteina Tat
€ responsavel por recrutar um complexo de super alongamento (SEC) para estimular
a RNA polimerase Il e gerar a producado de transcritos completos de HIV. P-TEFb e
ELL2 sdo os dois fatores de alongamento presentes no SEC, que atuam por
mecanismos diferentes. A interacdo de BRD4 com P-TEFb é necesséria para a
expressao de varios genes celulares e bloqueia de forma competitiva a interacao Tat-
SEC, impedindo a reativagao da laténcia do virus (YANG et al.,, 2005); LI et al., 2013).
Inibidores de BRD4 podem atuar como agentes reversores de laténcia uma vez que
favorecem a interagéo Tat-P-TEFb, contribuindo com a reativagéo do virus latente.

Pesquisas iniciais (BANERJEE et al., 2012; BOEHM et al., 2013; Ll et al.,, 2013)
demonstram o potencial de inibidores de BRD4 em induzir a expresséo de HIV latente,
como em estudos envolvendo o uso do composto JQ1 (Figura 4), um inibidor de BET,

que apresentou resultados positivos quanto a capacidade em induzir o virus latente
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em modelos de células T primarias latentes. (BANERJEE et al., 2012; BOEHM et al.,
2013; Ll et al.,, 2013).

Figura 4. JQ1, um inibidor de bromdominios extra-terminais avaliado em modelos celulares frente a
estratégia de “kick-and-kill”.
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Fonte: autoria propria.

1.6 Efeitos sinérgicos entre ARLS

A combinacgéo de classes diferentes de ARL é uma estratégia explorada em
alguns estudos com o objetivo de alcancar efeitos sinérgicos entre compostos que
atuam por mecanismo distintos na reativacdo da laténcia, contribuindo para
potencializar sua acdo e apresentando uma maior capacidade de reativacdo do virus
HIV. Combinagbes entre agonistas de PKC e JQ1 ou inibidores de HDAC sé&o
relatadas na literatura e sua atuacao conjunta apresenta sinergia, exibindo um maior
aumento na capacidade de reativacao do virus latente do que quando os compostos
foram testados separadamente ex vivo (LAIRD et al.,, 2015). Sabendo da importancia
do planejamento de novos ARL potentes, utilizou-se da proposta de sinergia entre
classes de reversores de laténcia para desenvolver moléculas hibridas, inibidoras
duais de HDAC e BRDA4.

A hibridacdo é um processo de modificacdo molecular caracterizado pela
conjugacao de caracteristicas estruturais definidas entre dois compostos bioativos
distintos em uma Unica molécula. Essa estratégia tem sido empregada para obtencéo
de diversos farmacos disponiveis no mercado e mostra-se atraente e promissora para
identificagdo de novos protétipos (MORPHY; RANKOVIC, 2005; MORPHY;
RANKOVIC, 2009). O desenho estrutural, baseado no mecanismo de agéo, deve
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assegurar a mesma molécula planejada o reconhecimento molecular por dois ou mais
alvos terapéuticos, simultaneamente, aumentando a eficiéncia terapéutica. Uma das
vantagens da hibridacdo molecular, comparada a administracdo concomitante dos
farmacos, € que os compostos hibridos gerados ndo apresentam as diferencas
farmacocinéticas da administracao individual, tampouco desencadeiam interacdes
medicamentosas provenientes da associacdo. Outra vantagem, é que 0 uso de um
anico composto minimiza o numero de farmacos ja utilizados pelo paciente, aspecto
extremamente relevante ao paciente vivendo com HIV, ja que este se encontra
polimedicado e esta mais sujeito a interacdes medicamentosas, reacdes adversas a
medicamentos e a falta de adeséo a terapia (BRASIL, 2019).

Considerando a possibilidade de atuacdo em duas vias distintas de reativacao
do virus latente, estruturas duais frente a inibicdo de HDAC classe | e BRD-4 foram
planejadas para posterior sintese e avaliagdo da capacidade de inibicdo e reversao

de laténcia em ensaios de avaliacdo farmacologica.

1.7 Planejamento estrutural dos compostos

Inibidores de Bromodominio

Para o planejamento da série de compostos a serem sintetizados, foi avaliado
as possibilidades estruturais que levariam a melhor interagdo com os alvos desejados:
HDAC classe | (HDAC-2 e HDAC-3) e BRDA4.

Nos inibidores de BRD4 descritos na literatura, € comum observar subunidades
capazes de reconhecer residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo da enzima a
exemplo da asparagina-140 (ASP-140) e tirosina-97 (TYR-97). Ainda no sitio ativo,
também é possivel observar moléculas de agua conservadas que contribuem com a
formacado de ligacdo hidrogénio em seu interior (LIU et al., 2017; HEWINGS et al.,
2011).

Derivados contendo a subunidade 3,5-dimetil-isoxazol foram explorados como
inibidores de BET em estudos prévios na literatura (HEWINGS et al., 2011). Estudos
de triagem virtual realizados em nosso grupo de pesquisa com a colaboragéo do grupo
de Quimica Medicinal da Universidade de Minnesota levaram a identificacdo do
derivado isoxazolico como padrdo estrutural promissor na inibicdo de BRD4

(resultados nao publicados). O derivado foi sintetizado e posteriormente cristalizado
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com o BRD-4. Assim, o complexo deste derivado com BRD-4 obtido por cristalografia
de raios-X mostrou que a subunidade isoxazol é capaz de realizar ligacdo de
hidrogénio com a asparagina-140 e tirosina-97 (). Posteriormente, a interacdo com
BRD-4 foi avaliada por Fluorimetria de Varredura Diferencial (do inglés: Differential
Scanning Fluorimetry - DSF) e calorimetria de titulacao isotérmica (ITC). No ensaio de
DSF, o derivado isoxazdlico foi testado na concentracédo de 20 uM contra os dominios
1 e 2 presentes nos bromodominios 3 e 4. Os valores de ATm encontrados foram: 0.8;
0.4; 0.9 e 14 para BRD-3(D1), BRD-4(D1l), BRD-3(D2) e BRD-4(D2),
respectivamente. A constante de dissociacdo em BRD-4(D1) foi determinada por ITC
e mostrou valores de 2.1 uM. A pose obtida apresentou excelente correlacdo com os
dados computacionais apresentando valores de RMSD inferiores a 0,6, validando o
modelo computacional. Esses resultados preliminares mostraram que o derivado
isoxazolico é um protétipo promissor para o desenvolvimento de novos inibidores de
BRDA4.

Figura 5. Modo de ligacdo do composto isoxazélico em BRD4 obtido por cristalografia de raios-X,
(resolucéo de 1,4 A; Resultados n&o publicados).

Fonte: autoria propria.

Inibidores de HDAC

Quanto a inibicdo seletiva de HDAC classe |, do ponto de vista estrutural a
classe das o-amino-benzamidas séo relatadas como estruturas privilegiadas capazes
de interagir com o atomo de zinco (Zn?*) presente no sitio ativo das HDAC-1, 2 e 3
(WAGNER et al., 2013). No estudo de Moradei e colaboradores (2007), os autores
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otimizaram a estrutura de um inibidor de HDAC classe | (HDAC-1, 2 e 3), CI-994
(HOLSON; WAGNER; STAHLY; 2013) produzindo o composto 19 que contém um
substituinte tiofeno na posicado para em relacdo ao grupo amino da subunidade 2-
amino-benzamida (Figura 6), conferindo assim, maior seletividade para HDAC-1 e 2.
A presenca do tiofeno permite a ocupacdo de uma cavidade adicional de 14 A
presente nestas duas isoformas, o que confere seletividade a HDAC -1 e -2
(MORADEI et al., 2007).

Figura 6. Otimizacdo do composto CI-994 para obtencdo de um inibidor seletivo HDAC-1 e HDAC-2.
Os valores de ICso obtidos frente a inibicdo de HDAC sé&o apresentados no quadro em destaque.

H
T = %j
S N A O
O ,

Cl-994 19
HDAC-1: 0,9 uM HDAC-1: 0,04 uM
HDAC-2: 0,9 uM HDAC-2: 0,1 uM
HDAC-3: 1,2 uM HDAC-3: > 10 uM

HDAC-4-9: > 10 uM HDAC-4-9: > 10 uM

Fonte: Autoria propria (Adaptado de MORADEI et al., 2007).

Para a inibicdo seletiva de HDAC-3, estudos demonstram que substituicdes por
grupos volumosos na posicéo p-amino dificultam uma interacéo favoravel com o sitio
da enzima. As HDACs 1, 2 e 3 apresentam 95% de similaridade no sitio ativo, sendo
a principal diferenca a presenca de uma tirosina-107 na HDAC-3 enquanto as HDACs
1 e 2 apresentam uma serina-118 (WAGNER et al., 2015; CAO, ZWINDERMANN,
DEKKER, 2018). Essa mudanca modifica a cavidade interna de HDAC-3 por
impedimento estérico entre os residuos de aminoéacidos, o que faz com que inibidores
seletivos de HDAC-3 se limitem a conter em sua estrutura &tomos pequenos, como
hidrogénio ou flior nas posicdes p-amino ou o-amino (Figura 8) (WAGNER et al.,
2015) (CAO, ZWINDERMANN, DEKKER, 2018). Um estudo realizado por Barton e
colaboradores (2014) demonstrou a capacidade do composto BRD3308 (Figura 7),
um inibidor de HDAC classe | com maior seletividade para HDAC-3, em induzir a

expresséo de virus HIV latente em modelos celulares (BARTON et al., 2014).
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Figura 7. Estrutura do composto BRD3308 da classe das o-aminoanilidas, um inibidor seletivo de
HDAC classe |, com atividade de inibicdo de HDAC-3.

H
NH2 N\ﬂ/

N O
O

BRD3308

HDAC-1: 1,26 uM
HDAC-2: 1,34 uM
HDAC-3: 0,054 uM
HDAC-4-9: > 33 uM

Fonte: autoria prépria.

Figura 8. Sobreposi¢édo das estruturas cristalinas de HDAC-2 (roxo) e HDAC-3 (marrom) usando o
software Maestro. A mudanca de aminodcidos faz com que o sitio ativo de HDAC-3 perca a cavidade
de 14 A presente na HDAC-2 por um efeito de repuls&o ocasionado pela Tyr107 e Leu133, tornando o
sitio ativo de HDAC-3 mais fechado. Inibidores da classe das o-aminoanilida com grupamentos
volumosos na posicdo p-amino ndo conseguem ocupar a cavidade de HDAC-3 por uma questao
estérica.

Fonte: Autoria prépria.

Desta forma, tendo em vista a obtencdo de compostos duais a estratégia de
hibridacdo molecular foi empregada combinando fragmentos estruturais capazes de
interagir com BRD4 e HDAC classe |, tendo como base inibidores relatados na
literatura como a classe das o-amino-benzamidas objetivando explorar uma inibi¢céo
seletiva para HDAC classe | e a estrutura do 3,5-dimetil-isoxazol para reconhecimento
de BRDA4.
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5. CONCLUSAO

O planejamento estrutural com o uso da estratégia de modelagem molecular levou
a oito compostos, que de acordo com o modelo, foram capazes de interagir com 0s
sitios de HDAC-2 e BRDA.

Dos oito compostos planejados, seis foram sintetizados com rendimentos globais
entre 58 a 46%; e dois intermediarios sintéticos com rendimentos entre 61 a 72%. A
caracterizacdo estrutural realizada por meio de RMN uni e bidimensional e
espectroscopia de infravermelho, sugere a obtencdo das moléculas.

As avaliacbes enzimaticas demonstraram que 0s compostos da série isoxazol
apresentaram as maiores inibicdes frente a BRD4 quando comparado com a série
acetamida. Os compostos (12) e (25) também demonstraram que o grupo 3,5-dimetil-
isoxazol ndo € capaz de ocupar a cavidade de HDAC-1, 2 e 3 por apresentar
porcentagem de inibicdo de 8, 10, 3%; e 2, 5, 0%, respectivamente para essas
enzimas. Esses compostos também apresentaram a maior percentagem de inibicao
frente BRD4 (25%), indicando que a posi¢cdo em que o anel 3,5-dimetil-isoxazol foi
substituido na molécula foi a mais favorecida em relacado ao reconhecimento do sitio
de BRDA4.

Os compostos (20) e (23) obtiveram resultados potenciais quanto sua capacidade
de inibir HDAC-1, 2 e 3 e BRD4, sendo o composto (23) mais seletivo para HDAC- 1
e 2 com porcentagem de inibicdo de 92 e 88% respectivamente. O composto (20) foi
capaz de inibir HDAC-1,2 e 3 com porcentagem de inibicdo de 75, 72 e 57%
respectivamente. Os compostos também apresentaram porcentagem de inibicdo de
21 e 17% frente BRDA4.

Os intermediarios (14) e (26) ndo apresentaram bons resultados de inibicdo frente
aos alvos HDAC -1,2,3 e BRD4, indicando que o grupo nitro nas estruturas nao é
adequado para gerar as interagdes necessarias no sitio dessas enzima e proteina.

Com os resultados da avaliagdo enzimatica, de maneira geral, destaca-se que 0s
compostos (20) e (23) sdo protoétipos adequados para otimizagdo estrutural visando
um aumento na porcentagem de inibicdo frente aos alvos definidos e futuramente
serem avaliadas quanto sua capacidade em atuar como agentes reversores de

laténcia para HIV.
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