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RESUMO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) é causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e continua sendo um problema de saude mundial
quatro décadas apds o relato de seu primeiro caso. Apesar do sucesso na supressao
da carga viral e do aumento da sobrevida dos pacientes devido a terapia antirretroviral
combinada (TARVCc), o desenvolvimento de novas moléculas tornou-se imperativo
devido as cepas que se tornaram resistentes aos antirretrovirais (ARV). Nesse
contexto, ocorre uma busca continua por novos agentes anti-HIV baseados em varios
grupos quimicos, como as pirimidinonas, que tém sido incluidas em diversos
compostos com atividade antirretroviral. O nucleo piridiminona é obtido principalmente
a partir da reacéo multicomponente de Biginelli e vem ganhando muita importancia na
area da quimica medicinal pois seus derivados sdo constantemente relatados na
literatura com atividades biol6gicas muito promissoras, dentre elas anti-HIV. Assim,
este trabalho visa ressaltar o nucleo pirimidinona e sua aplicagdo em moléculas com
potencial atividade inibitéria do HIV. Essa revisdo nos permitiu concluir que: i) os
derivados de pirimidinonas, que sdo obtidos a partir da reacdo multicomponente de
Biginelli, podem fornecer compostos altamente ativos, que visam diferentes etapas do
ciclo de replicacdo do HIV-1; ii) as pirimidinonas sdo importantes pontos de partida
para preparacdo de moléculas com mecanismo de acao dual frente a inibicdo da
transcriptase reversa (TR) e integrase (IN) do HIV.

Palavras-chave: Reacado de Biginelli, Pirimidinonas, DABOs, HEPTSs, AIDS, HIV.



ABSTRACT

Acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) is caused by the human
immunodeficiency virus (HIV) and remains a worldwide health problem four decades
after the first case was reported. Despite the success in viral load suppression and
increased patient survival due to combined antiretroviral therapy (CART), the
development of new molecules has become imperative due to strains that have
become resistant to antiretrovirals. In this context, there is a continuous search for
new anti-HIV agents based on various chemical groups, such as pyrimidinones, which
have been included in several compounds with antiretroviral activity. The pyridiminone
nucleus is obtained mainly from the Biginelli multicomponent reaction and has been
gaining a lot of importance in the area of medicinal chemistry because its derivatives
are constantly reported in the literature with very promising biological activities, among
them anti-HIV. Thus, this work aims to highlight the pyrimidinone core and its
application in molecules with potential HIV inhibitory activity. This review allowed us
to conclude that: i) pyrimidinone derivatives, which are obtained from the Biginelli
multicomponent reaction, can provide highly active compounds that target different
stages of the HIV-1 replication cycle; ii) pyrimidinones are important starting points for
the preparation of molecules with a dual mechanism of action against the inhibition of

HIV reverse transcriptase (TR) and integrase (IN).

Keywords: Bignelli reaction, Pyrimidinones, DABOs, HEPTSs, AIDS, HIV.
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1 INTRODUCAO

1.1  HIV/AIDS

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS, do inglés “acquired
immunodeficiency syndrome”) foi descrita clinicamente pela primeira vez em 1981 nos
Estados Unidos quando um grande nimero de pessoas comecou a vir a 6bito. Neste
primeiro momento, a doenca atingiu principalmente homens homossexuais e pessoas
que faziam uso intravenoso de substancias de abuso (ROSEN, 1985). Em 1983,
Barré-Sinoussi e colaboradores isolaram um retrovirus de um paciente com AIDS, eles
observaram uma mudanca significativa na contagem de células T e sugeriram ser este
o alvo principal da infeccdo (BARRE-SINOUSSI et al., 1983). Mais tarde, esse virus
foi descrito como virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés “human
immunodeficiency virus”), e caracterizado como agente etioldégico da AIDS (SHARP;
HAHN, 2011). Embora haja tratamento, a infeccdo continua sendo uma questéo
importante de saude publica. No mundo, em 2021, havia 38,4 milhGes de pessoas
vivendo com HIV (UNAIDS, 2022), j& no Brasil, de acordo com o Ministério da Saude
(MS), no periodo de 1980 a junho de 2022 foram registrados, 1.088.536 casos de
AIDS. S6 em 2020 foram diagnosticados 32.701 novos casos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2022).

Sabe-se que a AIDS pode ser causada por dois lentivirus, o HIV-1 e o0 HIV-2,
sendo o primeiro o mais disseminado ao redor do mundo e de maior relevancia clinica.
O segundo é mais caracteristico no continente da Africa (CECCARELLI et al., 2021;
DE SILVA, 2008). A carga viral nos individuos infectados com HIV-2 tende a ser menor
gue no HIV-1, o que favorece as menores taxas de transmissdo e a baixissima
ocorréncia de transmisséao vertical (POPPER et al., 2000; BERRY et al., 2002). A
maioria dos individuos infectados com o HIV-2 nao progridem para AIDS, e nos casos
em que ocorre, 0s sintomas sao indistinguiveis do HIV-1 (ROWLAND-JONES;
WHITTLE, 2007).

O HIV-1 tem como principal alvo as células de defesa que expressam o receptor
CD4+ em sua superficie, levando a um prejuizo na resposta imunolégica (BOWEN;

HANE; FAUCI, 1985). No primeiro momento, algumas semanas apos a infeccéo pelo


https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADndrome_da_imunodefici%C3%AAncia_adquirida
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADndrome_da_imunodefici%C3%AAncia_adquirida
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADndrome_da_imunodefici%C3%AAncia_adquirida
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HIV, o individuo infectado se encontra na etapa de infeccdo aguda em que o virus se
replica muito nos tecidos linfoides, sendo caracterizada pela elevada carga viral e
niveis decrescente de Linfocitos T-DC4+, nessa fase o individuo € muito infectante.
Alguns sintomas, como m febre, cefaleia, astenia, adenopatia, faringite, exantema e
mialgia podem ocorrer, mas costumam desaparecer depois de 4 semanas. A proxima
fase da infeccdo é chamada de laténcia clinica, onde o exame fisico costuma ser
normal e o individuo muitas vezes é assintomatico, esta fase pode durar anos. Com o
avanco da infec¢éo, e a diminuigdo gradual do nimero de linfocitos alguns sintomas
inespecificos como febre baixa, perda de peso, sudorese noturna, fadiga, além de
cefaleia diarreia cronica e outros sintomas s&o mais frequentes. (MINISTERIO DA
SAUDE, 2018). Com a diminui¢&o dos linfécitos T CD4+, que sdo muito importantes
na modulagéo e no controle da resposta imune, o individuo fica em um estado de
imunodeficiéncia. Neste estagio, a pessoa fica suscetivel a infeccbes oportunistas,
como tuberculose (TB), fungos, virus e neoplasias, caracterizando a AIDS. (SRIRAM,;
BAL; YOGEESWARI, 2004). Caso o individuo néo realize a TARV, inevitavelmente
evolui para morte, mostrando a importancia do tratamento para as os individuos

soropositivos.

1.2 TERAPIA ANTIRRETROVIRAL

No ciclo de replicacdo do virus existem muitos pontos que sdo estritamente
relacionados a componentes virais, podendo ser utilizados como alvos para
intervencdo quimioterapica (DE CLERCQ, 2005). Hoje, a abordagem para o
tratamento do HIV-1 baseia-se na terapia antirretroviral combinada (TARVc), que faz
a associacao de alguns agentes antivirais que atuam em etapas diferentes do ciclo de
replicacdo (ZHAN, 2009). Os farmacos que se encontram disponiveis atuam nas
principais enzimas, como na inibicdo da enzima transcriptase reversa (TR). Esses
farmacos sao divididos em inibidores nucleosideos da TR (ITRN) e ndo nucleosideos
(ITRNN); outros tém acéo voltada a inibicdo da enzima integrase (INI) ou inibicdo da
protease (IP). Ja com base no processo inicial de infeccdo, os inibidores que
blogueiam a ligacé@o ou fuséo da particula viral a célula hospedeira, sdo denominados

coletivamente de “inibidores de entrada” e podem atuar nas glicoproteinas virais
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(gp120 e gp41) e nos receptores e correceptores presentes na superficie celular (CD4
e CCR5 ou CXCR4) (ARTS; HAZUDA, 2012; BIANCO et al., 2021).

O tratamento com a terapia antirretroviral (TARV é muito efetivo, de grande
eficacia clinica e tem aumentado significativamente a perspectiva de vida dos
individuos soropositivos, modificando o status da AIDS de uma doenca fatal para
cronica controlavel. De acordo com o Protocolo clinico e diretrizes terapéuticas para
manejo da infeccdo pelo HIV em adultos a TARV inicial deve sempre conter
combinacgdes de 3 ARV, dois deles da classe dos INTR em associacdo com mais um
antirretroviral de outa classe, podendo ser INNTR, IP ou INI. Portanto em territorio
nacional o tratamento inicial é feito preferencialmente com os INTR lamivudina (3TC)
e tenofovir (TDF) em associacdo com o INI dolutegravir (DTG). Em casos de
coinfeccao tuberculose-HIV (TB-HIV) quando ha algum critério de gravidade, como
contagem de células LT-CD4+ <100 células/mm?3, outra infeccdo oportunista ou
necessitar de internagdo, no tratamento inicial é feita a troca do dolutegravir pelo
raltegravir (RAL). ApGs a o tratamento da tuberculose € feita a substituicdo parao DTG
(Tabela 1)(MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Tabela 1 — Esquema preferencial de TARV em adultos e tratamento em casos de coinfec¢cao TB-HIV.

Condigéo do . . .
; TARV inicial Dose diaria Observacao
paciente

Inicio do tratamento | TDF/3TC + DTG | (300mg/300mg) “2 x 1” + 50mg:

1x/dia
Coinfeccdo TB-HIV | TDF/3TC + RAL (300mg/300mg) “2 x 1”: 1x/dia Terminado tratamento de
com critérios de + TB, deve ser feira a trova de
gravidade 2 400mg: 12/12h RAL para DTG, em até 3

meses

Fonte - Adaptada de MINISTERIO DA SAUDE.(2018).

Apesar disso, o tratamento néo é capaz de erradicar o HIV completamente, pois
nenhum dos farmacos disponiveis pode efetivamente eliminar os reservatoérios virais
ocultos em células dormentes (MAEDA et al., 2019). Outro ponto relevante é o rapido
surgimento de cepas resistentes, que prejudicam o tratamento uma vez que,
gradualmente, diminuem a eficacia dos farmacos (GRANT et al., 2002). Desta forma,
torna-se imperativa a constante busca por novos compostos com mecanismos de

acao inovadores ou ja conhecidos.
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Nesse contexto, tem havido uma busca continua por novos agentes anti-HIV
baseados em diversos grupos quimicos privilegiados, incluindo heterociclos
nitrogenados como as pirimidinonas (BIANCO et al., 2021). A aplicagcdo de
heterociclos € uma estratégia amplamente utilizada na quimica medicinal para
obtencéo de candidatos a farmacos, pois pode modular propriedades relacionadas a
farmacocinética, como solubilidade, lipofilicidade e polaridade, além de propriedades
farmacodinamicas, como capacidade de ligacdo de hidrogénio e a capacidade de

formar complexos com metais de coordenacéo.

Existem diversas pesquisas na literatura que mostram as aplicacdes do ndcleo
pirimidinona como uma estrutura privilegiada no desenvolvimento de potenciais
candidatos a farmacos anti-HIV (WU, D. C. et al., 2013). Além de que, ja na TARV
atual alguns farmacos com lamivudina (INTR) e raltegravir (INI) possuem o nucleo
pirimidinona. Nesta revisdo selecionamos artigos relevantes que mostram a
importancia e o potencial desse heterociclo e seus dados de relacdo estrutura-
atividade (REA) como inibidores do HIV-1.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Buscar pesquisas na literatura e trazer de forma sintética um panorama dos
derivados da pirimidinona como agentes antirretrovirais, ressaltando assim a
importancia deste ndcleo para novos potenciais prototipos que venham reforcar o
esquema de Terapia Antirretroviral (TARV).

1.3.2 Objetivos Especificos

« Discutir a importancia de novos farmacos para o tratamento do HIV;

o Buscar na literatura a utilizacdo do nucleo pirimidinona e derivados frente HIV;

e Apontar estes derivados, assim como 0s mecanismos de acao farmacoldgico
descritos e sua atividade bioldgica em comparacdo com os medicamentos
disponiveis;

o Discutir a relacédo de estrutura atividade dos derivados;

« Discutir qual derivado € mais promissor e que apresenta melhor atividade
frente ao HIV.
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2 DESENVOLVIMENTO

21 METODOLOGIA

O delineamento da metodologia deste trabalho caracterizou-se por uma revisao
bibliografica, baseando-se em materiais ja elaborados, como artigos cientificos e
livros. Os bancos de dados utilizados para coleta do material necessario foram
PubMed, Scielo, SciFinder e Google académico. As palavras-chave foram: Reacéo de
Biginelli, Pirimidinonas, Quimica Medicinal, Antirretrovirais, HIV e seus
correspondentes na lingua inglesa (Biginelli reaction, Pyrimidinones, DABOs, HEPTS,
AIDS, HIV). As palavras-chave foram pesquisadas individualmente ou combinadas. A
busca foi feita no periodo de outubro de 2021 a junho de 2022. A selecdo das
publicacdes teve como etapa inicial a triagem dos titulos relacionados ao tema e apés
leitura criteriosa foram selecionados aqueles que fossem mais coerentes com o tema

proposto.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Pirimidinona

Pirimidinonas diferem das pirimidinas (Figura 1) por terem uma carbonila
presente no anel. A semelhanca que possuem confere algumas propriedades
guimicas em comum. O local da carbonila nas pirimidinonas pode variar em 3 posi¢cdes

frequentes no anel aromatico (Figura 2).

Figura 1 - Estrutura geral dos anéis da pirimidina e seu derivado pirimidinona.

( )

Pirimidina Pirimidinona

Fonte: O autor (2022).
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Figura 2 - Posicbes mais frequentes da carbonila no nicleo pirimidinona.
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Fonte: O autor (2022).

Este nucleo € bastante versatil e vem ganhando muita atencdo na quimica
medicinal por ser intimamente relacionado aos acidos nucléicos, macromoléculas de
extrema importancia biolégica por possuirem diversas propriedades, entre elas a
construcdo do material genético dos seres vivos (DNA e RNA) (KAUR et al., 2017)
(Figura 3).

Figura 3 - Nucleo pirimidinonas presentes nas bases do DNA (citosina e timina) e RNA (uracila).
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Fonte: KAUR et al. (2017).

A literatura mostra uma diversidade de substancias com diferentes perfis
farmacoldgicos contendo o0 nudcleo pirimidinona (Figura 4): anti-hipertensivo
(ROVNYAK et al., 1992), anti-HIV (NAIDU et al., 2015), antimicrobiano (AGARWAL
et al., 2002), antibacteriano, antifingico (TALE et al.,, 2011) anticancerigeno
(DRAGOVICH et al., 2013), hipoglicemiante (BHOSLE et al., 201), antiarritmico, anti
inflamatorio (LAURO et al.,, 2014), analgésico (SAID et al., 2009), antituberculose
(TRIVEDI et al., 2010), inibidor da sintese de DNA e RNA (DRAGUNOW, 1990),
inibidor da acetilcolinesterase (ARUNKHAMKAEW et al., 2013) e moléculas contra
doenca de Alzheimer (BARBOSA et al., 2016) (Figura 4).
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Figura 4 - Atividades biol6gicas relatadas de derivados de pirimidinonas.
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Fonte: O autor (2022).

O nucleo é encontrado em alcaloides naturais isolados de espécies de esponjas
como a Batzeladina B (Figura 5), que € conhecida por inibir a ligacdo da proteina de
superficie gp120 do HIV com o receptor CD4 da célula alvo (PATIL, 1995). Muitos
compostos no mercado possuem em sua estrutura o ndcleo pirimidinona, como
exemplo temos a riboflavina (Vitamina B2), aminofilina (broncodilatador), 5-fluroulacila
(antineoplasico), metil-tiouracila (antitireoidiano) e o acido barbitarico e derivados
(sedativos) (DUDHE et al., 2022) (Figura 6).

Figura 5 - Batzeladina A e B, alcaloides naturais isolados.

Batzeladina B (CH,)¢Me

Fonte: Adaptado de PATIL (1995).



Figura 6 - Farmacos contendo o nicleo da pirimidinona.
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Fonte: Adaptado de DUDHE et al. (2022).
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Além disso, a TARV atual conta com farmacos derivados de pirimidinonas

aprovados para o uso clinico na terapia anti-HIV, principalmente na classe dos INTR,

como a zidovudina (AZT), lamivudina (3TC), emtricitabina (FTC). Na classe dos INI

também ha o raltegravir (RAL) que possui o nucleo pirimidinona (Figura 7). Com isso

observa-se a importancia deste nucleo e seus derivados como potenciais inibidores

destas duas enzimas.

Figura 7 — Farmacos usados na TARV que possuem o nucleo da pirimidinona.
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Fonte: O autor (2022).
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Os derivados pirimidinbnicos emergiram no campo de pesquisa da terapia anti-
HIV, principalmente como inibidores da enzima TR do HIV-1. Em 1989, Miyasaka e
colaboradores descobriram o 1-[(2-hidroxietoxi) metil] -6-(feniltio) timina (HEPT)
(Figura 8) como o primeiro candidato a ITRNN (MIYASAKA et al., 1989). Os resultados
bioldgicos revelaram que este derivado pirimidindnico inibiu a replicacao do HIV-1 com
um valor de concentracéo eficaz na producao de 50% da resposta maxima (ECso) de
7 ymol/L, além de ter apresentado um bom indice de seletividade (1IS=106) (ZHUANG
et al., 2020; CHEN et al., 2012).

Outra classe de ITRNN do HIV-1 baseados em pirimidinonas, sdo os DABOs
(di-hidro-alcoxi-benzil-oxopirimidina) (Figura 8), os quais ocupam uma posi¢cao
determinante na pesquisa por novos inibidores do HIV-1 uma vez que sao descritos
como potentes inibidores tanto de cepas sensiveis quanto de resistentes, além de
exibirem atividade contra o HIV-2 (YU et al., 2011). Estudos cristalograficos mostram
gue os inibidores DABOs sado capazes de se adaptarem a bolsa de ligacdo no sitio
enzimatico da enzima TR através de diferentes conformacdes, o que permite o
reposicionamento e reorientacdo, pontos criticos para reterem poténcia frente a uma

série de cepas do virus resistentes aos medicamentos aprovados (YU et al., 2011).

Figura 8 - Estrutura quimica e ano de descoberta dos HEPTs e DABOs.

1-[(2-hidroxietoxi) metil] -6-(feniltio) timina dihidro-alcoxi-benzil-oxopirimidina
HEPTs DABOs
1989 1992
- J

Fonte: O Autor (2022).

2.2.2 Sintese

O ndcleo pirimidinona e derivados séo obtidos a partir de diversos métodos
sintéticos, no entanto, um bastante descrito na literatura, é a reacdo multicomponente
(MCRs, do inglés “Multicomponents reactions”) de Biginelli (NETO; FERNANDES e
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CORREIA, 2019). As MCRs sao definidas como reacdes nas quais 3 ou mais
reagentes sdo postos em um Unico recipiente e obtém-se um produto com
caracteristicas de todos os componentes usados (DOMLING; WANG, W.; WANG, K,
2014). MCRs sao interessantes pois envolvem uma sequéncia de reacdes que
acontecem sem a necessidade de mudar o meio reacional apds cada etapa,
resultando em uma economia de material e tempo, além de diminuir a quantidade de
residuos gerados. Em adicéo, facilitam a criacdo de uma gama de moléculas que em
sua maioria possuem uma grande variedade de atividades biolégicas, como o nucleo
pirimidinona (HERRERA; MARQUES-LOPEZ, 2014).

A MCR de Biginelli foi relatada pela primeira vez em 1893 por Pietro Biginelli
(BIGINELLI, 1893), catalisada por &cido e envolvendo os componentes benzaldeido,
acetoacetato de etila e ureia (Esquema 1). O produto da reacdo foi obtido e
identificado como 3,4-diidropirimidin-2(1H) -ona (DUDHE et al., 2022).

Esquema 1 - Reacéo classica de Biginelli para obteng&o de pirimidinonas

_______________________________________________________________

E O.__H !
: o] O O o :
! )J\ . )J\)J\ HCI, EtOH :
 HoN” “NH, + OEt Refluxo  EtO | /tl !
E Uréia Benzaldeido Acz?;ct:ﬁ;ato u o E
| :

_______________________________________________________________

Fonte: Adaptado de BIGINELLI (1893).

Os aldeidos podem ser substituidos na posicdo orto, meta ou para com grupos
doadores ou retiradores de elétrons, normalmente melhores rendimentos s&o
alcancados quando nas posi¢cdes meta ou para ha grupos retiradores de elétrons.
Heterociclicos e aldeidos alifaticos também podem ser empregados. Outro
componente tradicionalmente usado, € o0 acetoaceto de alquila, que pode ser trocado
por exemplo, por acetoacetatos de arila e acetoacetamidas dentre outros. Dos 3
blocos de componentes usados na reacao de Biginelli, a ureia € a mais restrita quanto
a variacoes estruturais, contudo na literatura encontram-se algumas variagées, como
0 uso da tioureia (KAPPE, 2005).
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Atualmente, ha uma extensa gama de condic¢des reacionais para a sintese de
Biginelli. Em relacdo ao solvente empregado, inicialmente o etanol era o0 mais
indicado, no entanto j& € de conhecimento que o0 uso de solventes polares apréticos
como dioxano € viavel (VALVERDE; DALLINGER; KAPPE, 2001). Alguns estudos
também realizam a reacdo sem solvente tornando-a muito mais econémica e
sustentavel (RANU; HAJRA; DEY, 2002; OULD M’'HAMED; ALSHAMMARI; LEMINE,
2016). Tradicionalmente a reacdo ocorre utilizando &cido cloridrico (HCI) como
catalisador, mas pode-se empregar outros acidos fortes de Brgnsted, como &cido
sulfarico (H2S04). Existem diversos estudos que também mostram o uso de &cidos de
Lewis, tais como: Bi(OS(02)CF3s)3, Cu(OSO,CF3),, LiBr, NbCls, LiClO4 (HU; SIDLER;
DOLLING, 1998), FeCls (CHOUDHARY et al., 2003), HsBOs (TU et al., 2003), AICl3
(SAINI et al., 2007) e cloreto de trimetilsilil (PISANI et al., 2007). Na literatura também
séo relatadas metodologias que usam liquidos i6bnicos (RAMOS et al., 2012) e 0 uso
de micro-ondas (KAPPE, 1999).

Desde sua descoberta em 1893, muitos mecanismos foram propostos para a
reacdo de Biginelli. Na década de 30, Folkers e Johnson tentaram explicar o
mecanismo que ocorre sob catalise acida via um dos trés possiveis intermediarios
chaves para a reacao bimolecular priméria (1-3) (Figura 9) (FOLKERS; JOHNSON,
1933). Os mecanismos que envolvem esses trés intermediarios sdo 0 mecanismo via

iminio (1), via enamina (2) e mecanismo de Knoevenagel (3).

Figura 9 - Intermediarios de reacao de Biginelli propostos por Folkers e Johnson.
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Fonte: Adaptado de NETO; FERNANDES e CORREIA (2019).

Algumas décadas depois, Sweet e Fissekis apresentaram o mecanismo que
ficou conhecido como de Knoevenagel, o qual ocorre via condensacdo alddlica,
sugerindo que a formacgéo do intermeriario 3, originada da reacdo do benzaldeido

com acetoacetato de etila, seria a mais favoravel (SWEET; FISSEKIS, 1973).
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Em 1997, usando técnicas espectroscopicas de ressonancia magnética
nuclear, Kappe fez uma investigacao para identificar esses possiveis intermediarios
(KAPPE, 1997). De acordo com estas observaces, a etapa lenta da reacdo é uma
condensacdao alddlica que ocorre entre a ureia e o benzaldeido, tendo a saida de uma
molécula de agua e formando o ion N-aciliminio, seguida da reacdo deste
intermediario com o acetoacetato de etila, formando um ureido de cadeia aberta que

posteriormente sofre ciclizagcdo, obtendo o ndcleo pirimidinona (Esquema 2).

Esquema 2 - Mecanismo via iminio da reacéo de Biginelli.

__________________________________________________________________________________________________________________________
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Fonte: Adaptado de KAPPE (2005).

De Souza e colaboradores, em 2009 confirmaram a constatagéo feita por
Kappe, através de analises por espectrometria de massas com ionizagao por
electrospray (EM-ESI) e estudos tedricos utilizando a Teoria do Funcional de
Densidade (DFT- density functional theory). Os autores comprovaram que O
mecanismo via ion N-aciliminio possui cinética e termodinamica favoraveis, sendo o
mais provavel de ocorrer (DE SOUZA et al., 2009)
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A versatilidade da reacdo de Biginelli gera uma infinidade de produtos
contendo o nucleo pirimidinona de uma maneira simples através da MCR, com 0s
reagentes apropriados. Somado a este fato, o nucleo obtido é comprovadamente
bastante promissor no desenvolvimento de novos antirretrovirais ativos frente ao HIV-
1, como observado na classe dos ITRNN, HEPT e DABO (WU et al., 2020). A sequir,
iremos discutir alguns trabalhos da literatura com foco na busca por potenciais

moléculas anti-HIV-1, reportados com pirimidinona em suas estruturas quimicas.

2.3 PIRIMIDINONAS COM POTENCIAL ATIVIDADE ANTI-HIV-1.

2.3.1 HEPTs

Foi constatado que compostos contendo o nucleo HEPT, inibem a TR do HIV-
1 por meio de uma ligacdo especifica ao sitio alostérico dessa enzima (MAHBOUBI-
RABBANI et al., 2021; ZHUANG et al., 2020; GILL; HASSAN; AHEMAD, 2019). A
ligacdo dos HEPTSs perturba a geometria dos residuos fundamentais de polimerizacgéo,
com a finalidade de bloquear o sitio catalitico ativo da TR do HIV-1 em uma
conformacao inativa, afetando a sintese do DNA viral (GILL; HASSAN; AHEMAD,
2019; ESNOUF et al., 1995).

O nudcleo da pirimidinona presente nos HEPTs realiza uma interacdo de
hidrogénio classica (tracejado verde), entre o HN-3 e a carbonila presente no residuo
de aminoécido Lys101, com este mesmo residuo, ocorre uma interagéo de hidrogénio
mediada pela 4gua com a carbonila em C-2 do nudcleo pirimidinona (Codigo PDB:
1RT2) (Figura 10). Portanto, mutacfes na Lys101, conduzem ao desenvolvimento de
resisténcia frente os ITRNNs do tipo HEPT (GILL; HASSAN; AHEMAD, 2019).

Vale destacar que a maior parte dos HEPTs atua especificamente na TR do
HIV-1 e ndo apresenta atividade frente ao HIV-2. Do ponto de vista histérico, essa
classe terapéutica é provavelmente a mais investigada dentre os ITRNNs. A vasta
pesquisa a respeito dos HEPTs proporciona informagdes extremamente relevantes
para realizacdo de otimizagOes estruturais objetivando originar derivados cada vez
mais potentes frente a inibicdo do HIV-1 (CHEN et al., 2012). A seguir, discutiremos

algumas dessas importantes otimizacdes relatadas na literatura.
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Figura 10 — Interacdo dos HEPTs (TK-651) com o residuo de aminoacido Lys-101
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Fonte: Adaptado de GILL et al. (2019).

Cédigo PDB: 1RT2

2.3.1.1 Derivados/analogos de HEPT

A partir de estudos de REA foi possivel constatar que algumas alteracdes na
estrutura quimica dos derivados de HEPTSs traria atividade inibitéria dupla da TR e IN,
dessa forma, diversos pesquisadores concentraram o0s seus esforcos em desenvolver
potentes inibidores duais dessas enzimas (WANG et al., 2007; BILLAMBOZ et al.,
2008; WANG; VINCE, 2008a; WANG; VINCE, 2008b; WANG et al., 2010; TANG et
al.,, 2011a; TANG et al., 2011b; TANG et al., 2011c; WU et al., 2016; KANKANALA et
al., 2017; YANG et al., 2018; ZHUANG et al., 2020).

A IN é responsavel pela integracdo do DNA do HIV-1 no genoma do hospedeiro.
Este processo depende da assisténcia de dois fons Mg*? que atuam como cofatores
no dominio catalitico central (CCD, do inglés “central catalytic domain”) da enzima. O
sitio catalitico do dominio H da ribonuclease (RNase H) da TR do HIV-1, hidrolisa a
fita de RNA do hibrido RNA-DNA e, assemelha-se a topologia encontrada no CCD da
IN. O processo hidrolitico envolve moléculas de dgua que atuam como nucledfilos e
ions de magnésio coordenados com os residuos altamente conservados da RNase H
(Asp443, Asp498, Asp549 e Glu478). Devido a essa semelhancga, essas duas enzimas
sao um potencial dueto para a descoberta de inibidores duais TR/IN (BIANCO et al.
2021).
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Os inibidores de IN baseados no esqueleto diceto acido (DKA) compartilham
duas caracteristicas quimicas obrigatorias para a atividade anti-IN: uma subunidade
diceto apta em quelar ions Mg?* e um grupo benzil hidrofébico (Figura 11) (GILL;
HASSAN; AHEMAD, 2019). Baseados nessas informacgdes, Wang e colaboradores,
em 2007 (WANG et al., 2007), investigaram uma geracao inédita de inibidores duplos
de RNase-H/IN.

Os autores uniram uma subunidade do inibidor de IN DKA com a cadeia lateral
benzil em N1 de um derivado de HEPT, o TNK-651, para produzir compostos hibridos
4 e 5 e testar sua atividade inibitéria contra a cepa HIV-1nws em células
mononucleares de sangue periférico humano (PBMC, do inglés “peripheral blood
mononuclear cell”) (Figura 11). Segundo os achados obtidos nesses estudos, foi
verificado que a substituicAo de Ni por uma cadeia benzilica diferente ou o
prolongamento do ligante N1 prejudica a ligagdo a IN. Outro ponto é o fato de que,
somente o carbono C-6 com o substituinte benzil cumpre o requisito do farmacoforo
hidrofobico para a inibicdo da IN (MAHBOUBI-RABBANI et al., 2021).

Figura 11 - Hibridagédo de HEPTs e DKAs como inibidores duplos de TR/IN e perfil inibitério anti-HIV-
1 dos derivados 4 e 5
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Fonte: Adaptado de WANG et al. (2007); MAHBOUBI-RABBANI et al. (2021).
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A inibicdo dupla de TR/IN do HIV-1, também foi investigada por Tang e
colaboradores. Os autores sintetizaram a série de compostos 6a-h (Figura 12) e
calcularam a inibicdo destas enzimas (TANG et al., 2011b). Os resultados obtidos
revelaram que o grupo 3,5-dimetil no anel benzeno como substituinte do carbono C-6
aprimorou consideravelmente a inibicdo da TR (6¢ vs. 6b, 6d vs. 6a, 6h vs. 6Q).
Contudo, o carbono extra no ligante N-1 (6e vs. 6b, 6f vs. 6¢) e o atomo de flior no
anel benzeno da cadeia lateral N-1 (6b vs. 6a, 6¢ vs. 6d) promoveu um decréscimo
expressivo na atividade inibitéria da enzima (Figura 12). Os compostos 6b e 6¢
favorecem expressivamente a ligacédo da IN, quando comparados com 0S compostos
6a e 6d respectivamente. Além disso, os compostos 6e e 6f apresentaram inibicdo da
IN substancialmente superior. Péde-se concluir mediante a estes resultados que os
compostos 6a-f inibem preferencialmente o processo de transferéncia de cadeia (ST,
do inglés “stand transfer”’) da IN em concentracbes micromolares, como também
comprovam que para inibir o ST da IN é necessario incluir um anel benzénico na
cadeia lateral N-1, ja que os dois compostos (6g e 6h) com uma cadeia lateral alifatica
nessa posi¢ao ndo exibiram atividade inibitoria de ST (Figura 12) (LIMAN et al., 2022).

Figura 12 - Planejamento de novos derivados N-3-hidroxipirimidina-2,4-diona com benzoila em C-6.

Farmacéforos de TR (em rosa) e IN (em laranja) dos compostos 6a-h e perfil inibitério contra TR e IN do HIV-1.
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Fonte: Adaptada de LIMAN et al. (2022); TANG et al. (2011b).
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Em 2017, Devale e colaboradores fizeram uma hibridacdo molecular de duas
estruturas privilegiadas, os derivados de HEPT e a isatina, que também é um nucleo
descrito na literatura como inibidor de TR, com a finalidade de planejar novos
compostos ativos anti-TR (Figura 13)(DEVALE et al., 2017). Sendo assim, os autores
sintetizaram hibridos diidropirimidinona-isatina que exibiram atividade inibitéria frente
ao alvo. Especialmente, constatou-se que os hibridos 7a e 7b se destacaram dentre
os demais, por apresentarem uma atividade inibitéria de TR superior aos farmacos de
referéncia, a rilpivirina e a nevirapina (Figura 13). Esses resultados propdem que para
inibir a TR, pequenos grupos alifaticos, como aqueles em 7a-c, na posicdo Ri1 séo
mais favoraveis em comparacdo aos aromaticos ou heteroaromaticos, como em 7d.
No estudo a concentracao inibitéria (ICso) s6 foi determinado par os compostos que
apresentaram boa % de inibicdo da TR. Além disto, a subunidade isatina ndo pode

ser alterada a fim de aprimorar a atividade de TR desses hibridos (Figura 13).

Figura 13 — Planejamento dos novos analogos HEPT-isatina 7a-d e perfil inibitério enzimatico.
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Fonte: Adaptada de DEVALE et al. (2017).
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2.3.2 DABOs

Os DABOs apresentam similaridade estrutural com os HEPTS, especialmente
pela presenca da estrutura privilegiada pirimidinona. O que os diferencia é a alteracao
da substituicdo em N-1 para o oxigénio ligado a C-2 (Figura 14), resultando em uma
atividade anti-HIV consideravelmente elevada (WU et al., 2020; NAWROZKIJ et al.,
2019).

Figura 14 - Similaridade estrutural entre os HEPTs e os DABOs.
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Fonte: Adaptada de ZHUANG et al. (2020).

A partir de 1992, ano de descoberta das DABOs (BOTTA et al., 1992), diversas
otimizagBes estruturais foram realizadas no ndcleo da pirimidinona, com a finalidade
de obter novos ITRNNs mais potentes e com melhores perfis de resisténcia e
farmacocinética aprimorada (Figura 15), na figura as modificaces estruturais foram
destacadas em azul (MAHBOUBI-RABBANI et al., 2021; LI et al., 2020; WU et al.,
2020; ZHUANG et al., 2020; GILL; HASSAN; AHEMAD, 2019; GU et al., 2018;
NAWROZKIJ et al., 2019; ROTILI et al., 2014; SONG et al., 2014; WU et al., 2013;
ZHANG et al., 2013; CHEN et al., 2012; ROTILI et al., 2012; YANG; CHEN; DE
CLERCQ et al., 2012). Dentre esses derivados, destaca-se o nucleo S-DABOs (8)
(Figura 15)(LI et al., 2020).
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Figura 15 - Estruturas quimicas de compostos relacionados aos DABOs.
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Fonte: Adaptada de NAWROZKIJ et al. (2019).

Todos esses trabalhos explorando a classe dos DABOs, permitiram estabelecer
a seguinte REA dessa familia de ITRNN: 1) com excecdo dos hibridos
Diarilpirimidinonas(DAPY)-DABO (12), (Figura 15) (ROTILI et al., 2011) e de certos
derivados de HEPTs (TANG et al., 2011), o fragmento NH na posi¢ao N-3 e a carbonila
em C-4 do anel pirimidina, precisam ser ndo substituidos (MAI et al., 1997); 2) é
necessario que o nucleo da pirimidinona contenha uma cadeia lateral alcoxi, alquiltio
ou alquilamino de extenséo adequada no carbono C-2 (NOVAKOV et al., 2012; YU et
al., 2011); 3) com as excecdes importantes do metiltiometil-S-DABOs (13) (Figura 15)
(MAI et al., 1995), oxofenetil-S-DABOs (14) (Figura 15) (NAWROZKIJ et al., 2008) e
analogos profundamente correlacionados (YU et al., 2011), € indispensavel que o
carbono C-5 da pirimidina seja substituido por um grupo metil (derivados da timina).
Em oposicédo, os derivados uracil, 5-etiluracil e 5-iso-propiluracil sdo de forma
caracteristica menos potentes que as timinas equivalentes (NOVAKOV et al., 2012);
4) a substituicdo mais promissora do carbono C-6 é frequentemente o fragmento 2,6-
difluor-benzil, principalmente quando ocorre a metilacdo do carbono benzilico (a)
(restricao conformacional) (CANCIO et al., 2007; MAI et al., 2007; MUGNAINI et al.,
2007; BARTOLINI et al., 2005; MAI et al., 2005; RAGNO et al 2004; MAI et al., 2001,
MAI et al., 1999).
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2.3.2.1 Derivados/analogos de DABOs

O grupo de Wu e colaboradores ja havia reportado uma série de oxo-feniletil-
S-DABOSs com atividade anti-HIV bem promissoras, onde o composto DB02 foi 0 mais
ativo e mostrou sensibilidade a cepas resistentes como K103N e Y181C (Figura 16).
O grupo carbonila na cadeia ligada ao C-2 faz uma importante ligacdo de hidrogénio
no sitio de ligacdo da TR do HIV-1. Pensando nisto, o grupo sugeriu uma alteracdo da
carbonila por um grupo pirazolo, que age como doador e receptor de ligagdo de
hidrogénio, podendo fortalecer a interacdo que ocorre entra a carbonila com o0s
residuos de aminoacidos no sitio enzimatico. Os autores sugerem que esta provavel
melhora na interacao ligante-receptor poderia trazer uma potente atividade ao virus
(WU et al, 2020; ZHANG et al, 2013).

Desta forma, foi desenvolvida uma série de derivados S-DABOs—pirazolo
baseando-se nas andlises de interagdo ligante-receptor, onde diferentes substituintes
que possuem tamanhos e propriedades distintas foram ligados ao ndcleo pirazolo
presente na cadeia lateral ligada ao C-2 da pirimidinona. Todos os 40 compostos
sintetizados foram testados quanto sua atividade antiviral e tiveram sua citotoxicidade
testada em células C8166 infectadas com HIV-IIIB. Como padrdo positivo foram

utilizados os antirretrovirais etravirina, nevirapina e zidovudina.

A partir dos resultados de REA, conclui-se que a cadeia lateral ligada a C-2,
a maior determinante da atividade inibitoria dos DABOs. Observou-se que em R1 um
grupo fenil é o substituinte mais adequado para conferir atividade anti-HIV, pois nesta
regido da cadeia € a interface entre a enzima e o solvente, assim grupos mais longos
sdo melhores. Em relacdo aos substituintes no grupo fenila, os que conferiram melhor
perfil de atividade além de um grau adequado de protecéo celular, foram os compostos
15a (ECso 0,0038 + 0,0011puM e CCs0 96.78 + 8.17 uM) e 15b (ECso 0,0118 + 0,0088
MM e CCs0>200 pM) (Figura 16).

Em relagdo ao substituinte X, foram testados derivados tendo Cl ou H para
avaliar a relagdo do halogénio na atividade anti-HIV. Houve uma variacdo pequena
nas atividades, no entanto em alguns compostos a incorporagao do cloro levou a uma
diminuicdo drastica da atividade como nos compostos 15¢ (X= H, ECso de 0,0068 +
0,0017 pM) e 15d (X= CI, ECso de 0,0990 + 0,0019 pM), onde o composto ndo

substituido se mostrou cerca de 15 vezes mais ativo. Por outro lado, os substituidos
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por Cl no geral mostraram menor citotoxicidade, 15¢ (CCso 84,48 + 0,91 uM) e 15d
(CCso > 200 pM).

Baseando-se nos resultados do screening, os compostos 15a e 15b que
apresentaram melhores resultados, foram selecionados para avaliacdo das suas
atividades frente a diferentes cepas virais com mutacdes que conferem resisténcia a
farmacos. Para a cepa multirresistente HIV-1a17, que exibe as mutacées K103N e
Y181C, os compostos 15a e 15b mostraram uma atividade inibitoria promissora de
2,77 UM e 4,87 uM, respectivamente. Mostrando uma poténcia bem maior que do

farmaco Nevirapina que teve uma ECso de 20,15 pM contra a cepa HIV-1a17.

Figura 16 - Planejamento e perfil inibitério do HIV-1 dos derivados de pirimidinonas 15a-d contendo o

nacleo pirazolo.
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Fonte: Adaptada de WU et al. (2020)

ApoOs as analises de docking molecular, feitas com o composto 15a ligado ao

sitio alostérico da enzima TR (codigo PDB: 1RT2), para entender melhor a REA. os
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autores observaram que a substituicdo em C-5 € muito importante pois podem mudar
a posicdo do composto na bolsa hidrofébica, o que interfere indiretamente numa
importante ligacéo de hidrogénio entre o anel pirazolo e o residuo de aminoéacido Lys-
103. Observou-se realizacdo de interacbes importantes, como a do N-3 do anel
pirimidinona com o residuo Lys101. A cadeia lateral ligada ao C-2 também se
acomoda bem a bolsa cercada pelos aminoacidos Lys103, Pro236 e Vall06. Como
sugerido pelos autores, a troca da carbonila pelo anel pirazolo resultou no aumento
de interagbes de hidrogénio na regido, o anel pirazolo realiza duas interacfes die

hidrogénio com o residuo de aminoécido Lys103, destacado em vermelho (Figura 17).

Figura 17 - Previsdo do modo de ligacdo do derivado 15a (roxo) comparado com o composto DB02

(verde). Na esquerda o diagrama de interacdes de 15a e o sitio de ligagdo ap6s o docking.
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Fonte: Adaptada de WU et al. (2020)

No mesmo ano, LI e colaboradores (LI et al., 2020) também dedicaram seus
esforcos no desenvolvimento de novos analogos de o0x0-S-DABOS/SDACOS
baseados em otimizacdes estruturais realizadas anteriormente, conduzindo a
descoberta de derivados oxo-S-DABOs (16 e 17; Figura 18) com expressiva atividade
anti-HIV-1 (WU, H. Q. et al., 2013; HE et al., 2011; RAO et al., 2008; HE et al., 2004).
E importante mencionar que esses compostos sdo baseados nas posicbes dos
carbonos C-2 e C-6 do anel pirimidinona, ja que sdo o0s principais locais responsaveis
por afetarem a atividade (NAWROZKIJ et al., 2019; ROTILI et al., 2014; WU et al.,
2013; ZHANG et al., 2011; QIN et al., 2010; NAWROZKIJ et al., 2008).
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Neste contexto, a atividade antiviral de diferentes substituintes no carbono C-6
da pirimidinona, dentro dos novos derivados oxo-S-DABOs também foi avaliada. Os
analogos com o substituinte 6-naftiimetil (16a), 6-benzil (16b) e derivados com os
substituintes 6-ciclohexilmetil (17), que j& haviam sido reportados pelo grupo com boas
atividades inibitorias, como o composto 18 que tem atividade na faixa de micromolar
(ECs00,645 £ 0,092 yM) (Figura 18). Em adi¢éo, os resultados de docking molecular
indicaram que o anel aromatico no carbono C-6 dos compostos 16a e 16b (DB-02)
realizou interacdes favoraveis com as cadeias laterais dos residuos Tyrl88 da TR,
desencadeando uma interagao positiva de empilhamento 1. Os autores observaram
gue nesta cavidade hidrofébica sobra um espaco extra, onde poderia ser acomodado
um grupo maior. Com isso os novos analogos 19 foram desenvolvidos, usando a
porcao 1,3-benzodioxole (destacada em azul) do composto SJP-L-5, que havia sido
relatado pelo grupo como um INNTR, ligado ao C-6 pensando em aumentar estas
alteracdes. (ZHANG et al., 2018; LI et al., 2020).

Figura 18 - Estruturas quimicas dos compostos 16-18 , SJP-L-5, planejamento e perfil
inibitério anti-HIV dos oxo-S-DABOs derivados 19.

o
= 3 = HN H3C0
HN™ 4
RC ] ] RC ] | )
©\H/\S’J\<;l6 ©\ﬂ/\ 5 HO S/k\N O
o Ar \N
16 |

S
o 07 0CH,3
17
16a Ar= nafiti ICs0 2 0,0061 £ 0,0032 UM

16b Ar= fenil substituido CCyo @ 81.46+0.82 pM
IS @ 13354

Hibridagao Molecular

SJP-L-5

19a

19¢

ICs 2 0,06 0,01 yM  © IC50 20,16 £ 0,04 uM

o
CCsp 2 96,23 6,10 UM ° CCsp 2 119,14 + 26,52 UM IC5° 0,16+ 0,04uM 7\ [
IS @ 1660,63 1S2 749,28 CCy¢? >200 pM

e . 15 >1219,51

i Padroes: H

: Nevirapina (NVP) Zidovudina (3TC)

IC50 20,04 £ 0,01 uM 1C5¢° 0,009 + 0,0002 pM
CCsq 2>200 uM CCs¢? >200 uM
1S2 >5000 182 >22472

aTodos os dados representam valores médios para trés experimentos separados.

Fonte: Adaptada de LI et al. (2020).
O analogo mais ativo, 0 19a, exibiu atividade inibitéria do HIV-1 com valor de
ICso0 de 0,06 £0,001 uM, sendo comparavel aquela demonstrada pela nevirapina (ICso
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0,04 uM), entretanto, foi inferior ao da zidovudina (ICso 0,009 uM). Os compostos

também expressaram baixa citotoxicidade (Figura 18) (LI et al., 2020).

Como os resultados na linhagem celular sem mutacao foram promissores, 0s
autores realizaram um rastreamento da atividade in vitro dos compostos 19a-c em
cepas resistentes do HIV-1 (cepas resistentes ao inibidor de protease: HIV-
1rrva2r/i184v; a0 inibidor de fusdo: pPNL4-3gpai(sec)vasanazt; ao inibidor da TR de
nucleosideos: HIV -14755-5; ao inibidor da TR ndo nucleosideos: HIV-1a17; € mutagcdes
de ponto unico da TR do HIV-1: HIV-1kiosn € HIV-1visic) (Tabela 2) e isolados clinicos
(HIV-11c-1, HIV-1wan, HIV-1kizooa e HIV-1kmois) (Tabela 3). Segundo os resultados
demonstrados na Tabela 1, os trés analogos apresentaram boas atividades inibitérias
da replicagéo de cepas resistentes aos inibidores de protease do HIV-1, de fuséo e
ITRN. Contudo, apresentaram atividades inibitdrias inferiores em cepas resistentes ao
ITRNN.

Tabela 2 - Atividade do derivado oxo-S-DABOs 19a-c frente as cepas resistentes do HIV-12.

ICs0 (UM) ICs0 (MM)
ICs0 (M) ICs0 (MM) 1Cs0 (um) ICs0 (M)
Compostos HIV-1 PNL4-3gpa1366)

RENVE2E/184VA VasA N2 HIV-14755.52 HIV-1A172 HIV-1k103n® HIV- vig1c?
19a 0,645 £ 0,092 0,445 = 0,223 0,445 £0,106 | 50,973 +9,357 | 53,045 £ 6,541 | 15,510+ 1,612
19b 1,295 + 0,148 0,530 £ 0,198 0,990 £ 0,396 >100 53,640 + 8,443 | 31,805 + 0,016
19c 5,255 + 2,128 2,615+ 1,888 4,900 £ 2,855 >100 >100 >100

Etravirina 0,97 £ 0,32 2,85+ 1,57 2,09+0,74 4,34 £1,03 1,82+1,44 12,05+ 2,49

aHIV-1rrve2ris4v: Cepa resistente ao inibidor de protease; pNL4-3gps136G)v3sans2T: CEpPaA resistente ao
inibidor de fusdo; HIV-147s5.5: cepa resistente ao inibidor da transcriptase reversa de nucleosideos; HIV-
1a17: cepa resistente ao inibidor da transcriptase reversa ndo nucleosideos; HIV-1kiosn € HIV-1y1sic S80
mutacdes de ponto Unico da transcriptase reversa do HIV-1.

Fonte - Adaptada de LI et al. (2020).

Os compostos 19a-c também exibiram uma atividade inibitéria relevante em
isolados clinicos do HIV-1 (HIV-1tc1, HIV-1wan, HIV-1kizoor € HIV-1kmois) € baixa
toxicidade na célula mononuclear do sangue periférico (PBMC, do inglés “peripheral

blood mononuclear cell”) (Tabela 3).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/human-immunodeficiency-virus-fusion-inhibitor

Tabela 3 - Atividade do derivado oxo-S-DABOs 19a-c frente a isolados clinicos de HIV-1 in vitro.

ICs0 (MM) ICs0 (UM) ICs0 (UM) ICs0 (UM)
Compostos CSEON(I“N!)
HIV-17c1 HIV-1wan HIV-1x1z001 HIV-1kmozs (PBMC)
19a 0,064 +0,029 | 0,088 +0,039 | 0,091+0,011 | 0,103+0,021 | 81,56+ 19,15
19b 0,167 £ 0,037 0,117 + 0,076 0,213 +£0,119 0,411 + 0,098 129,50 + 2,24
19¢ 0,175+0,034 | 0,212+0,040 | 0,610+0,091 | 0,629 0,129 >400
Etravirina | 256 +1,88nM | 3,11+0,76nM | 1,94+ 1,22nM | 5,02 +2,51nM | 25,12+ 1,34

39

aPBMC: célula mononuclear do sangue periférico.
Fonte: Adaptada de LI et al. (2020).

Visando um melhor conhecimento da REA desta série de compostos, 0s
autores realizaram um estudo de docking, ancorando 0S compostos mais promissores,
19a, 19b e 19c no sitio de ligacao ndo nucleosideo (NNBS, do inglés “non-nucleoside
binding site”) da TR do HIV-1 (cddigo PDB: 1RT2). Os autores observaram que no
composto 19a ocorre a interacdo de hidrogénio entre HN-3 o anel pirimidina e o
residuo Lys101. O grupo 1,3-benzodioxole ligado ao C-6 do nucleo pirimidinona se
encaixou bem na bolsa hidrofébica e realiza interagc6es hidrofébicas com o residuo de
aminoécido Tyr188 e Tyr 181 (Figura 19).

Figura 19 - Previsao do modo de ligacdo dos composto 19a (azul) e 18 (rosa) no sitio alostérico da
TR.
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Fonte: Adaptada de LI et al. (2020).

Vall79

O composto 19b por ter um grupo metila a menos, ligado ao C-6 aumenta a

rigidez da molécula e isso impediu que se encaixasse bem na bolsa hidrofdbica, o que
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pode ter atrapalhado na atividade inibitéria do composto (Figura 20 — A). O comporto
19c se ancora ao sitio de ligacdo como os S-DABOs classicos, no entanto s6 mostrou
inibicdo da atividade de polimerizagdo do DNA dependente de DNA, diferente dos
outros inibidores de TR (Figura 20 - B).

Figura 20 - Previsao do modo de ligacdo dos composto 19b (A) e 19c¢ (B) no sitio alostérico
daTR

Codigo PDB: 1RT2

Fonte: Adaptada de LI et al. (2020).

2.4  ANALOGOS DE PIRIMIDINONAS NO GERAL COMO ANTI-HIV

Kim e colaboradores realizaram um screening para descoberta de novos
antirretrovirais e identificaram uma série de compostos contendo o nucleo pirimidinona
(Figura 21). Foram desenhados 33 compostos para avalicdo da sua atividade inibitoria
da replicacdo do HIV-1Lai em células CEM (Células Estromais Mesenquimais) e,

como controle positivo, foi empregado o ITRNN, nevirapina (KIM et al., 2012a).

Os autores observaram através do estudo de REA que, em relacdo a R1, grupos
hidrof6bicos aliciclicos sdo preferiveis e a distancia deste grupo da carbonila é um
fator importante, sendo preferivel um grupo metileno separando. A metilacdo nos
nitrogénios causa perda total da atividade inibitoria (20e) e nesta série o atomo de
oxigénio na posicado C-2 é essencial. Para conferir a importancia do C-quiral (C-4) foi
feito um derivado aquiral (20a) que foi inativo até a concentracdo de 10 uM (Figura
21) (KIM et al., 2012a).
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A posicdo R:z é bastante sensivel em relagédo a natureza eletronica e estérica
dos substituintes, sendo relatado pelos autores o grupo etila como o melhor
substituinte, 20b (ECso 0,031 pM) > 20a (ECso0 0,087uM). Quanto ao substituinte em
Rs, a hidroxila na posigcdo meta ou para, resulta em atividades similares, enquanto a
substituicdo na posicdo orto gera uma perda da atividade. A troca da hidroxila por um
grupo amina também acarreta numa pequena diminui¢édo da atividade 20c (ECso0 0,063
UM) < 20b (ECso 0,031 puM). Grupos retiradores de elétrons mantém a atividade
inibitéria (20d ECso 0,024 uM), com excecao do grupo acido carboxilico pois este
aumenta a polaridade do composto dificultando a penetracéo na célula. Os derivados
20a-d apresentaram melhor resultado de atividade biol6gica e um perfil de seguranca

adequado comparado com os outros derivados sintetizados pelos autores (Figura 21).

Para avaliacdo do impacto da estereoquimica de C-4 na atividade biolégica, o
composto 20a teve seus enantibmeros (R) e (S) separados (Figura 21) pelo método
de cristalizacao fracionada e, apenas o enantibmero-(S), apresentou atividade, uma
vez que o enantibmero-(R) foi totalmente inativo até uma concentragdo de 10 pM. Foi
feito também um derivado aquiral, que foi inativo até uma concentracdo de 10 puM.
(Figura 21). Assim, os autores propuseram o desenvolvimento de uma nova rota para

obtencédo dos enantiomeros puros para estudo e avaliagao posterior.

Figura 21 — Estrutura quimica e perfil anti-HIV dos derivados 20a-e, 20a-(S), 20a-(R) e 20a(aquiral).
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No mesmo ano, Kim e colaboradores apds observarem a promissora atividade
anti-HIV que o composto 20a-(S) apresentava, buscaram sintetizar outros analogos
com potente atividade inibitéria e chegaram ao composto 21 que apresentou um ECso
de 19 nM (Figura 22). No entanto, nos testes de estabilidade metabdlica das enzimas
microssomias do figado de humanos e de ratos, ambos 0s compostos apresentaram
instabilidade pois o grupo éster € metabolizado no respectivo acido tornando-o inativo
(KIM et al, 2012b).

Para contornar este efeito, buscaram identificar equivalentes metabolicamente
estaveis que apresentassem a atividade anti-HV desejada. Para tal, trés diferentes
modificacdes foram planejadas: os analogos lactonas, analogos cetdnicos e por
altimo, os analogos bioisésteros. Os testes de atividade antiviral e citotoxicidade
foram feitos em células CEM infectadas com HIV-1Lai. Para os testes de estabilidade,
0s compostos foram usados em uma concentracdo de 2 UM e incubados com
microssomas hepaticos, de ratos ou de humanos, junto com uma solucao tampéo de
fosfato de potéssio. A reacdo se inicia com a adicdo de NADPH, o tempo de reacao
foi sendo marcado e a perda gradativa do composto medida por CLAE acoplado a
espectrometro de massas (CLAE/EM).

Para obtencédo dos derivados com o grupo lactona o grupo éster foi substituido
por um grupo de 5 (22a) ou 6 membros (22b) (Figura 22), ambos foram inativos até
a concentracdo de 10 pM mostrando que um grupo lipofilico grande em Ri é
importante para atividade anti-HIV. Esses néo tiveram os enantiomeros separados e
0s autores nao esclarecem. Dos anélogos contendo cetonas sintetizados a partir do
composto 21, as misturas racémicas foram separadas e obtiveram-se o0s
enantibmeros 23a-c (S) (Figura 22). Para essa série, concluiram que é necessario
um grupo hidrofébico e aliciclico em substituicdo ao éster. Apesar da excelente
poténcia anti-HIV observada, a estabilidade metabdlica permaneceu baixa. Os
altimos analogos sintetizados foram os biosdsteros entre o0 grupo oxazol em
substituicdo ao éster (S-24a) (Figura 22) e tiazol (S-24b). Ambos se mostraram
bastante estaveis frente aos testes de metabolismo das enzimas hepaticas,

caracterizando-0s como promissores agentes antirretrovirais (Figura 22).
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Figura 22 — Planejamento, perfil inibitério anti-HIV e estabilidade metabdlica do composto 21 e

derivados pirimidinona 22a-b, 23a-c e 24a-b.
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Fonte: Adaptada de Kim et al (2012b).

Wu e colaboradores, apos terem reportado uma série de oxo-feniletil-S-DACOs
como potenciais ITRNN, cujo composto 25 foi o mais potente (ECso 0,012nM) (Figura
23) apesar da baixa solubilidade aquosa e biodisponibilidade oral, desenvolveram um
novo composto (26) onde a carbonila foi substituida por um grupo hidroxila, visando
uma melhoria na solubilidade e na interacdo com o residuo de aminoacido Lys103
(Figura 23) (WU, D. C. et al., 2013).

A partir do derivado 26, outros analogos, hidroxi-feniletil-S-DACOs, com 6timas
atividades inibitérias em concentracdes de micromolar contra o HIV-1 foram obtidos
(Figura 23). Foram sintetizados 8 compostos 0s quais tiveram suas atividades anti-
HIV testadas em células MT-2 infectadas com HIV-1 1lIB e comparadas com o controle
efavirenz (EFV — ECs0 1,62 uM). Da série, 0 que apresentou maior poténcia foi o 26b
com um ECso de 0,003 uM, cerca de 476 vezes mais potente que o controle EFV e
mostrou um bom indice terapéutico (IS > 66667) (Figura 23). Ap6s os estudos de
REA, indicam a hidroxila como substituinte preferencial em Rz no anel fenila (26b=26d
> 26a > 26¢).
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Figura 23 — Planejamento dos derivados oxo-S-DACOs 26a-d e perfil inibitério anti-HIV.
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Fonte: Adaptada de WU, D. C. et al. (2013).

Os compostos sintetizados tiveram a solubilidade aquosa medida e foram

comparados com o composto 25 e 0s novos analogos da série 26 tiveram uma

solubilidade em agua muito maior, indicando que a substituicdo pelo grupo hidroxila

foi importante para aumentar a solubilidade dos compostos (Tabela 4).

Tabela 4 — Solubilidade em 4gua dos derivados da série 26 em comparacdo com o composto 25.

Compostos uM/mL Solubilidade relativa logP
25 4 1,0 4,97
26a 86 215 4,60
26b 138 34,5 3,93
26¢ 175 43,8 4,74
26d 104 26,0 3,41

Fonte — Adaptada de WU, D. C. et al. (2013).

Para estudar o modo de ligacdo destes novos compostos, 0S autores

realizaram um estudo de docking molecular, através do AutoDock (codigo PDB:
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1RT2). O composto com melhor atividade e indice de seletividade, 26a, foi
selecionado para realizar o docking no sitio de ligacdo ndo-nucleosideo (NNBS) da

TR do HIV-1 e comparado com o modo de ligacdo do composto 25 (Figura 24).

Figura 24 — Previsdo do modo de ligagao no sitio alostérico da TR do composto 26a (cinza)

comparado com o composto 25.
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Fonte: Adaptado de WU, D. C. et al. (2013).

Comparando as ligacdes realizadas com os residuos de aminoacidos do sitio
de ligacdo, o composto 26a exibe uma ligacéo de hidrogénio a mais entre o atomo de
H do C-2p—OH com a carbonila da Lys-103 (destacada pelo circulo vermelho) o que
favorece a afinidade dos compostos. Com isso 0s nhovos analogos obtidos, possuem
maior afinidade ao receptor, além da melhora na solubilidade, servindo como
protétipos para desenho de novos compostos anti-HIV.

Sari e colaboradores em 2015 sintetizaram uma série de derivados de
diidropirimidinonas acidos a,B-dicetobutandico tendo como alvo a IN do HIV-1. Eles
sintetizaram duas séries de compostos inéditos, totalizando 20 protétipos que tiveram
suas atividades enzimaticas avaliadas frente a enzima, comparando com o padrao
raltegravir. Fazendo uma comparagdo entre 0s prototipos, observou-se que a
substituicdo no C-6 é muito importante para conferir poténcia antirretroviral. Quando
esta posicao é substituida por um grupo fenila ou isopropila ocorre uma diminui¢ao

da atividade por conta do impedimento estérico causado por estes grupos enquanto
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a substituicao por grupos menos volumosos como metil ou etil, acarreta uma melhoria
da atividade inibitoria enziméatica (SARI et al., 2015).

Dos compostos sintetizados, 0os que apresentaram inibicdo enzimatica
promissora, na faixa de micromolar na etapa de transferéncia de fita (ST) da enzima
IN, foram 27 (ST ICs0 de 0,19 £ 0,12 uM), 28 (ST ICso de 0,64 + 0,16 uM), 29 (ST ICso
de 0,92 + 0,14 pM) e 30 (ST ICso de 0,85 £ 0,12 pM) (Figura 25). No entanto, em
ensaios celulares de inibicdo da replicacdo do HIV em células CEM, nao foram
observadas atividades anti-HIV (ECso> 65uM) 0 que destoa dos valores vistos para
0s ensaios de inibicdo da IN. Os autores concluem que essa inatividade ocorreu por
conta da baixa penetracao celular dos protétipos, devido a presenca do grupo polar,
acido carboxilico.

Na tentativa de solucionar a perda de atividade, os compostos que
apresentaram melhor perfil inibitério foram convertidos a pré-farmacos na forma de
éster (27°-30’), para que, apo6s hidrolisado pelas enzimas hepaticas, forneca a forma
ativa de acido. ApOs metabolizacdo os compostos ativos foram gerados e
apresentaram atividade antiviral em células CEM, no entanto, alguns mostraram uma

citotoxicidade ndo desejada. O padrdo usado foi a zidovudina (Figura 25).

Figura 25 - Estruturas quimicas e perfil anti-HIV-1 de derivados DHPM 27-30 e pré-farmacos 27°-30’.
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Ainda em 2015, Fang e colaboradores sintetizaram uma série de derivados S-
DABOS com um substituinte 1,2,3-triazol no C-2 e avaliaram a atividade biologica anti-
HIV destes compostos (FANG et al.,, 2015). O grupo ja havia identificado alguns
derivados DABOS com potenciais atividades anti-HIV como os compostos MY-4b3
(ECs0 0,18 uM) e JZ-6c1 (ECso 0,24 uM) (ZHANG, 2011) (Figura 26).

Baseados em estudos de REA realizado por Radi e colaboradores (RADI et
al., 2012) sobre substituicdbes em C-2, o grupo propds a introducdo do anel 1,2,3-
triazol nesta posicao, que foi sugerido por ser um bioisdstero seguro do grupo amida
e por realizar maiores interacfes dipolo e ligacbes de hidrogénio, o que traria um
aumento da interagdo ligante-receptor no sitio de ligacéo na enzima TR. A partir disto,
surgiram duas séries de compostos: a com naftaleno na posicdo C-6 do ndcleo da
pirimidinona (31) e a substituida em C-6 por 2,6-diclorobenzila (32) (Figura 26). A
atividade antiviral destes derivados foi avaliada em células MT-4 infectadas com HIV-
B.

Figura 26 — Perfil inibitério anti-HIV dos compostos JZ-6¢1, MY-4b3 e dos derivados S-DABOs 1,2,3-

triazol substituido 31 e 32.
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Fonte: Adaptada de FANG et al. (2015).

Em relacédo a estrutura-atividade observou-se que a substituicdo no C-6 da
segunda série foi favoravel, enquanto a substituicdo do naftaleno foi prejudicial. Na

primeira série apenas o composto 31 apresentou alguma atividade inibitéria (ECso
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32,92 £ 4,58 yM e CCso de 83,02 + 16,80 yM). Ja a segunda série gerou compostos
com atividades inibirdrias na faixa de micromolar, com destaque para o composto 32
com ECso de 3,22 yM e CCso de 95,49 uM, com atividade inibitéria comparavel a do
farmaco lamivudina (3TC) 2,24 uM (Figura 26).

No mesmo ano, Naidu e colaboradores sintetizaram 35 derivados
piridiminonas-carboxamidas visando a inibicdo da etapa de ST pela enzima IN. Os
compostos tiveram suas atividades anti-HIV avaliadas em ensaios celulares usando
soro fetal bovino (FBS, do inglés “fetal bovine sérum”), bem como o perfil
farmacocinético e o grau de ligacdo destes compostos a albumina plasméatica usando
albumina sérica humana (HSA, do inglés, human serum albumin”) (NAIDU et al.,
2015). Carboxamidas ligadas ao C-4 do ndcleo pirimidinona e seus derivados
heterociclicos, tetrahidrofurano (THF) e tetraidropirano (THP), ligados em C-2, se
mostraram bem promissores. Dos derivados do anel de 5 membros THF, o composto
com melhor atividade relatado foi o 33a com ICso na enzima IN de 0,004 pM e um
ECso de 0,009 uM. Dos derivados com THP ligado em C-2, o composto 33c foi 0 mais
promissor, com um ICsp na IN de 0,005 uM e ECso 0,006 pM. Além disso,
apresentaram um carater hidrofilico aumentado o que diminui a ligacdo a albumina.
Os autores indicam que o atomo oxigénio do anel THP pode estar realizando uma
ligacdo extra no sitio de ligacdo da IN, gerando uma maior afinidade ao receptor e
com isso maior atividade inibitéria (Figura 27).

Notou-se também que substituintes no anel THF podem aumentar a atividade,
como no composto 33b (ICso na IN de 0,003 uM; ECso 0,007 uM) o qual exibe uma
atividade 3 vezes superior ao 33a na enzima e menor afinidade pela albumina. O
primeiro composto (33a) foi o que apresentou melhor perfil farmacocinético nos testes
realizados, no entanto teve uma grande reducdo da atividade quando testado
juntamente com a proteina plasmatica albumina (Figura 27).0s autores realizaram
alteracdes na posicéo orto do anel belzilamina, para diminuir os efeitos da ligacdo da
albumina na atividade. Os autores apontam o composto 33d com uma boa atividade
antiviral (ICsona IN de 0,009 uM; ECso0 0,005 uM) e que também demostrou bom perfil
farmacocinético (alta biodisponibilidade oral). Por sua vez o composto 33e apesar de
bom perfil anti-HIV (ICso na IN de 0,008 uM; ECso 0,006 uM) também teve atividade
diminuida por conta da ligacao & albumina (Figura 27).
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Figura 27 - Estrutura quimica dos derivados pirimidinona-carboxamidas 33a-e e perfil anti-HIV-1.
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Wadhwa e colaboradores desenvolveram uma série de derivados com o nucleo
pirimidinona (Figura 28) (WADHWA; JAIN; JADHAV, 2021). Para desenhar esta série
0 grupo se baseou em compostos previamente reportados com boas atividades
inibitérias da enzima IN: o composto 34 que mostrou inibicdo das duas etapas
realizadas pela IN (3'P - ICs0 58 uM e ST - ICso de 16 uM) (RAMAJAYAM et al., 2009);
35 que apresentou inibicdo da catalise de transferéncia de fita com um ICso de 2,74
MM (RAJAMAKI et al.,2009) e o composto 36, um inibidor de tirosina quinase, que
também se destaca por inibir as duas atividades da IN, ST ICs0 de 0,8 yM e 3’P 1Cso0
de 1,9 uM (MAZUMDER et al, 1995). A partir destes compostos, o grupo de Wadhwa
projetou os derivados 37a-c (Figura 28) (WADHWA; JAIN; JADHAV, 2021).

A atividade inibitoria da enzima IN dos compostos 37a-c foi determinada in vitro
de acordo com o protocolo do kit Xpress Bio (Xpressbio Life Science Products, USA)
e 0 controle positivo foi feio com o dolutegravir. A atividade anti-HIV e a citotoxicidade

foram testadas em células MT-4 infectadas com a cepa HIV-1 llIg.
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Apos sintese de 24 derivados, apenas 0s que mostraram bons resultados nos

ensaios de inibicdo tiveram o ICso calculado. No geral, os compostos com 0 grupo

fenila sem substituinte (37a) ou para substituidos (37b e 37c) apresentaram atividades

inibitérias promissoras (Figura 28). O composto 37a teve 65.82% de inibicdo da IN e

ICs0 de 7.45 yM, enquanto os outros dois compostos exibiram 84.18% de inibicao e
ICs0 de 2.3 uM (34b) e 71,02% com ICso de 6.24 uM para 34c. Entretanto, nos testes

celulares de atividade antirretroviral nenhum dos compostos apresentou atividade

inibitéria em uma concentracdo abaixo da concentragdo citotoxica (Figura 28).

Figura 28 - Planejamento derivados DHPM 37a-c e perfil de atividade inibitéria contra HIV-1.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A TARV tem contribuido enormemente para o controle da replicagédo do HIV e,
como consequéncia, aumento da sobrevida dos pacientes infectados. No entanto,
devido ao seu uso prolongado e, muitas vezes, incorreto, leva ao surgimento gradual
de cepas virais resistentes aos medicamentos disponiveis. Portanto, a busca por
novos agentes antirretrovirais se torna extremamente necessaria e, baseia-se em
diversos grupos quimicos, incluindo heterociclos nitrogenados como as pirimidinonas.

Os derivados de pirimidinonas possuem uma variedade de propriedades
farmacoldgicas incluindo atividade anti-HIV-1, e alguns compostos a base do nucleo
ja séo utilizados para o controle da AIDS, como nos farmacos da classe dos ITRN
(ex. zidovudina, lamivudina, emtricitabina) e dos INI (raltegravir). Em adicdo, € um
ndcleo bastante promissor na busca de potenciais compostos com inovadores
mecanismos de ac¢ao, incluindo atividades inibitorias duais frente a replicacao do HIV-
1, evidenciando a importancia de explorar esse nucleo.

Esta revisdo resumiu 0s avan¢os na obtencdo de derivados e analogos de
pirimidinonas como potenciais agentes antirretrovirais, principalmente como
inibidores INNTR, e INI. Pudemos observar que nos DABOs, com excecdo dos
derivados DAPY-DABOSs, e nos HEPTs, na maioria dos compostos, para ter inibicao
da TR o N-3 precisa ser ndo substituido no anel pirimidinona, permitindo que ocorra
a interacdo de hidrogénio com os residuos de aminoacidos. Nos DABOs em C-6
precisa ser substituido por grupos volumosos e hidrofobicos para que possam se
encaixar na bolsa hidrofibica do sitio alostérico da TR. O fragmento 2,6-difluor-benzil
frequentemente é relatado como um bom substituinte, o 1,3-benzodioxole dos
derivados 19 também se mostraram como bons substituintes nesta regido, se
acomodando bem na bolsa hidrofébica. Nos SDABOSs, a substituicdo da carbonila na
cadeia lateral em C-2 por uma hidroxila (derivados 26) ou por um bioiséstero com o
pizarolo (derivados 15) se mostraram interessantes por aumentar o numero de
interacOes desta regido da molécula com o sitio de acéo.

Também observamos o potencial pirimidinonas como importantes pontos de
partida para preparacédo de moléculas com mecanismo de agéo dual frente a inibicéo

da transcriptase reversa (TR) e integrase (IN) do HIV. Os derivados 4, 5 e 6 se
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mostraram bastante promissores, sendo uma base para futuros planejamentos de

nossos inibidores duplos.

Assim, o estudo de REA enriquecido pode abrir caminho para um maior
desenvolvimento racional de novos derivados pirimidinonas. Com atividades mais
amplas (cepas resistentes), maior poténcia, menor toxicidade e multiplos mecanismos

de acéo, incluindo inibigao dupla TR/IN.
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