RALTEGRAVIR: EL PRIMER INHIBIDOR DE LA INTEGRASA DEL VIH

Como se integra el ADN proviral en el ADN de la célula
del huésped y cémo se puede inhibir el proceso
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El ciclo de replicacion del virus de la inmunodeficiencia
humana pasa por una etapa de integracion de su ADN
proviral dentro del ADN de la célula. Este proceso implica
que la integrasa (IN), la enzima viral, se asocia a los
extremos del ADN proviral para actuar en dos etapas. La
primera fase que parece citoplasmica incumbe al
«procesado 3’'», donde la IN corta 2 nucleétidos en cada
extremo 3’ de la doble hélice viral. La segunda fase que
ocurre en el nucleo corresponde a la transferencia de hebra
que la IN cataliza, combinando 2 roturas monocatenarias del
ADN celular con la unién de cada extremo 3’ del ADN viral al
extremo 5’ del ADN celular. A pesar de que esta actividad
todavia no se entiende perfectamente y que la estructura de
la integrasa no esta resuelta en su forma activa, que supone
un estado de tetramero, se ha encontrado farmacos de la
familia del acido diacetonico como inhibidores muy
potentes de la segunda etapa, la transferencia de hebra, que
han llegado por medio de una serie de optimizacion al
encuentro de una molécula muy eficaz clinicamente: el
raltegravir. Una sintesis del conocimiento basico sobre la
integrasa, su actuacion y los modos de inhibicion de esta
enzima se presenta en este capitulo con la perspectiva
actual del encuentro de la segunda generacion de
inhibidores de integrasa, teniendo en cuenta la aparicion
reducida pero real de resistencia al raltegravir.
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How proviral DNA is integrated into the host cell DNA and
how this process can be inhibited

The HIV replication cycle passes through a stage of
integrating proviral DNA into the cell’s DNA. In this
process, the viral enzyme, integrase, catalyses two
reactions. The first reaction, which seems to occur in the
cytoplasm, involves 3’-end processing, in which two
nucleotides are removed from the 3’ ends of the viral DNA
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by integrase. The second reaction, which occurs in the
nucleus, involves the strand transfer reaction, catalyzed by
integrase, in which the recessed 3’ ends of the viral DNA
are joined to the protruding 5’ ends in the target DNA.
Although this activity has not yet been completely defined
and the structure of the active form of integrase, probably a
tetramer, has not been resolved, drugs of the diketoacid
(DKA) family have been found. These drugs are highly potent
inhibitors of the second phase, the strand transfer reaction.
Through a series of optimizations, a highly effective
molecule for clinical use, raltegravir, has been achieved.

The present article provides a summary of basic
knowledge on integrase, as well as the activity and the
modes of inhibition of this enzyme. Also discussed is the
reduced, but nevertheless real, development of resistance
to raltegravir, requiring second-generation integrase
inhibitors to be designed.
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La ruta de la preintegracion

Para llevar a cabo la integracién como ADN proviral en
el genoma celular, el virus de la inmunodeficiencia huma-
na (VIH) ha desarrollado una estrategia de movilidad de
su genoma que le permite llegar desde el citoplasma de la
célula infectada, acompanado por la integrasa (IN), hasta
la cromatina de la célula diana. Una de sus caracteristicas
es poder dirigir ingeniosamente el ADN y la IN hacia el
compartimento nuclear de células que no se dividen, agru-
pados en un complejo transitorio denominado complejo de
preintegracion (CPI). Estas etapas preintegrativas estan
detalladas en publicaciones recientes!®.

Los procesos de maduracién por la proteasa (PR) dentro
de la particula viral (que produce alrededor de 200 unida-
des monoméricas de IN), seguido de la trascripcién inver-
sa por la retrotranscriptasa (RT, que produce dentro del
citoplasma del huésped una doble cadena del ADN viral de
cerca de 10.000 pb), van a permitir condicionar este CPI y
favorecer la puesta en marcha de la IN. Se tiene que con-
siderar también el desmantelamiento de la capsida viral
durante el camino intracelular, y los factores celulares im-
plicados en el desarrollo de esta movilidad, bien para po-
tenciar u obstaculizar su progresion o bien con efectos to-
davia desconocidos. La IN posicionada sobre el ADN
proviral tiene propiedades que benefician el transporte del

Enferm Infecc Microbiol Clin. 2008;26 Supl 12:11-16 11



Mirambeau G. Cémo se integra el ADN proviral en el ADN de la célula del huésped y c6mo se puede inhibir el proceso

CPI al ntcleo, tiempo antes de plantear su accion cataliti-
ca. Otros factores virales de la IN que favorecen ese trans-
porte es en el trafico intracelular para abrir el camino al
nucleo o con el sistema defensivo para anular su accién.

Asi, pues, hay numerosas posibilidades de impedir la
reaccion de integracion antes de llegar a su fin, ademaés
del bloqueo de PR y de RT. Sin embargo, teniendo en cuen-
ta la facilidad de buscar los inhibidores de enzimas, y a pe-
sar de la dificultad de controlar la actividad de la IN del
VIH in vitro, los ensayos realizados sobre la IN desde prin-
cipios de los afnos noventa han permitido identificar inhi-
bidores de su actividad enzimatica, en particular la familia
del 4cido diaceténico (DKA)E. En 2007 con la aprobacién del
raltegravir se consigue un nuevo medicamento contra el
sida, y se obtienen otras moléculas capaces de superar los
ensayos clinicos, como el elvitegravir. Finalmente, la apa-
ricién de resistencias de los virus a estos 2 componentes
sale ahorra con la necesidad de entender como va.

Alternativas a la integracion

Una fraccién no despreciable del ADN viral lineal que
ha entrado en el nicleo no se integra y se encuentra en
forma circular. La maquinaria celular de mantenimien-
to del ADN reconoce el ADN viral lineal como un ADN
roto y su circularidad se efectia por medio de la maqui-
naria de recombinacién homéloga o no homéloga’. El
ADN proviral circulante que se obtiene de estas mane-
ras no es replicativo, pero persiste dentro del nicleo por
un tiempo que puede ser bastante largo. En presencia de
inhibidores de la familia del raltegravir, la ausencia de
formas integradas estda compensada con una acumula-
cién de estos circuloss. Estos no parecen capaces de llevar
a cabo la replicacién viral, pero en cambio permiten la ex-
presion de las proteinas Nef y Tat del VIH en ciertas li-
neas celulares ex vivo®. Por otro lado, ciertos virus mu-
tantes que tienen la IN inactiva, son capaces de replicar
débilmente en ciertas lineas celulares permisivas, como
por ejemplo MT41°. Por tanto, una integracién del geno-
ma viral puede suceder en ciertos casos por un proceso de
recombinacién independiente de la actividad catalizado-
ra de la IN.

El proceso de integracion

El ADN bicatenario producido por la RT dentro del cito-
plasma de la célula infectada se introduce en el nicleo, en
forma de CPI, acompaniado por la IN y también por la pro-
teina Vpr't!2, Una vez cerca de la cromatina diana, la IN
del VIH-1 cataliza la integraciéon del ADN viral de doble
cadena en el ADN celular. Descubrimientos recientes in-
dican que esta actividad esta ligada al estado de cromati-
na del ADN celular??.

El esquema clasico de la integracion del VIH se desarro-
lla globalmente en dos etapas que implican la fijacién es-
table de la IN a los extremos U3 y U5 de las secuencias
LTR virales'*. En un primer paso, propuesto como citoplas-
mico y que implica un dimero de enzima en cada extremo
del ADN, la IN realiza la rotura quimica de un dinucledti-
do GT en 3’ de las regiones U3 y U5 (procesado 3’). A conti-
nuacion, el ensamblaje tetramérico de IN, uniendo los 2 ex-
tremos del ADN viral, se prepara a un ataque de los
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enlaces fosfodiéster del ADN diana por los 2 extremos 3™-hi-
droxil. Desde entonces, el contacto con el ADN celular pro-
voca la «transferencia de hebra», con los extremos 3’ del
ADN viral que se unen de forma covalente a los extremos 5’
del ADN de la célula. Los dos sitios de insercién se encuen-
tran a 5 pares de bases de distancia y esta media vuelta de
doble hélice supone un ataque acoplado de las 2 extremi-
dades del ADN viral de cada lado del ADN diana.

Durante esta doble transferencia, los extremos 5 del
ADN viral y 3’ del ADN celular quedan libres en el seno de
un intermedio de reacciéon. Estas reacciones de procesado
3’ seguidas de la transferencia de hebra implican un ajus-
te sutil de la estructura de la IN y de los 10-20 pares de ba-
ses de cada extremo U3 y U5 de los LTR, para favorecer
el cambio conformacional y la dindmica asociativa. Un ele-
mento importante aqui es la ausencia de especificidad de
secuencia diana en el sitio de integracién dentro del ADN
celular: es mds importante la accesibilidad en el contexto
de la cromatina nuclear, con la aportacion de un guia como
LEDGTF, que orienta el proceso'®. Esta proteina favorece la
puesta en contacto de la IN, unida a los extremos del ADN
viral, con el ADN de la cromatina.

Siguiendo la ramificacion 3’ de los 2 extremos del ADN
viral en el ADN celular, las proteinas celulares son reclu-
tadas para realizar sobre cada uni6n las tltimas etapas
del proceso de integracion que corresponden tipicamente a
una reparacién del ADN”. Para establecer la unién cova-
lente entre los extremos 5’ del ADN viral y el ADN celular,
se necesita la escision del dinucleétido AC en 5’ del ADN
viral no complementario del ADN celular, el relleno del
gap con los nucledtidos que hacen falta y la ligacién con los
extremos 3’ hidroxil del ADN celular.

Para favorecer esta reparacion y permitir una integra-
ci6n productiva del ADN del VIH en su huésped, parece
también indispensable eliminar la IN presente en el sitio
de integracién mediante la acciéon de una ubiquitina ligasa
(la proteina VHL) y del proteasoma'®. Un punto remarca-
ble aqui es que el sitio de interaccién de esta proteina con
la IN coincide con el de la proteina LEDGF.

Los ensayos enzimaticos in vitro

Contrariamente a la RT y a la PR, 1a IN ha tardado mu-
cho tiempo en poder ser estudiada in vitro. La razoén es la
mala solubilidad de esta enzima, la flexibilidad de su es-
tructura, la complejidad de su forma de actuar y la difi-
cultad de medir directamente la actividad de integracién
mediante un test enzimatico in vitro.

Integracion acoplada, procesado 3’ y transferencia
de hebra

Las actividades enzimaticas de la IN pueden ser repro-
ducidas in vitro con la enzima purificada después de su
expresion en Escherichia Coli. A grandes rasgos se distin-
guen 2 vias para el estudio in vitro®*: una via microscépica
que va a detallar las reacciones elementales, el procesado
3’ y la transferencia de hebra, mientras que una via ma-
croscépica intenta reproducir el conjunto de la reaccién de
integracion, la integracién acoplada, por lo menos en su
parte dependiente de la IN617. Los fragmentos de ADN uti-
lizados mas frecuentemente como sustrato enzimatico viral
son pequerios ADN correspondientes a los extremos U3 y
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U5 o al LTR entero del ADN viral y como sustrato diana, el
mismo ADN o un plasmido ADN superhelicoidal. Los sus-
tratos de tipo viral estan madurados en sus extremos 3’ por
el procesado 3’ y después integrados en el ADN diana por
la transferencia de hebra.

Los ensayos in vitro todavia no reproducen la integracién
acoplada tal y como se produce in vivo, sino més bien una se-
mirreaccién en cuyo proceso s6lo un extremo del ADN viral
se integra, o bien una reaccién que inserta 2 moléculas de
ADN viral en el ADN diana: es dificil para la IN unir los 2
extremos de un mismo ADN. Estas reacciones se caracteri-
zan generalmente por una eficacia mediocre, particular-
mente a causa de la ausencia del reciclaje de la enzima y por
una falta de especificidad de insercién. Sin embargo, es po-
sible medir las actividades de procesado 3’y de transferencia
de hebra a partir de electroforesis en condiciones desnatura-
lizantes. El procesado 3’ implica una disminucién de 2 nu-
cleétidos de la cadena reactiva, aunque la transferencia de
hebra genera una mezcla de productos donde la cadena pro-
cesada y unida a la cadena diana migra més lentamente.

Lo opuesto a la integracion, la reaccion de desintegra-
ci6n, también puede detectarse in vitro'®. Durante esta
reaccién, un ADN ramificado que imita al producto de la
reaccion de transferencia de hebra se usa como sustrato y
se convierte en 2 fragmentos de ADN. La reaccion de de-
sintegracion no tiene significado biolégico, si no es la posi-
bilidad accidental de revertir la integracion.

La importancia del magnesio

Las 2 reacciones, el procesado 3’ y la transferencia de
hebra, requieren un cofactor metalico que puede ser el
magnesio o el manganeso!. Como en el caso de numerosas
enzimas, la IN reproduce mas escrupulosamente in vitro
las reacciones observadas in vivo en presencia de magne-
sio. En presencia de manganeso, la reaccién de la IN es
mas homogénea frente a las variaciones de secuencia de
los extremos del ADN viral, asi como a las mutaciones de la
IN. Ademas, el cinc necesario para la estructuracion del
dedo de cinc del dominio N-terminal sélo activa la IN en
presencia de magnesio®.

Ciertos farmacos inhibidores de la actividad IN no tie-
nen la misma eficacia en los ensayos con magnesio o man-
ganeso y los efectos de mutaciones que crean una resisten-
cia a los farmacos son perceptibles generalmente en
presencia de magnesio'. Estas consideraciones han condu-
cido a utilizar grupos quimicos que fijjan el magnesio para la
concepcioén racional de inhibidores de la IN. Dichos grupos
estan presentes en los inhibidores actualmente desarrolla-
dos, como es el caso del raltegravir y el elvitegravir.

Requisitos en el ADN viral

Un didplex del ADN que reproduzca el extremo del ADN
viral debe tener como minimo una quincena de pares de
bases para permitir el procesado 3’ in vitro. Los 4 pares
de bases terminales son los mas importantes para el reco-
nocimiento especifico por la IN, en particular aquellas en
posicién 3 y 4 (C:G, A:T) incluidas en los 2 extremos U3 y
U5 en todos los ADN retrovirales y los numerosos elemen-
tos transponibles?.

De hecho, el analisis de la secuencia U5 propone que,
ademas de las posiciones 3 y 4, la integridad de los ultimos
6 residuos debe ser respetada para optimizar la interac-
cién con el centro catalitico. La repeticién de A-T un poco

mas alejada favorece también el procesado 3. Los residuos
en posicién 4 (C y G) establecen los contactos, a través de
sus bases, con la IN%,

La estructura de la integrasa
y sus interacciones con el ADN

La IN del VIH-1 se obtiene dentro del virus a partir de
la poliproteina Gag-Pol y su procesado por la proteasa vi-
ral. En su forma madura, se trata de una proteina de 288
aminodcidos (32 kDa) constituida por 3 dominios estructu-
rales y funcionales: un dominio N-terminal (residuos 1-
50), un dominio central o centro catalitico (residuos 50-
212) y un dominio C-terminal (residuos 212-288). Las
estructuras de los dominios estan resumidas aqui (para
mas detalles, se puede consultar Chiu et al®®).

El centro catalitico

El centro catalitico de la IN del VIH se parece mucho
al centro de las otras integrasas retrovirales, todas con-
tienen el motivo llamado triada catalitica DDE. Su es-
tructura forma un dimero esférico, en el que cada moné-
mero aparece como una semiesfera que contiene 5 hojas
beta rodeadas de 6 hélices alfa que incluye la hélice a4
implicada en el reconocimiento del ADN y en la resisten-
cia al raltegravir. Dentro del dimero, el sitio activo de un
monoémero esta opuesto al sitio activo del otro monémero.
Los 3 amino4cidos, muy conservados, de la triada cataliti-
ca (D64, D116 y E152) coordinan el magnesio con el resi-
duo E152 y se acercan a los 2 residuos D gracias a un bu-
cle flexible (posicién 140-149) critico para la reaccién y
para la resistencia al raltegravir. Este bucle flexible tam-
bién es importante en la estabilizacién del complejo IN-
ADN por medio del contacto con los extremos del ADN
viral, e induce un cambio conformacional de la enzima
que fortalecerd esta fijacion necesaria para la reaccién de
transferencia de hebra.

La hélice a4 (residuos 149-166) del centro catalitico es
la regién que asegura la mayor parte de los contactos
especificos con el ADN viral. Esta hélice anfipatica ex-
puesta en la superficie de la proteina esté bien situada
para reconocer el ADN viral y celular. Los residuos im-
portantes para el reconocimiento del ADN (K156, K159
y Q148) y la catalisis (E152) estan configurados para in-
sertarse en uno de los surcos de la doble hélice del ADN
viral o celular. La lisina en posicién 159, muy conserva-
da en el seno de las integrasas retrovirales, esta direc-
tamente implicada en la fijacién de la enzima con el
ADN viral. Este residuo contacta el &tomo N7 de la ade-
nina del sitio de corte (CA|GT). El grupo NH2 de la ade-
nina parece implicado en esta interaccién. K159 también
puede contactar el fosfato rompible. Estos contactos es-
tan implicados en el posicionamiento del enlace rompi-
ble dentro del sitio catalitico de la enzima. Por otra par-
te, la lisina K156 es esencial para el reconocimiento
especifico del ADN y el residuo E152 de la triada catali-
tica interacciona con la adenina conservada. La citosina
vecina (CA|GT) y el dinucleétido en 5’ de la cadena no
rompible (AC, complementario de GT) igualmente estan
implicados en los contactos con el centro catalitico, den-
tro o cerca del bucle flexible adyacente a la hélice a4. La
tirosina Y143 interacciona con las bases AC en 5’ de la
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cadena no rompible, convertidas en flotantes por el pro-
cesado 3’, aunque el contacto de la glutamina Q148 con
la citosina flotante parece muy importante para favore-
cer una transiciéon conformacional necesaria para la
transferencia de hebra?!.

Los dominios N y C-terminal

El dominio N-terminal tiene pocas similitudes entre las
distintas IN, a no ser por un motivo HHCC, que fija un
4tomo de cinc, presente en todas las IN. Esta fijacién es
necesaria para el repliegue del dominio aislado. El domi-
nio N-terminal parece contribuir a la fijacién del ADN y
también en la tetramerizacién de la enzima. Estudiado
aislado, forma un dimero en el que cada monémero esta
constituido por 4 hélices. Cada monémero estd estabiliza-
do por un centro hidréfugo en su parte inferior y por la
coordinacion del d4tomo de cinc a través del motivo HHCC
(H12 H16 C40 C43) en su parte superior.

El dominio C-terminal es menos conservado. Este se fija
inespecificamente al ADN con la misma eficacia que la IN
entera, lo que indica una implicacién en la fijacion no es-
pecifica del ADN diana durante la transferencia de hebra.
En diversos modelos, el dominio C-terminal también esta
implicado en la fijacién del ADN viral més arriba del pun-
to de rotura. Su estructura por separado aparece de tipo di-
merico con cada mondémero constituido de 5 hojas beta, pa-
recido a un motivo SH3. La interfase de dimerizacién esta
formada por el apilamiento de las hojas betas 2, 3 y 4, en
configuracién antiparalela con los contactos hidréfugos en-
tre varios residuos que describen una estructura en barril.

Oligomerizacion

Se han realizado pruebas de complementacién con mez-
clas de IN desprovistas de su dominio N-terminal o C-ter-
minal y de IN con una mutacién en uno de los residuos 4ci-
dos conservados de la triada DDE del centro catalitico?2.
Aisladamente, ninguna de estas proteinas posee activi-
dad de maduracion o de transferencia de hebra. Por otra
parte, si una IN sin dominio N-terminal se pone en pre-
sencia de una IN sin dominio C-terminal, las actividades
de maduracion y de transferencia de hebra se restauran
en un grado préximo al nativo, mostrando que la IN esta
activa bajo forma de oligémero.

Un esquema ordenado de la colocacién de la IN para ase-
gurar su actividad esta surgiendo progresivamente!’. En
solucién, la IN puede asociarse en dimeros, tetrameros y oc-
tameros. Se necesita un dimero de IN para asegurar el pro-
cesado 3. El dimero de IN puede catalizar el procesado 3’y
la insercién de un solo extremo LTR, mientras que el tetra-
mero cataliza el procesado 3’ de dos LTR. Se necesita el te-
tramero de IN para poder insertar los 2 extremos del ADN
viral a la distancia de 5 pares de bases en el ADN celular.

En ausencia de estructura tridimensional cristalografica
completa, se han propuesto varios modelos para represen-
tar un tetramero de IN con el ADN viral y el ADN celular?®.
Estos modelos son muy diferentes unos de los otros y no
cuadran con el conjunto de las experiencias realizadas. Un
modelo de tetramero de IN también se ha podido visualizar
por microscopia electrénica?4. La resolucién obtenida no
permite distinguir el ADN, y la forma global del complejo no
se corresponde con ninguno de los modelos propuestos. Se
espera con impaciencia que la estructura del tetramero de
la IN sea desenmascarado en plena reaccién de integracion.
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Sobre el plan secuencial de actuacion
delaIN in vivo

La puesta en marcha tras la transcripcién inversa de la
IN dentro del contexto de la infeccién viral comienza a es-
clarecerse y se pueden hacer varias observaciones al res-
pecto, prefigurando lo que se debe esperar de determina-
das moléculas antivirales de la IN.

La formacién del complejo entre la IN y los extremos
del ADN viral induce un cambio de conformacién de la IN
que da lugar a un complejo muy estable y con una catélisis
muy lenta?®, que no se disocia después del procesado 3.
Esta propiedad debe permitir colocar establemente in vivo
la IN en los extremos del ADN viral del CPI para alcan-
zar la cromatina, pero el paso de dimero a tetramero y la
formacién del puente proteinico que une los 2 extremos del
ADN viral son todavia oscuros. De igual modo, queda os-
curo el impacto del depésito no especifico de IN y Vpr en
el ADN viral, como también permanecen ignorados la ar-
quitectura compacta del CPI, la capacidad del ADN viral
con sus 10.000 pb de reclutar las proteinas celulares, los
mecanismos de movilidad intracelular y la relacién espa-
ciotemporal entre el desmantelamiento de la capsida, el
posicionamiento de la IN en los extremos del ADN viral y
la movilidad del CPI hacia el nicleo?.

Este CPI debe hacer frente a una cierta hostilidad de la
célula huésped y puede perderse en el camino, especial-
mente por la dificultad de realizar la importacién nuclear, a
pesar del papel activo mantenido por IN y Vpr a este efec-
to. Luego, el ADN viral puede ser recogido dentro del ntcleo
por el sistema de mantenimiento de ADN tanto antes como
después de la integracion. Si ocurre antes, el ADN viral pa-
rece incapaz de iniciar la segunda fase del ciclo replicativo.

La integracion del ADN viral en el ADN diana se tiene
que realizar a través de un tetramero en un contexto de
cromatina con el aporte de alguna guia nuclear, como la
proteina LEDGF, capaz de interactuar a la vez con la IN
en forma tetramérica y con el ADN diana en forma de nu-
cleosoma?’.

La IN que queda en posicién después de la integracion es
una diana del proteasoma, via su reconocimiento por una
ubiquitina ligasa (la proteina VHL), lo que parece favorable
a la puesta en marcha de la transcripcién sobre el promotor
LTR. Asimismo, si VHL reconociera la IN antes de la inte-
gracion, podria resultar muy problematico para el VIH.

El desarollo de los inhibidores
de la integrasa

A continuacion se detalla un resumen selectivo de los in-
hibidores especificos de la IN (para mas detalles, consultar
Pommier et al® y Semenova et al?®).

DKA y raltegravir: inhibidores de la transferencia
de hebra

Las propiedades como inhibidores de la IN de los beta
DKA y sus derivados fueron descubiertas independiente-
mente por los laboratorios Merck? y Shionogi & Co. Ltd.*°.
El raltegravir se inscribe en este grupo después de una bts-
queda profundizada por los laboratorios Merck que llegé a
la caracterizacién de los beta DKA L-708 906 y L-7319885!.
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Las modificaciones realizadas en la estructura de estas
moléculas, incluido un grupo naftiridina, han conducido a
unas moleculas més activas, como los compuestos naftiridi-
na carboxamida 1.-870810 o L-87081232. M4s recientemen-
te, otra naftiridina carboxamida se ha puesto a punto con
una actividad de inhibicién de la IN mas eficaz, en particu-
lar el compuesto N-(4-fluorobenzil)-8-hidroxi[1,6]naftiridi-
na-7-carboxamida 1, a partir de la cual una nueva optimi-
zacién ha permitido identificar el compuesto 1.-9006123.
Este compuesto, también conocido como MK-0518, final-
mente ha sido registrado como raltegravir. E1 compuesto el-
vitagravir o GS-9137 (originalmente, JTK-303, descubier-
to por Japan Tobacco Inc. y desarrollado por Gilead desde
2005) es otro compuesto derivado del DKA, con forma de
4cido dihidroquinolina-3-carboxilico®.

El DKA tiene la propiedad unica de inhibir selectivamen-
te la transferencia de hebra, con una concentracién de or-
den nanomolar para los compuestos optimizados®28. El
DKA inhibe el procesado 3’ a unas concentraciones mucho
mas elevadas. Los grupos 4cidos, sobre todo el ciclo aroma-
tico, son cruciales para la seleccién y la eficacia de la inhi-
bicién de la transferencia de hebra. La captura de los iones
metalicos divalentes dentro del sitio activo de la enzima se
considera una posible explicacién para la inhibicién.

El modo de fijacion de los DKA a la IN es el punto de mira
de numerosas investigaciones. La cocristalizacién de uno de
sus compuestos, identificado por Shionogi, el 5-CITEP, en el
centro catalitico de la IN ha permitido ensenar que este in-
hibidor interactiia con los residuos 148, 152, 156 y 159 entre
el bucle flexible y la hélice a4 del sitio activo®. Un modelo
que explica la seleccién de los DKA para la transferencia
de hebra pone en juego dos sitios cataliticos, un donante y
un aceptador, en un dimero de IN fijado a un extremo de
ADN viral. En este modelo, el procesado 3’ del ADN viral en
el sitio donante induce un cambio conformacional de la IN
para la transferencia de hebra, que permite la fijacién del
ADN celular en el segundo sitio aceptador?!. Los DKA se-
rian capaces de fijarse al nivel del sitio aceptador en una
conformacién intermedia del complejo ternario ADN viral-
IN-magnesio inducido por el procesado 3. Esta claro que, en
la célula infectada, la duracién de ese complejo es suficien-
temente grande para que el DKA se fije. La consecuencia es
una fuerte inhibicién de la integracién del ADN viral y un
aumento significativo de la produccién de circulos 2-LTR no
replicativos por la maquinaria de mantenimiento celular®.

Los residuos de la IN afectados por las mutaciones que
provocan una resistencia a los DKA son reagrupados alre-
dedor del sitio catalitico definido por la triada DDE, y va-
rian ligeramente de un compuesto a otro®. Se encuentra a
menudo el residuo Q148 implicado en el posicionamiento
del ADN viral en el sitio donante de la IN antes de la
transferencia de hebra o el residuo N155 necesario para la
fijacién del magnesio.

Los derivados DKA bifuncionales

Los derivados DKA bifuncionales se caracterizan por
una fijaciéon simulténea en el sitio donador y en el sitio re-
ceptor, provocando una inhibicién eficaz tanto del procesa-
do 3’ como de la transferencia de hebra, lo que da paso a
una nueva generacién de inhibidores de la IN con una efi-
cacia prometedora y una posible barrera genética més ele-
vada?®. Estudios preclinicos revelan la eficacia de estos
compuestos como inhibidores de la replicacién viral.

Los inhibidores de la interaccion integrasa-ADN

Las esterilquinolinas (SQL) se caracterizan por la pre-
sencia de un grupo quinolina unido a un grupo aromaético.
Las amidas de estos compuestos son las mas prometedo-
ras como inhibidoras de la IN. FZ41 es el compuesto més
activo, con una concentracién inhibitoria media (CI;,) de
1 a 4 pmol. Se comporta como un competidor del ADN vi-
ral para la fijacion en la IN, y inhibe el procesado 3’ en pre-
sencia de Mg?* o de Mn?*. No se produce integracion viral
en las células infectadas ni acumulacién de formas circu-
lares®”. Ello indica que la inhibicién de la infeccién se pro-
duce antes de la traslocacién nuclear del CPI. Ademas, el
FZ41 inhibe la importacién nuclear del IN in vitro®. Los
virus resistentes a las SQL contienen las mutaciones
C280Y, V1651 y V2491 de la IN, lo que indica que la IN es
una diana para estas moléculas en la célula®.

Las fenilpirimidinas (PDP), cuyo compuesto mas activo
se denomina V-165, inhiben la formacién del complejo IN-
ADN, y con ello la reaccién de procesado 3. El V-165 inhibe
la replicacién viral después de la transcripcién inversa®.
Ademas de las mutaciones en la IN, principalmente V1651,
T206S y S230N, recientemente se han descubierto otras
mutaciones en los genes de RT y ENV que apuntan a un
mecanismo de accién multiple y la necesidad de optimizar
estos compuestos como inhibidores especificos de 1la IN*.

Las estrategias actuales de inhibicion
de la integrasa

Hasta el momento se conocen dos tipos de inhibicién,
gracias a la identificacién de inhibidores del procesado 3’ e
inhibidores de transferencia de hebra. Los primeros blo-
quean generalmente la fijacién de la enzima libre en el
ADN viral (FZ-41 y V-165), mientras que los segundos
(como los derivados de los DKA) estan dirigidos contra los
complejos entre la IN y los extremos del ADN viral. La
gran estabilidad de estos ultimos y su persistencia dentro
de la célula los convierten en una opcién muy favorable
en la medida en que, ademas, actiian selectivamente hacia
las enzimas activas. Esta hipétesis se ha demostrado so-
bradamente por la remarcable actividad antiviral de inhi-
bidores de transferencia de hebra, familia a la que perte-
necen el raltegravir y el elvitegravir, mientras que los
inhibidores de doble accién (procesado 3’ y transferencia
de hebra) dejan entrever una mayor eficacia.

La aparicién de resistencias a raltegravir*! y a elvitegra-
vir*? exhorta a encontrar otras sustancias activas con un
perfil de resistencia diferente, como los derivados de las es-
terilquinolonas. Hoy en dia, las posibilidades de inhibir la
IN al nivel del CPI se buscan en los sitios que dirigen la di-
merizacion y la tetramerizacion de la IN, y sobre las inter-
acciones de la IN con LEDGF. Existen otros niveles, muy
arriba en la particula viral, para interferir en el punto de
corte entre la IN y la RT, impidiendo la maduracién de la
IN, o bien al nivel del inicio de la transcripcién inversa, en
la que la IN esté implicada, asi como en las interacciones
con los actores celulares implicados en el desplazamiento
intracelular, como los microtibulos y los poros nucleares.

La multiplicacion de datos de modelos moleculares ofre-
ce también nuevas posibilidades para optimizar el disefo
de moléculas a partir de farmacos ya caracterizados, con la
expectativa de un conocimiento estructural mas completo
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del tetramero activo*. Por otra parte, un nuevo concepto
de farmacos esta emergiendo con la conjugacién quimica
de un inhibidor de RT y un inhibidor de IN, por ejemplo
derivado de los DKA**. Este tipo de inhibidor dual tiene
una eficacia antiviral muy prometedora.

Con estas perspectivas, después del tiempo que se ha
necesitado para proponer el primer tratamiento clinico
que usa un inhibidor de integrasa, se espera otros farma-
cos de esta familia en un futuro no muy lejano.
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