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RESUMO

O virus herpes simples tipo 1 (HSV-1) é um patdgeno globalmente disseminado e
causador de lesdes de pele e mucosa. O tratamento das infecgdes por HSV é
baseado em medicamentos analogos de nucleosideos, como o aciclovir (ACV), que
atua bloqueando o ciclo de replicacdo viral. Entretanto, o uso intenso desses
farmacos tem levado a selecao de cepas resistentes aos tratamentos disponiveis.
Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade anti-HSV-1 de
uma série de dez derivados inéditos de hidréxi-pirrolonas, compostos heterociclicos
com potencial para atividade biolégica diversificada, como potenciais candidatos a
farmacos antivirais contra o HSV-1. Os derivados foram submetidos a ensaios in
vitro para determinar sua Concentracao Citotoxica 50% (CCsp) em células Vero. Os
compostos 6, 7 e 9 mostraram-se menos toxicos e foram selecionados para avaliar a
atividade antiviral frente ao HSV-1 (cepa KOS). Os resultados demonstraram que os
derivados 6 e 9 exibiram atividade antiviral moderada e dose-dependente. Embora a
protecao celular ndo tenha alcangado 50%, impedindo o célculo do valor de ECs,, 0s
achados validam as hidréxi-pirrolonas como uma classe quimica promissora.

INTRODUCAO

O herpesvirus humano tipo 1 (HSV-1), pertencente a familia Herpesviridae, € um
dos patégenos mais prevalentes mundialmente, infectando cerca de 64% da
populacdo com menos de 50 anos (WHO, 2020). Transmitido principalmente por
contato direto com secrecdes contaminadas, o virus pode estabelecer infeccéo
latente nos géanglios trigeminais, podendo ser reativado por fatores como estresse,
imunossupressao ou alteracées hormonais (GRINDE, 2013). O tratamento baseia-se
no aciclovir (ACV) e analogos, que inibem seletivamente a DNA polimerase viral
apos ativacao pela timidina quinase (TK) do HSV-1 (ELION et al., 1977; AHMAD,
2015). Entretanto, o uso prolongado favorece o surgimento de cepas resistentes,
principalmente devido a mutagdes no gene UL23 (TK viral) ou UL30 (DNA
polimerase viral), comprometendo a eficacia terapéutica (FROBERT et al., 2014).
Nesse contexto, ha demanda por novas estruturas quimicas com mecanismos de
acao alternativos. Compostos heterociclicos, especialmente aza-heterociclos,
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representam mais de 75% dos farmacos de moléculas pequenas aprovados pelo
FDA, devido a sua diversidade estrutural e bioatividade (KERRU et al., 2020). Entre
eles, destacam-se as pirrolonas e hidroxi-pirrolonas, que apresentam amplo
potencial farmacoldgico, incluindo atividades antiviral, antibacteriana e anti-
inflamatéria (MORSY et al, 2024). A avaliacdo bioldégica desses derivados
representa, portanto, uma estratégia promissora para a descoberta de novos
candidatos contra o HSV-1.

MATERIAIS E METODOS
Sintese e Caracterizacdo dos Compostos

A série de derivados hidréxi-pirrolonas inéditos foram sintetizados e fornecidos pelo
Grupo SINTHET do Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringa
sob responsabilidade da Profa. Dra. Fernanda Andreia Rosa. Os compostos foram
obtidos com bons rendimentos através de uma reacao one-pot sequencial, partindo
de B-enaminodicetonas secundarias e diferentes tidis. As reacdes foram conduzidas
em diclorometano (DCM) na presenca da base 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno
(DBU). A confirmacao estrutural e a pureza foram verificadas por meio de
espectroscopia de Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN de 'H e 3C).

Cultura Celular e Propagacao Viral

Foram utilizadas células de linhagem Vero (ATCC CCL-81), cultivadas em meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de antibi6ticos (penicilina/estreptomicina). As culturas foram
mantidas em estufa a 37°C com atmosfera umida e 5% de CO,. O virus Herpes
Simples tipo 1 (HSV-1, cepa KOS) foi propagado em monocamadas confluentes de
células Vero. Apds a manifestacao do efeito citopatico em aproximadamente 80% da
cultura, o sobrenadante contendo as particulas virais foi coletado, centrifugado e
armazenado a -20 °C. O titulo viral foi determinado para calcular a Dose Infectante
de Cultura de Tecido 50% (TCIDsy), utilizando o ensaio colorimétrico de MTT para
avaliar a viabilidade celular.

Ensaio de Citotoxicidade (CCs,)

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada em monocamadas de células Vero
cultivadas em placas de 96 pocos. As células foram expostas a diluicoes seriadas
dos derivados (1000 a 15,62 ug/mL) por 72 h. Ao final do tratamento, a viabilidade
celular foi revelada pelo ensaio de MTT. A Concentracado Citotoxica 50% (CCsy),
definida como a concentracdo do composto que reduz a viabilidade celular em 50%
em relacdo ao controle de células nado tratadas, foi calculada por andlise de
regressao.
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Ensaio de Atividade Antiviral in vitro (ECs,)

Para avaliar a eficacia dos compostos, monocamadas de células Vero em placas de
96 pocos foram infectadas com HSV-1 na sua TCIDs,. Apds um periodo de adsorcao
viral de 1 h, o in6culo foi substituido por DMEM contendo diferentes concentracdes
nao téxicas dos compostos. As placas foram incubadas por 72 h. A protegao antiviral
foi determinada pela quantificagdo da viabilidade das células tratadas em
comparagao com os controles (células nao infectadas e células infectadas nao
tratadas), utilizando o ensaio de MTT. A Concentracdo Efetiva 50% (ECs), que
corresponde a concentragdo do composto capaz de proteger 50% das células da
infeccao viral, foi calculada a partir da curva de dose-resposta por regressdo nao
linear.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Citotoxicidade

O ensaio de MTT em células VERO revelou que a maioria dos compostos
apresentou alta toxicidade (CCs, entre 35,7 e 75,0 ug/mL). Em contraste, JP6, JP7 e
JP9 mostraram menor citotoxicidade (CCs, = 621,7; 310,0; e 1825 ug/mL,
respectivamente), permitindo seu avancgo para a triagem antiviral.

Atividade antiviral

Os compostos selecionados foram testados contra HSV-1 (cepa KOS) em células
Vero. JP7 foi inativo, com protecao celular proxima de zero. JP6 apresentou
atividade moderada, com protecdo maxima de 41,2% em 100 pg/mL e tendéncia
dose-dependente. JP9 exibiu protecdo consistente (26,5-37,2%) em varias
concentragdes, sugerindo que o efeito atinge um limite e que pode ser relacionado a
solubilidade. Nenhum composto atingiu 250% de protecao, impossibilitando o calculo
de ECsy, indicando efeito antiviral moderado.

CONCLUSOES

A sintese de dez derivados de hidréxi-pirrolonas foi realizada com sucesso, gerando
compostos estruturalmente diversos e de bons rendimentos. A avaliagdo bioldgica in
vitro demonstrou que a maioria apresentou elevada citotoxicidade em células VERO,
restringindo seu potencial terapéutico para o HSV-1. Entretanto, os compostos JP6,
JP7 e JP9 exibiram baixa toxicidade, permitindo sua selecdo para o0s ensaios
antivirais. Dentre estes, apenas JP6 e JP9 demonstraram atividade moderada contra
o HSV-1, embora sem atingir niveis de protecdo superiores a 50%, impossibilitando
a determinagdo do ECs,. Assim, os resultados obtidos contribuem para o avango no
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desenvolvimento de agentes antivirais inovadores e justificam investigacdes futuras
mais aprofundadas.
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