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RESUMO

LEITE, Karoline. Triagem virtual e avaliagao in vitro de potenciais inibidores da
timidina quinase e da DNA polimerase do virus do herpes simples. 2023. 106f.

Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2023.

O herpes é uma infecgao causada pelo virus do herpes simples (HSV) e faz parte das
doencgas virais que mais afetam os seres humanos, representando, assim, um
problema de saude publica global e, por ndo existir antiviral que possa curar as
pessoas infectadas, o herpes apresenta alta prevaléncia em todo o mundo. A
incidéncia e a severidade das infecgdes causadas pelo HSV (1 e 2) tém aumentado
nas ultimas décadas. As opgoes de tratamento disponiveis contra o HSV-1 aliviam os
sintomas e diminuem a proliferagdo viral. O antiviral de primeira linha utilizado no
tratamento é o aciclovir, que é altamente seletivo para esse virus. Porém, o uso
constante desse farmaco tem aumentado significativamente o surgimento de cepas
de virus resistentes. No intuito de descobrir novos inibidores das enzimas virais,
timidina quinase (TK) e DNA polimerase, este trabalho propde uma triagem virtual
baseada em docagem molecular de compostos da quimioteca do Laboratério de
Sintese de Moléculas Medicinais (LaSMMed) frente a esses alvos moleculares. Os
protocolos de docagem molecular foram validados por redocagem para ambas as
enzimas do HSV-1 (TK e DNA polimerase). Selecionou-se 12 compostos da
quimioteca do LaSMMed para cada proteina para a analise das interagdes. Os
compostos que resultaram no melhor desempenho nas simulagdes computacionais
foram selecionados para a etapa de avaliacao de atividade antiviral contra a infecgao
do HSV in vitro. As concentragdes citotoxicas a 50% (CCso) e inibitorias a 50% (ICso)
de trés compostos testados permitiram classifica-los como inibidores moderados e
levaram ao calculo do indice de seletividade (IS) 210, o que pode ser considerado um
resultado satisfatério. O melhor composto, a cromona LaSMMed71, serviu como
referéncia para o desenho de novos analogos. A analise das interagcbes selecionou
cinco compostos para a etapa de sintese, que foram preparados e caracterizados. E
posteriormente enviados para os testes in vitro, os quais ndo se mostraram soluveis
no meio aquoso do experimento. A partir dos resultados, pode-se perceber o sucesso
das triagens virtuais que resultaram em compostos com potencial atividade antiviral.
As perspectivas do trabalho s&o estudar mais detalhadamente a solubilidade das
cromonas, aumentar a série destas e aprofundar o conhecimento dos compostos que
apresentaram inibicdo para o HSV.

Palavras-chave: Antiviral; Triagem virtual; Docagem molecular; Cromonas;
Quimioteca.



ABSTRACT

LEITE, Karoline. Virtual screening and in vitro evaluation of potential herpes
simplex virus thymidine kinase and DNA polymerase inhibitors. 2023. 106f.

Dissertation (master’s degree in chemistry) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2023.

Herpes is an infection caused by the herpes simplex virus (HSV) and is one of the viral
diseases that most affect humans, thus representing a global public health problem
and, because there is no antiviral that can cure infected people, herpes has a high
prevalence worldwide. The incidence and severity of infections caused by HSV (1 and
2) have increased in recent decades. The treatment options available against HSV-1
alleviate symptoms and decrease viral proliferation. The first-line antiviral used in the
treatment is acyclovir, which is highly selective for this virus. However, the constant
use of this drug has significantly increased the emergence of resistant virus strains. In
order to discover new inhibitors of viral enzymes, thymidine kinase (TK) and DNA
polymerase, this work proposes a virtual screening based on molecular docking of
compounds from the Laboratory of Synthesis of Medicinal Molecules (LaSMMed —
Laboratério de Sintese de Moléculas Medicinais) against these molecular targets.
Molecular docking protocols were validated by redocking for both HSV-1 enzymes (TK
and DNA polymerase). Twelve compounds from the LaSMMed chemical library were
selected for each protein for the analysis of interactions. The compounds that resulted
in the best performance in computer simulations were selected for the evaluation step
of antiviral activity against HSV infection in vitro. Cytotoxic concentrations at 50%
(CCso0) and inhibitory at 50% (ICso) of three tested compounds allowed classifying them
as moderate inhibitors and led to the calculation of the selectivity index (SI) 210, which
can be considered a satisfactory result. The best compound, the chromone
LaSMMed71, served as a reference for the design of new analogues. Interaction
analysis selected five compounds for the synthesis step, which were prepared and
characterized. And later sent for in vitro tests, which were not soluble in the aqueous
medium of the experiment. From the results, we observed the success of the virtual
screenings that resulted in compounds with potential antiviral activity. The perspectives
of the work are to study in more detail the solubility of the chromones, increase their
series and deepen the knowledge of the compounds that showed inhibition for HSV.

Key-words: Antiviral; Virtual screening; Molecular docking; Chromones; Chemical
library.
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1.INTRODUGCAO
1.1 HERPES-VIRUS: CLASSIFICACAO E DOENCAS ASSOCIADAS

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, do
inglés “International Committee on Taxonomy of Viruses”), os virus do herpes
pertencem a ordem Herpesvirales, familia Herpesviridae. Esta familia abrange
cerca de 200 virus capazes de infectar diversas espécies, como mamiferos,
aves, répteis, peixes e moluscos. Os primeiros herpes-virus humanos descritos
foram os herpes-virus simples (HSV). Hipocrates, médico da Grécia antiga,
documentou as lesdes na pele, denominando-as herpes (do grego herpein =
rastejar ou alastrar) em referéncia ao aparecimento das vesiculas na pele
préximas umas as outras (Figura 1) (KUKHANOVA et al., 2014).

Fonte: (ROCHA, 2023).

Os herpes-virus simples sao divididos em dois tipos: 1 e 2 (HSV-1, HSV-
2). Além desses, seis outros herpes-virus sdo conhecidos por causarem
infecgdes em humanos, divididos em trés subfamilias. Os herpes-virus sao
classificados conforme as suas caracteristicas biolégicas, estrutura do genoma,
tropismo, efeito citopatico, sitio de infecgao latente, patogénese e manifestagéo
da doenca.

A subfamilia Alphaherpesvirinae é constituida pelos virus que causam
infeccdes latentes em células neurais, com ciclo de replicacdo curto, como os
virus HSV-1, HSV-2 e varicela-zéster (VZV, do inglés “varicella-zoster virus”). A

subfamilia Betaherpesvirinae causa infec¢des latentes nas glandulas secretorias
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e rins, com ciclo de replicagao longo, como os virus citomegalovirus (CMV) e
herpes-virus humano 6 e 7 (HHV-6 e HHV-7). A subfamilia Gammaherpesvirinae
infecta células linféides, é formada por Epstein-Barr (EBV) e herpes-virus
humano-8 associado ao sarcoma de Kaposi (KSHV). A Tabela 1 mostra os
nomes dos oito herpes-virus humanos, suas subfamilias e siglas (KELLY et al.,
2009).

Tabela 1- Herpes-virus humanos, suas subfamilias e siglas.

Subfamilia Nome oficial Nome comum Siglas
Herpes-virus humano Virus herpes simples tioo 1 HHV-1 ou

1 P ples tip HSV-1
Herpes-virus humano . : : HHV-2 ou

Alfa > Virus herpes simples tipo 2 HSV-2
Herpes-virus humano Virus varicela-zéster HHV-3 ou

3 \Y74Y%
Herpes-virus humano Citomeagalovirus HHV-5 ou

5 9 CMV

Beta Herpes-wrgs humano Virus herpes humano 6 HHV-6

Herpes-wr;Js humano Virus herpes humano 7 HHV-7
Herpes-vwél‘sz humano Virus Epstein-Barr HHI;/éé\l/ou
Gama Herpes-virus humano Herpes-virus associado ao HHV-8 ou

8 sarcoma de Kaposi KSHV

A infecc¢do primaria causada pelo VZV (HHV-3) é a varicela (catapora, em
inglés “chickenpox”), uma doenca muito comum na infancia. A reativacdo da
varicela em adultos causa o herpes-zéster (cobreiro), onde as erupgdes sao
semelhantes as da varicela, porém, mais localizadas (SANTOS et al., 2012). O
Sistema Unico de Saude (SUS) disponibiliza vacina contra a varicela para
criangas (vacina varicela e tetra-viral: sarampo, caxumba, rubéola e varicela),
entretanto, no caso do herpes-zéster, apesar de também haver vacina
(Zostavax/Merck e Shingrix/GSK), ela é de alto custo e ainda n&o esta disponivel
no SUS (OLIVEIRA; SILVA, 2023).

O CMV (HHV-5) é um agente infeccioso presente em diferentes locais no
corpo humano, as formas mais graves ocorrem no periodo neonatal e resultam
da infeccao intrauterina (SANTOS et al., 2012).
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O KSHV (HHV-8) esta diretamente relacionado as lesées de sarcoma de
Kaposi (um tipo de cancer de pele), no entanto, geralmente, para o
desenvolvimento da doenga, é preciso que o paciente esteja com o sistema
imunologico deficiente (como em portadores do HIV) (SANTOS et al., 2012).

O género Simplexvirus é representado por dois virus: virus herpes simples
tipo 1 (HSV-1) e virus herpes simples tipo 2 (HSV-2). O tipo 1 esta normalmente
associado a infecgbes orais e oculares, mas também pode causar infecgoes
genitais, enquanto o segundo tipo esta mais relacionado as infecgdes genitais e
ao herpes neonatal, sendo considerada uma infecgao sexualmente transmissivel
(IST). Estas infecgdes podem evoluir para infecgdes severas, principalmente, em
pacientes imunodeficientes ou neonatos, como meningite, encefalite e lesdes
oculares (ZUCKERMAN, A.J.; BANATVALA, J.E.; PATTISON, JR;
GRIFFITHSAND; SCHOUB, 2004; BEAUMAN, 2005).

Além disso, estes virus causam infecgdes que desenvolvem um estado
de laténcia, manifestando seus sintomas periodicamente. Apds a replicagao
primaria na mucosa oral ou genital, os virus se deslocam dos axdnios para 0s
neurdnios do ganglio sensorial. E no ganglio sensorial que ele permanece em
um estado de laténcia, que persiste pelo resto da vida do infectado. As lesdes
desaparecem a medida que o sistema imune do individuo se recupera (SANTOS
et al., 2008).

Os fatores que desencadeiam a reativagao da infecgdo ainda ndo sao bem
conhecidos, porém, varios estimulos sao descritos como capazes de induzir a
infeccdo, entre eles estao: estresse fisico e emocional, febre, exposicao a luz
ultravioleta, menstruagéo e desequilibrio hormonal (MUYLAERT et al., 2011;
SANTOS, N. S. O.; ROMANOS, M. T. V.; WIGG, 2015).

O HSV apresenta-se como uma particula esférica com didametro entre 120
e 200 nm (Figura 2). A particula viral consiste em trés elementos estruturais: um
nucleocapsideo contendo o genoma (constituido de DNA de fita dupla linear); o
envelope, que consiste em uma bicamada lipidica com glicoproteinas inseridas,
€ uma regiao proteica, entre o capsideo e o envelope, chamada de tegumento
(ARDUINO; PORTER, 2008; SANTOS et al., 2008).
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Figura 2- Estrutura do HSV.
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Fonte: (BAEZ et al., 2018).

A replicacdo do HSV é composta de sete etapas principais: adsorcgao,
penetracdo, desnudamento, replicacdo do DNA viral, montagem, empaco-
tamento e liberagao. O ciclo se inicia com a adsor¢do da particula viral a célula
hospedeira, o virus se liga a superficie celular por meio das glicoproteinas do
envelope (RESKE et al., 2007; AKHTAR; SHUKLA, 2009; WOUK et al., 2021). O
virus entéo se liga a um receptor especifico (heparano sulfato) na superficie da
célula (ITZHAKI; WOZNIAK, 2006).

ApoOs a adsorgao, as etapas de penetracdo e desnudamento acontecem
de forma complementar. Durante a penetracao, o virus perde seu envelope viral
e ocorre a fusdo com a membrana celular, assim, apenas o tegumento e o
nucleocapsideo adentram no citoplasma da célula (WOUK et al., 2021).

ApOs entrar na célula, o nucleocapsideo é transportado ao poro nuclear
pelo citoesqueleto, onde o genoma viral € liberado e o capsideo vazio € deixado
no citoplasma. Nesta etapa, o DNA viral é alterado de sua forma linear de fita
dupla para a forma circular (HELDWEIN; KRUMMENACHER, 2008; KELLY et
al., 2009).

No nucleo, acontecera a replicagado do material genético do virus, ou seja,
seu DNA sera transcrito e replicado para que novas particulas virais sejam
formadas. A replicacdo conta com um arranjo de genes virais a, B e y, estes
devem atuar corretamente para que o material genético seja sintetizado e, assim,
completando o ciclo replicativo viral (MELLO et al., 2016; RAMPERSA;

TENNANT, 2018). Faz-se destaque para a transcricdo dos genes virais 3, que
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gera uma série de proteinas, entre elas a timidina quinase e DNA polimerase,
que estdo envolvidas com a sintese do DNA viral (VENTURA, 2023).

Posteriormente, a etapa de montagem da particula viral se inicia (WOUK
et al., 2021). As proteinas de suporte (scaffolding) se organizam e envolvem o
DNA viral sintetizado, formando, assim, o nucleocapsideo (SANTOS et al.,
2008).

A Ultima etapa da replicagdo do virus € complexa e n&do esta bem
estabelecida. No entanto, ha dois processos sugeridos sobre a aquisicdo do
envelope e a migracdo do nucleocapsideo para fora da célula. A primeira
hipétese descreve a teoria do duplo envelopamento, e a segunda sugere que o
nucleocapsideo adquire um unico envelope. Apesar da forma de envelopamento
do virus HSV ser ainda incerta, sabe-se que este sai da célula ja com o seu
envoltério externo. A particula viral completa e pronta para infectar as células
adjacentes é chamada de virion. Todo o processo de replicagdo demora em
torno de 18 a 20 horas (SANTOS et al., 2008; WOUK et al., 2021).

1.2 EPIDEMIOLOGIA E TRATAMENTOS

No mundo, o herpes é classificado como uma infecgdo altamente
contagiosa, comum e pandémica, pois os virus estdo distribuidos em todos os
paises e etnias. O herpes faz parte das doencas virais que mais afetam os seres
humanos, por néo existir farmaco antiviral que possa curar permanentemente a
doenca (LOOKER et al., 2015). Segundo dados da Organizagédo Mundial de
Saude (OMS), 3,7 bilhdes de pessoas com menos de 50 anos sao infectadas
com o HSV (67% da populagao mundial). No Brasil, ndo ha dados oficiais, mas
de acordo com dados do Ministério da Saude (2019), estima-se uma prevaléncia
de 80% da populacdo (LOOKER et al.,, 2015, 2017; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020).

O numero de farmacos utilizados nas varias infecgdes virais € limitado,
uma das principais razdes € a natureza dos virus. Os virus apresentam um
sistema enzimatico bastante restrito, sendo dependentes dos processos
metabdlicos celulares para sua multiplicagdo. Varios passos da sua replicagao
envolvem processos metabdlicos da célula hospedeira, e isto tem dificultado o

ataque direto ao virus ou a sua replicacdo, sem causar efeitos adversos nas
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células infectadas (JASSIM; NAJI, 2003; CLERCQ, DE, 2004, 2005; ORHAN et
al., 2009).

O herpes é uma doenga que nao tem cura, visto que ndo existe um
farmaco antiviral capaz de eliminar permanentemente o virus do organismo.
Durante as crises infecciosas, o objetivo principal dos tratamentos é acelerar a
cicatrizacédo das lesdes e prevenir a transmissao. Assim, o sucesso parcial da
quimioterapia antiviral contra o HSV se deve ao desenvolvimento do aciclovir,
que interage com proteinas-chave da replicagdo viral (CLERCQ, DE, 2004;
JENSSEN et al., 2004; TAGLIARI et al., 2012).

O aciclovir [9-(2-hidroxietoximetil)guanina], um analogo aciclico e sintético
dos nucleosideos purinicos, tornou-se o padrao da terapia para infecgoes pelo
HSV. O aciclovir € um pro-farmaco, ou seja, para ter agcao antiviral, necessita ser
ativado para a forma trifosfatada. A primeira fosforilagdo é catalisada por uma
enzima especifica, uma quinase viral. As enzimas da célula hospedeira
fosforilam sequencialmente a forma monofosfatada em difosfatada e trifosfatada
(Figura 3) (BRIK, 1993; PENELLO et al.,, 2010). O mecanismo de acdo do
aciclovir baseia-se na maior afinidade da enzima DNA polimerase viral pela
forma trifosfatada do aciclovir, assim, interrompendo o elongamento da cadeia
de DNA viral (BRIK, 1993; FONSECA, 1998). Analogos do aciclovir foram
autorizados para o tratamento das infecgdes herpéticas, mas estes também
precisam passar por etapas de fosforilagdo para serem ativados (FONSECA,
1998).
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Figura 3- Reacbes de fosforilagdo do pro-farmaco aciclovir para a forma ativa

trifosfatada.
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Fonte: A autora (2023).

Nas ultimas décadas, o aciclovir tem sido extensivamente usado no
tratamento das infecgdes por herpes simples e, como consequéncia, a
resisténcia a esse antiviral tem emergido pela selecédo de cepas resistentes,
principalmente em pacientes imunocomprometidos (XU et al., 1999; ZHANG et
al., 2007; SANTOS et al., 2008; SU et al., 2008; GOULD et al., 2013). Em
pacientes imunocompetentes, o isolamento de HSV-1 resistente ao aciclovir e a
outros analogos de nucleosideos é raro, mas em 2008, Cheng e colaboradores
relataram que de 0,28% a 0,33% dos isolados clinicos apresentam algum grau
de resisténcia (CHENG et al., 2008).

Dessa forma, tendo em vista o numero elevado de casos de herpes e o
surgimento de cepas resistentes aos farmacos existentes, ha necessidade de

estudos de novas estratégias de inibigéo viral (PENELLO et al., 2010).

1.3 IMPORTANCIA DOS ALVOS MOLECULARES PARA O HERPES VIRUS

Como alternativa para a resisténcia ao tratamento convencional, as

enzimas virais que sado pegas-chave para a patogénese viral sdo alvos
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moleculares estudados como estratégia antiviral. A inibigdo enzimatica pode
acarretar na interrupgao da replicagao viral, e o processo proteolitico essencial
para a maturacgao dos virus pode ser interrompido (CLERCQ, DE, 2004).

A timidina quinase (TK, “thymidine kinase”) catalisa a transferéncia do
grupo gama-fosfato do ATP para a timidina, formando desoxitimidina
monofosfatada (dTMP) que é substrato para a polimerase de DNA durante a
replicagéo viral do DNA (Figura 4). Posteriormente, a dTMP é fosforilada mais
duas vezes e, finalmente, a forma trifosfatada é incorporada em uma molécula
de DNA (CADORE, 2013). Nos virus da subfamilia Alphaherpesvirinae, a fungao
da TK também é a fosforilagdo, fornecendo desoxirribonucleotideos para a
sintese de DNA viral (ENQUIST et al., 1998; CADORE, 2013).

Figura 4- Reacéao da primeira fosforilagdo da timidina catalisada pela TK.
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Fonte: Adaptado de BRENDA (BRaunschweig ENzyme DAtabase, www.brenda-enzymes.orq)

A TK (EC 2.7.1.21) viral € uma enzima da classe das transferases,
subclasse das fosfotransferases e sub-subclasse das fosfotransferases que
apresentam um grupo alcool como aceptor (CHANG et al., 2021). A TK € uma
macromolécula constituida por duas cadeias (A e B) com aproximadamente 40
kDa por monémero, organizada em dimero (homodimero) (WURTH et al., 2001).

A Figura 5 mostra a estrutura cristalografica da TK do HSV-1 e seu sitio ativo.


http://www.brenda-enzymes.org/
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Figura 5- Representagdo esquematica em diagrama de fitas da estrutura
tridimensional da timidina quinase (TK, “thymidine kinase”) do HSV-1 (“herpes
simplex virus type 1”) obtida por cristalografia e resolvida por difragdo de raios-
X (PDB ID: 1E2P) e, em destaque, residuos de aminoacidos do sitio ativo em

modelo bastao (colorido por elemento).

%

Fonte: A autora (2023), com base na estrutura do PDB 1E2P, produzida no programa

Discovery Studio Visualizer.

Como é possivel observar na Figura 5, os aminoacidos do sitio ativo séo
Glu83, Trp88, lle100, Tyr101, GIn125, Met128, Tyr132, Asp162, Arg163, Ala167,
Tyr172, Arg176 e Glu225.

Estudos mostraram que a TK viral é necessaria para a expressao
completa da viruléncia, e a sua auséncia esta relacionada com a reducao desta
(ENQUIST et al., 1998; FERRARI et al., 2000; CADORE, 2013). Assim, a TK &
uma enzima muito importante para o virus, tornando-se um alvo promissor e sua
inibicdo poderia interromper a replicagao viral e diminuir a viruléncia.

Outro alvo molecular na busca de antivirais € a DNA polimerase viral, uma
enzima envolvida na replicagdo do DNA do virus. Ela é a mediadora, ou seja, da
inicio a sintese do DNA viral. (GROVER et al., 2011; KARAMPURI et al., 2012;
ZARROUK et al., 2017).

A DNA polimerase do HSV-1 pertence a familia de polimerases dos
herpesvirus, possui 1235 residuos de aminoacidos. A estrutura cristalina desta
DNA polimerase apresenta seis dominios estruturais, que sdo: dominio pré-NH:2
terminal, NH2 terminal, exonuclease, polegar, dedos e palma (Figura 6). Uma

fracdo da estrutura € comparada com uma mao direita com dominios
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denominados de palma, polegar e dedos, o sitio ativo é formado pelos dominios

da palma e dos dedos da polimerase de HSV (LIU et al., 2006).

Figura 6- Estrutura geral da DNA polimerase do HSV-1 em fita.
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Fonte: Adaptado de LIU et al., 2006. Dominio pré-NH2 terminal na coloragao rosa, dominio
NH:2 terminal em ciano, exonuclease em amarelo, palma em verde, dedos em vermelho e

polegar em azul.

O aciclovir e seus analogos s&o inibidores nucleosidicos da DNA
polimerase, entretanto, existem também inibidores ndao nucleosidicos da DNA
polimerase, que inibem diretamente a DNA polimerase viral, como o foscarnet
(acido fosfonoférmico, Figura 7), que liga-se ao local da ligacao do pirofosfato da
DNA polimerase viral (WATHEN, 2002).

Dados da literatura mostram alguns compostos que s&o excelentes
candidatos a agentes anti-herpéticos (Figura 7). Os compostos 1 e 2 sao
derivados 4-dihidro-oxoquinolinos, levam a sigla PNU (WATHEN, 2002). Os
compostos 3 e 4 possuem grande potencial de inibicdo, sendo propostas
modificagdes neles (SCHNUTE et al., 2005, 2008). A série de derivados acil-
hidrazonas 5, 6 e 7 foram sintetizados e mostraram atividade frente ao HIV-1.
Porém, estudos de modelagem molecular mostraram que estes compostos
devem ser ativos também frente ao HSV-1 (YONEDA et al., 2014).
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Figura 7- Alguns compostos da literatura com atividade frente ao virus do

herpes.
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Fonte: Adaptados de (WATHEN, 2002; SCHNUTE et al., 2005, 2008; YONEDA et al., 2014).
Legenda: a semelhanga estrutural entre os compostos destacada em vermelho.

Devido a resisténcia dos virus aos farmacos existentes, ha a importante
necessidade de estudos de novos inibidores contra a DNA polimerase, como

também de inibidores contra novos alvos moleculares.

1.4 DESCOBERTA DE FARMACOS AUXILIADO POR COMPUTADORES

Nas ultimas décadas, ampliou-se significativamente o desenvolvimento de
tecnologias computacionais, assim proporcionando o uso de abordagens in silico
com maior frequéncia e qualidade. O uso de técnicas computacionais para a
descoberta de novos farmacos é conhecida pela sigla CADD (do inglés:
Computer-Aided Drug Design), ou seja, planejamento de farmacos auxiliado por
computador. O CADD pode ser dividido em duas abordagens principais: (a)
planejamento de farmacos baseado na estrutura do ligante (LBDD, “ligand based
drug design”) e (b) planejamento de farmacos baseado na estrutura da

macromolécula-alvo (SBDD, “structure based drug design”).
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A triagem virtual pode ser realizada considerando as duas abordagens,
LBDD e SBDD. No caso da triagem virtual empregando a abordagem SBDD
usando a técnica do docagem molecular, por exemplo é possivel selecionar as
estruturas dos compostos de melhor interacdo com a macromolécula-alvo a
partir de um amplo espago quimico, que pode conter dezenas ou milhdes de
substancias diferentes. Isso permite a triagem virtual de uma grande quantidade
de compostos em um tempo acessivel, reduzindo os custos iniciais de
identificacdo e melhorando as chances de encontrar candidatos a farmacos, visto
que a pesquisa in vitro e in vivo sao muito mais demoradas e dependem de mais
recursos financeiros (PINZI; RASTELLI, 2019; LINHARES et al., 2021).

A docagem molecular € uma abordagem utilizada para prever possiveis
modos de ligagcédo entre um ligante e uma macromolécula, de modo a avaliar a
interacdo de substancias com um alvo molecular de interesse. Os algoritmos de
busca realizam uma pesquisa no espacgo conformacional disponivel para o
ligante, procurando diferentes conformagdes e orientagdes desse ligante em
sitios de ligacdo da macromolécula para formar complexos ligante-
macromolécula, ou seja, diferentes poses ou solugdes. Em seguida, uma fungéo
de pontuagao € aplicada para calcular a energia do complexo, com base na
afinidade entre eles (FABRIS, 2023).

Os algoritmos de busca modificam parametros estruturais dos ligantes,
como graus de liberdade de torgéo, translacional e rotacional, com o objetivo de
determinar a pose (i.e., conformacao e orientacao) mais favoravel. Os programas
GOLD e AutoDocK utilizam métodos de buscas estocasticos, estes fazem
alteragdes aleatdrias no ligante usando uma fungdo de probabilidade
predefinida, de modo que as mudangas favoraveis sdo aceitas, gerando um
conjunto de conformagdes, com amplo espectro energético (SLIWOSKI et al.,
2014; LEELANANDA; LINDERT, 2016; FABRIS, 2023).

As funcdes de pontuagao sao geralmente de quatro tipos. As fungdes de
pontuagdo baseadas em campo de forga, como GoldScore, sdo desenvolvidas
com base nos calculos da mecanica classica, que levam em consideracéo as
interacdes de van der Waals e forgas eletrostaticas. As fungdes de pontuacao
empiricas, como ChemScore, utilizam dados de estruturas determinadas
experimentalmente e parametrizam essas informag¢des, de modo a obter uma

energia livre de ligagcdo como a soma ponderada de termos de energia nao
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correlacionados (i.e., van der Waals, hidrofobicidade e eletrostatica, ligacdo de
hidrogénio, e de dessolvatagao). As fungbes baseadas em conhecimento, ASP
(do inglés: Astex Statistical Potential), derivam de informacdes estruturais de
complexos ligante-proteina, retirados de bancos de dados experimentais, para
gerar potenciais estatisticos. E por ultimo, as fun¢gdes baseadas em consenso
que combinam varias fungbes de pontuacdo, para gerar um resultado com
menos erros e com mais precisdao (SLIWOSKI et al., 2014; LEELANANDA,;
LINDERT, 2016; FABRIS, 2023).

1.5 A QUIMIOTECA DO LASMMED

O Laboratério de Sintese de Moléculas Medicinais (LaSMMed) do
Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Londrina (UEL) tem
trabalhado nos ultimos anos na constru¢do de uma quimioteca (colegdo de
substancias), contendo dezenas de substancias sintéticas, que pertencem a
diferentes classes quimicas. Esta quimioteca (Figura 8) é composta por
derivados de ésteres de carvacrol (12 compostos), cumarilamidas (13
compostos), cumariltioureia (1 compostos), indois (15 compostos), cromonas (3
compostos), oxazolidinonas (12 compostos), tiazolidinonas (6 compostos),
ésteres de acido vanilico (4 compostos) e derivados de apocinina (6 compostos).
A adicdo de substituintes com diferentes caracteristicas estéreo-eletrénicas
permite a avaliacdo da influéncia destes sobre a acdo desejada. Todas as
estruturas e seus respectivos substituintes estdo dispostos no Apéndice A.

Destacamos a classe das cromonas, que sdo compostos heretociclicos
do tipo benzo-y-pirona, de origem natural ou sintética. Devido as suas
caracteristicas estruturais e propriedades farmacoldgicas, o nucleo quimico da
cromona tem um lugar importante no ambito dos produtos naturais, na quimica
organica sintética e na quimica medicinal (GASPAR et al., 2011, 2013).

E valido ressaltar que o interesse em se avaliar as substancias da nossa
quimioteca pode ser embasado em relatos da literatura que indicam o potencial
antiviral frente a diferentes virus (e.g., dengue, HIV, Chikungunya) dos nucleos
heterociclicos ou fungdes orgéanicas presentes em seus arcabougos estruturais.
Além disso, algumas dessas classes foram identificadas como inibidores de
enzimas virais (PILAU et al., 2011; LIN et al., 2013; QUINTANA et al., 2016;
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TIJSMA et al., 2016; HISHIKI et al., 2017; WU et al., 2017; GHOSH et al., 2018;
HWU et al., 2019; XU et al., 2020).

Portanto, neste trabalho realizou-se inicialmente uma triagem virtual, por
docagem molecular, a fim de identificar dentre os compostos da nossa

quimioteca, os que apresentam atividade antiviral frente ao HSV-1, como

potenciais inibidores da timidina quinase ou da DNA polimerase virais.

Figura 8- Classes de compostos pertencentes a quimioteca do LaSMMed.
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2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar compostos com atividade antiviral frente ao HSV-1 como
potenciais inibidores das seguintes enzimas do HSV-1: timidina quinase (TK) ou

DNA polimerase.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar uma triagem virtual baseada em docagem molecular dos compostos
pertencentes a quimioteca do LaSMMed frente a timidina quinase (TK) e a
DNA polimerase do HSV-1.

e Avaliar experimentalmente a citotoxicidade e a atividade antiviral dos
compostos selecionados na triagem virtual.

e Propor novos analogos do composto com o melhor desempenho nos testes
anti-HSV-1.

e Realizar uma segunda rodada de triagem virtual baseada em docagem
molecular com os compostos analogos propostos.

e Sintetizar os compostos com os melhores resultados in silico, e avaliar as

suas citotoxicidades e atividades antivirais.
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 TRIAGEM VIRTUAL POR DOCAGEM MOLECULAR DA QUIMIOTECA DO LASMMED
3.1.1 Timidina Quinase viral

Para a triagem virtual, escolheu-se a enzima TK viral com o ligante co-
cristalizado 6-(dihidroxi-isobutil)-timina (CCV), devido a auséncia de mutagdes
(PDB ID = 1E2P, resolucéo 2,50 A). Para a validac&do do protocolo foi utilizado o
procedimento de redocagem. Este consiste na retirada do ligante co-cristalizado
no seu sitio de ligagdo no alvo-molecular que, em seguida, é encaixado
novamente. No primeiro momento, realizou-se o processo de redocagem nao
considerando a presenca das moléculas de agua HOH2012 e HOH2052. Estas
moléculas de agua sdo mediadoras de ligagbes de hidrogénio entre o ligante e
a enzima, assim sdo relevantes para o reconhecimento molecular. Estas foram
encontradas realizando a medida das distancias interatbmicas no complexo,
conforme relatado pelos autores (WURTH et al., 2001). Por ultimo, realizou-se o
procedimento considerando ou nao a flexibilidade dessas moléculas. Cada pose
obtida para cada fungédo de pontuagdo (ChemScore, GoldScore, ChemPLP e
ASP) exibiu um valor de desvio quadratico médio (RMSD, do inglés Root Mean
Square Deviation) individual e um valor de pontuacgao (Fitness Score, FS) que

podem ser observadas nas Tabelas 2-4.
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Tabela 2- Valores de RMSD e Fitness Score para as 10 corridas, na auséncia

das moléculas de agua.

ChemScore GoldScore
Poses RI(VAS)D Fitness Poses RI(VAS)D Fitness
1 1,44 22,58 1 1,54 62,58
2 1,68 22,70 2 1,55 66,19
3 1,02 22,71 3 2,96 62,06
4 0,91 22,12 4 1,62 65,49
5 1,44 22,75 5 1,19 63,61
6 0,76 23,11 6 1,16 63,62
7 0,94 22,69 7 0,90 59,10
8 0,82 21,84 8 1,08 64,39
9 1,51 26,97 9 1,00 64,66
10 1,00 22,54 10 1,05 60,83
ChemPLP ASP
Poses RI(VE)'D Fitness Poses RI(VE;'D Fitness
1 0,57 66,24 1 0,66 36,92
2 0,68 65,98 2 0,51 36,32
3 0,89 62,16 3 0,78 36,95
4 0,93 61,74 4 0,55 37,04
5 0,85 61,45 5 2,57 35,49
6 0,56 66,02 6 0,56 37,00
7 0,54 66,50 7 0,46 36,97
8 0,68 66,04 8 0,52 35,64
9 0,51 65,74 9 0,45 35,70

10 0,33 60,67
Fonte: A autora (2023).

-
o

0,62 35,53
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Tabela 3- Valores de RMSD e Fitness Score para as 10 corridas, na presenga
das moléculas de agua HOH2012 e HOH2052 flexiveis.

ChemScore GoldScore
Poses RI(VAS)D Fitness Poses RI(VAS)D Fitness
1 0,67 33,54 1 0,98 76,33
2 0,85 33,80 2 1,52 74,72
3 0,77 35,49 3 0,90 76,03
4 0,94 33,94 4 0,71 74,28
5 0,80 34,98 5 0,93 71,79
6 0,71 34,90 6 0,85 73,72
7 0,94 34,03 7 0,92 71,31
8 0,88 34,97 8 0,92 75,10
9 1,49 37,01 9 0,92 74,03
10 0,91 34,41 10 0,90 71,99
ChemPLP ASP
Poses RI(VE)'D Fitness Poses RI(VE;'D Fitness
1 0,75 85,84 1 0,69 39,39
2 0,52 86,47 2 0,34 39,98
3 0,56 79,64 3 0,79 39,89
4 0,74 86,18 4 0,73 40,20
5 0,64 85,04 5 0,54 38,97
6 0,66 85,53 6 0,75 39,38
7 0,44 81,20 7 0,53 39,49
8 0,51 86,09 8 0,68 39,68
9 0,43 79,65 9 0,75 39,61

10 0,49 84,88
Fonte: A autora (2023).

-
o

0,73 39,70
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Tabela 4- Valores de RMSD e Fitness Score para as 10 corridas, na presenga
das moléculas de agua HOH2012 e HOH2052 fixas.

ChemScore GoldScore
Poses RI(VAS)D Fitness Poses RI(VAS)D Fitness
1 0,91 21,64 1 1,21 62,42
2 1,44 23,24 2 1,19 63,76
3 1,52 27,05 3 1,09 64,12
4 0,75 22,85 4 1,44 62,78
5 0,71 22,58 5 1,01 64,45
6 0,69 22,35 6 1,56 62,50
7 295 25,95 7 1,48 61,98
8 1,37 22,32 8 1,05 63,82
9 0,69 2342 9 1,55 62,28
10 1,07 22,11 10 1,59 65,55
ChemPLP ASP
Poses RI(VE)’D Fitness Poses RI(VE;'D Fitness
1 0,68 65,99 1 0,99 36,04
2 0,53 65,69 2 0,45 35,98
3 0,92 61,62 3 0,48 35,61
4 0,62 59,85 4 0,76 36,88
5 0,92 61,15 5 0,54 3643
6 0,67 65,70 6 2,71 35,59
7 0,54 66,18 7 0,71 36,91
8 0,67 65,98 8 0,77 36,32
9 0,67 65,02 9 0,70 36,70

10 0,69 66,24
Fonte: A autora (2023).

-
o

0,65 36,15

Os valores de RMSD podem ser usados como medida de discrepancia do
encaixe do ligante de referéncia e das poses geradas pelo programa. Os baixos
valores de RMSD obtidos apés a redocagem na auséncia de moléculas de agua
(Tabela 2) indicam que o protocolo de docagem poderia ser validado. Entretanto,
a validacao também foi possivel em protocolos que levaram em consideragao a
presenca de HOH2012 e HOH2052 (Tabelas 3 e 4), o que representaria um
modelo mais adequado para a simulagdo computacional devido a sua
proximidade com as condi¢des biolégicas (LADBURY, 1996). Comparando-se
os resultados que consideraram ou nao a flexibilidade de HOH2012 e HOH2052,

pode-se observar uma tendéncia de diminui¢cao dos valores de RMSD e em suas
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variagdes entre as poses para a redocagem com flexibilidade das moléculas de
agua em questao, o que corresponderia a um cenario mais factivel encontrado
no meio biolégico, uma vez que o processo de dessolvatagdo dos sitios de
ligacdo € fundamental para o reconhecimento molecular (LADBURY, 1996;
MAHMOUD et al., 2020).

Portanto, a docagem molecular com as aguas flexiveis foi validada nas
quatro funcdes de pontuagado, assim foram calculadas as médias e desvios

padrao para as quatro fungdes (Tabela 5).

Tabela 5- Valores de média e desvio padrao para as quatro fungdes, calculados
a partir dos dados das 10 corridas da Tabela 3.

ChemScore GoldScore CHEMPLP ASP

Média 0,90 0,96 0,58 0,65

Desvio Padrao 0,23 0,21 0,12 0,14
Fonte: A autora (2023).

As fungbes CHEMPLP e ASP apresentaram os menores valores de média
e de desvio padrao, entretanto, analisando os dados de RMSD de cada funcgao
separadamente (Tabela 5) e correlacionando os valores de RMSD com os
valores de fitness (medida relacionada ao ajuste do ligante no alvo), a fungao
ASP foi a escolhida para a docagem dos compostos da quimioteca. Visto que a
pose 2 de menor RMSD (0,34, Tabela 3) apresentou o segundo maior fitness
(39,98), valor muito préximo do obtido para a pose 4 de maior fitness (40,20),
que por sua vez, apresentou o quinto menor valor de RMSD (0,73, Tabela 3). Na
Figura 9, pode-se observar a sobreposi¢cdo dessas trés poses, a partir da qual
pode-se inferir que a funcdo ASP deve ser capaz de pesquisar e classificar as
poses mais adequadas para os compostos de interesse durante a triagem virtual.
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Figura 9- Sobreposicédo de poses do ligante original (CCV), ligante da pose 2
de menor RMSD (0,33) e ligante da pose 4 de maior fitness (40,20) na fungéo

de pontuacdo ASP.

Fonte: A autora (2023). Legenda: O ligante 6-(dihidroxi-isobutil)-timina apresenta-se em
vermelho, e a pose de menor RMSD em azul e de maior fitness em verde (Fungéo de

pontuacdo: ASP).

As interagdes do ligante resultantes do processo de redocagem sao
mostradas na Figura 10 em 2D e no Apéndice B, destacando as ligagbes de
hidrogénio com os aminoacidos GIn125, Arg163, Glu83 e com uma molécula de
agua. Segundo Champness et al. (1998), as interagdes importantes para o
processo de reconhecimento molecular sdo as ligagdes de hidrogénio com os
aminoacidos Arg176, Tyr101 e GIn125, e os contatos de Van der Waals com
Met128 e Tyr172 (CHAMPNESS et al., 1998). Além da cadeia lateral de Lys62,
que foi relatada como essencial para a transferéncia de um grupo fosforila
durante a catalise (WURTH et al., 2001).
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Figura 10- Representagao bidimensional das interagdes realizadas pelo ligante

apos a redocagem com o sitio catalitico da enzima TK.
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Fonte: A autora (2023). Legenda:
Ligagado de hidrogénio - Empilhamento Pi-Pi

Tipo das interagoes: Ligacao de hidrogénio no- Alquila/Pi-Alquila

convencional

- Desfavoravel - Pi-Sigma

Van der Waals

Apos a validacdo do protocolo de docagem molecular por redocagem,
este foi aplicado a 72 compostos pertencentes a quimioteca do LaSMMed
(Apéndice A). Os estereoisoméros foram considerados, a classe das
tiazolidinonas apresenta um centro quiral, assim, totalizando 78 estruturas, as
quais pertencem as classes quimicas: ésteres de carvacrol, cumariltioureias,
cumarilamidas, inddis, oxazolidinonas, tiazolidinonas, cromonas, ésteres do
acido vanilico e derivados a,B-insaturados de apocinina (Figura 8).

No Apéndice C estao dispostos os valores de FS da melhor pose obtida
para cada composto, bem como aquela obtida para o ligante original CCV apds
a redocagem e a classificagao pelo valor de FS dos compostos.

Em comparagdo com o valor de FS obtido para o ligante original (CCV)
que foi de 40,20, obtiveram-se 12 resultados superiores (45,27 a 40,77) e 66
inferiores (39,64 a -11,81). De um modo geral, os compostos que tiveram melhor
desempenho pertencem a diferentes classes quimicas, como a cumarilamida
(LaSMMed 51), os inddis (LaSMMed 32 e LaSMMed 72), as oxazolidinonas
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(LaSMMed 38(S) e LaSMMed 39(S)), as tiazolidinonas (LaSMMed 44(R),
LaSMMed 45(R) e LaSMMed 47(R)), e ésteres do acido vanilico (LaSMMed 61-
64). Por outro lado, os compostos que tiveram pior desempenho, em geral
pertencem a classe das cumarilamidas (LaSMMed 14-23), visto que os
substituintes dessas s&o aromaticos e da LaSMMed 51 ¢ alifatico. Assim sendo,
os 12 compostos que apresentaram valores de FS acima do ligante original
(CCV) foram selecionados para a avaliagdo das interagbes com a TK,
destacando-se aquelas com residuos importantes para o processo catalitico e
as ligacoes de hidrogénio com residuos que compdem o sitio catalitico (Figuras

11-15), enquanto as demais interagdes estao listadas no Apéndice B.
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Figura 11- Representagao das interagdes dos ésteres do acido vanilico
(LaSMMed 61-64) com os residuos de aminoacidos importantes do sitio

catalitico da TK.
/
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Fonte: A autora (2023). Legenda: O composto é representado em bastdées na cor dos
elementos, os residuos de aminoacidos em linha na cor dos elementos e a agua como linhas
azuis. As linhas tracejadas representam as interagdes realizadas e s&o coloridas conforme o

tipo. Estrutura em 2D do composto e classificagao por FS.
Tipo das - Ligagéo de hidrogénio - Desfavoravel

interagoes: Ligagao de hidrogénio ndo-convencional Alquila/Pi-Alquila
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Dentre os doze compostos melhores classificados, quatro deles sao
ésteres do acido vanilico (LaSMMed 61-64), ou seja, todos os ésteres do acido
vanilico ficaram entre os que apresentaram melhores FS.

Analisando-se as suas interagbes (Figura 11 e Apéndice B), pode-se
observar que LaSMMed 62 e 63 apresentaram ligacées de hidrogénio com um
residuo importante, sendo com Arg176 e com GIn125, respectivamente.
Entretanto, também apresentaram intera¢cdes desfavoraveis, sendo LaSMMed
62 com GIn125 e LaSMMed 63 com Arg176. Ademais, realizaram mais duas
ligacbes de hidrogénio com Arg163 e com a HOH1. Tais interacbes também
foram observadas para o LaSMMed 61, que também apresentou uma ligacao de
hidrogénio com His58 e uma interagéo de Van der Waals com o residuo Met128.
Dentre esses derivados, o LaSMMed 64 foi o unico que nado exibiu nenhuma
interacao forte com os residuos importantes, realizando apenas uma ligagao de
hidrogénio com Arg163, além de ter apresentado interacdes desfavoraveis com
dois residuos importantes (GIn125 e Tyr101). Assim pode-se perceber que os
ésteres do acido vanilico que apresentam substituintes mais volumosos
(LaSMMed 62 e 63) se acomodam melhor no sitio da TK.

Dentre a classe das tiazolidinonas, tem-se 3 representantes (LaSMMed
44, 45 e 47) dentre as doze selecionadas. E vélido ressaltar que nenhum
enantibmero S das tiazolidinonas apresentou FS maior que o ligante original
CCV, indicando uma certa preferéncia no reconhecimento pela configuragdo R
(Figura 12).
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Figura 12- Representagao das interagdes dos ligantes da classe das
tiazolidinonas [LaSMMed 44 (Re S), 45 (R e S) e 47(R e S)] com os residuos

de aminoacidos importantes do sitio catalitico da TK.
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elementos, os residuos de aminoacidos em linha na cor dos elementos e as aguas como
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bastbes azuis. As linhas tracejadas representam as interagdes realizadas e sao coloridas
conforme o tipo. Estrutura em 2D do composto e classificagédo por FS.
Ligagado de hidrogénio - Empilhamento Pi-Pi

Tipo das ) . . .
interagdes: -Desfavoravel Alquila/Pi-Alquila

Ligagéo de hidrogénio nao-convencional

Mais especificamente, com relagéo as interagdes, observa-se na Figura
12 que o LaSMMed 45(R) apresentou trés ligagdes de hidrogénio com a Arg163,
mas nenhuma com residuos importantes da enzima. O LaSMMed 44(R) realizou
uma ligacédo de hidrogénio com a Tyr172, que com o substrato da enzima era
interacdo de Van der Waals, duas ligagdes de hidrogénio com o residuo Arg163,
mas apresentou cinco interacdes desfavoraveis com um residuo importante,
GIn125. Por sua vez, o LaSMMed 47(R) exibiu 2 ligagbes de hidrogénio com o
residuo Arg176, além de 3 ligagcdes de hidrogénio com a Arg163. Comparando
os enantidmeros entre si, 0 LaSMMed 44(S) perdeu a interagdo com o residuo
importante Tyr172, além de apresentar mais interagbes desfavoraveis, no total
seis, quatro com a HOH1 e duas com a lle97. O LaSMMed 45(S) ganhou
interagbes com residuos importantes Tyr101 e Tyr172, mas apresentou dez
interagdes desfavoraveis, trés com a 1le97, quatro com a HOH1 e trés com a
HOH2, enquanto o seu enantibmero apresentou apenas uma. E o LaSMMed
47(S) ganhou interacbes com residuos importantes Tyr101 e Arg176, mas
também apresentou um numero elevado de interacdes desfavoraveis, sendo
treze, quatro com a lle97, trés com a HOH1 e seis com a HOH2, enquanto o seu
enantibmero ndo apresentou nenhuma. O numero elevado de interagdes
desfavoraveis dos enantidmeros S, justifica o baixo valor de FS.

A classe das oxazolidinonas conta com dois representantes LaSMMed
38(S) e 39(S) dentre os selecionados, sendo este ultimo o primeiro colocado da
triagem virtual. A Figura 13 mostra que LaSMMed 38(S) n&o apresentou
nenhuma interacdo com residuos importantes, realizando apenas duas ligacoes
de hidrogénio com a Arg163, além de interagcdes desfavoraveis com a agua
HOH1. Enquanto o LaSMMed 39(S) apresentou duas ligagdes de hidrogénio,
com a Arg163 e His58, porém esses ndo sdo considerados residuos-chave,

apesar de seu elevado valor de FS.
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Figura 13- Representagao das interagcbes das oxazolidinonas LaSMMed 38(S)

e 39(S) com os residuos de aminoacidos importantes do sitio catalitico da TK.
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Fonte: A autora (2023). Legenda: O composto é representado em bastdes na cor dos
elementos, os residuos de aminoacidos em linha na cor dos elementos e as aguas como
bastdes azuis. As linhas tracejadas representam as interagdes realizadas e sao coloridas

conforme o tipo. Estrutura em 2D do composto e classificagdo por FS.
Ligagéo de hidrogénio - Empilhamento Pi-Piem T
Tipo das interagoes: -Desfavorével - Pi-Sigma

A classe dos indois apresenta dois representantes (LaSMMed 32 e 72)

dentre os selecionados, as suas interagdes estdo mostradas na Figura 14.

Figura 14- Representacao das interacdes dos indois LaSMMed 32 e 72 com

os residuos de aminoacidos importantes do sitio catalitico da TK.
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Fonte: A autora (2023). Legenda: O composto é representado em bastdes na cor dos
elementos, os residuos de aminoacidos em linha na cor dos elementos. As linhas tracejadas
representam as interagdes realizadas e s&o coloridas conforme o tipo. Estrutura em 2D do
composto e classificagado por FS.

Tipo das interagdes: Ligacao de hidrogénio Alquila/Pi-Alquila
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O indol LaSMMed 32 ndo demonstrou interagdes importantes e também
nao apresentou nenhuma ligagcao de hidrogénio. Ja o LaSMMed 72 tampouco
apresentou interacbes com os residuos importantes, mas realizando apenas
uma ligacao de hidrogénio com a Arg222.

A Ultima estrutura selecionada pertence a classe das cumarilamidas

(LaSMMed 51). As suas interagdes estdo mostradas na Figura 15.

Figura 15- Representacao das interacées do LaSMMed 51 (cumarilamida) com

os residuos de aminoacidos importantes do sitio catalitico da TK.
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Fonte: A autora (2023). Legenda: O composto é representado em bastées na cor dos
elementos, os residuos de aminoacidos em linha na cor dos elementos. As linhas tracejadas
representam as interagdes realizadas e s&o coloridas conforme o tipo. Estrutura em 2D do
composto e classificagéo por FS.

Tipo das interagdes: Ligacao de hidrogénio

De acordo com a Figura 15, percebe-se que a cumarilamida LaSMMed
51 ndo apresentou nenhuma interacdo com residuos importantes, apenas
ligagcdes de hidrogénio com a Arg163.

Assim, os compostos LaSMMed 62, 63, 44(R), 47(R), 38(S) e 39(S)
apresentaram interagées mais relevantes com a enzima e foram selecionados

para a proxima etapa que consiste na avaliagao in vitro da atividade antiviral.
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3.1.2 DNA Polimerase

Para a triagem virtual, escolheu-se um complexo especifico (PDB ID =
7LUF, resolucdo 3,50 A) devido & auséncia de mutagdes na sequéncia primaria,
e por este ser o unico complexo ternario disponivel, constituido pela porg¢ao
proteica, por uma fita dupla de DNA (em construgao) e por um inibidor, tornando-
a um modelo mais proximo da conformacgao ativa da enzima. Apos a redocagem
nas quatro fungdes de pontuacao, cada pose obtida exibiu um valor de RMSD e

um valor FS que podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6- Valores de RMSD e Fitness Score para as 10 corridas nas quatro

fungdes de pontuagéo avaliadas (ChemScore, GoldScore, ChemPLP e ASP).

ChemScore GoldScore
Poses R'(\QS)D Fitness Poses R'(\QS)D Fitness
1 6,59 24,93 1 9,62 75,07
2 9,23 26,67 2 1,17 86,82
3 9,29 27,21 3 1,15 84,03
4 6,66 23,97 4 9,71 70,17
5 9,29 25,97 5 1,22 79,99
6 6,29 27,96 6 7,37 63,54
7 6,94 28,00 7 9,56 74,35
8 6,40 24,96 8 0,55 79,32
9 10,73 22,96 9 1,11 78,20
10 6,51 27,87 10 9,70 74,36
ChemPLP ASP
Poses R&S)D Fitness Poses RI(VIAS)D Fitness
1 9,99 66,39 1 7,00 39,59
2 6,23 79,44 2 7,39 39,06
3 6,61 72,09 3 447 40,28
4 10,43 70,37 4 7,66 38,72
5 10,41 65,37 5 7,14 40,62
6 6,58 71,84 6 7,23 39,68
7 6,41 81,25 7 4,89 37,95
8 10,76 66,22 8 4,83 38,79
9 10,39 65,91 9 7,41 10,51

10 6,78 69,97
Fonte: A autora (2023).

-
o

7,65 39,52
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Analisando-se os valores de RMSD, pdde-se observar que a docagem
molecular foi validada na fungdo de pontuagcéo GoldScore, pois apresentou 5
poses com valores de RMSD abaixo de 2,0 A. Além disso, a pose 8 de menor
RMSD (0,55 A) apresentou o quarto FS mais alto (79,32), enquanto a pose 2 que
apresentou o maior valor de FS (86,82) foi a terceira de menor RMSD (1,17 A).
Na Figura 16 é apresentada a sobreposi¢cao da pose obtida de menor RMSD
(pose 8), maior FS (pose 2) com a fungao GoldScore e a pose do ligante original
YEA4.

Figura 16- Sobreposicao entre as poses do ligante original (YE4), do de menor
RMSD (0,55 A, pose 8) e do de maior FS (1,17 A, pose 2) na fungéo

Goldscore.

Fonte: A autora (2023). Legenda: O ligante N-(4-clorobenzil)-1-metil-6-(morfolinometil)-4-oxo-
1,4-di-hidroquinolina-3-carboxamida (YE4) apresenta-se em bastbes vermelhos, e a pose de

menor RMSD em bastdes azuis e a de maior fitness em bastdes verdes.

As interagdes do ligante resultantes do processo de redocagem sao
mostradas na Figura 17 em 2D, destacando-se a ligagdo de hidrogénio do
aminoacido Tyr722 com o oxigénio da morfolina. A parte central do ligante realiza
interagdes com as bases do DNA (DC1, DG-9 e DG-10). As demais interagdes

sdo mostradas no Apéndice D.
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Figura 17- Representagao bidimensional das interagdes realizadas pelo ligante
apos a redocagem com o sitio ativo da enzima DNA polimerase.
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interagées: Van der Waals - Pi-Sigma

-Interagéo de halogénio

No apéndice E estdo dispostos os valores de FS da melhor pose obtida
dentre as 10 corridas executadas para cada composto. Em comparagdo com o
valor de FS obtido para o ligante original (85,15), nenhum composto da
quimioteca do LaSMMed apresentou valor igual ou superior a ele. Assim, foram
selecionados os 12 compostos com maiores valores de FS (71,12 a 64,03) para
a analise das interacbes. Pode-se perceber que os compostos que tiveram
melhor desempenho pertencem a classe das tiazolidinonas, com seis
representantes [LaSMMed 49(R), 49(S), 48(R), 46(R), 45(R) e 46(S)], seguido
de 3 representantes das cumarilamidas (LaSMMed 17, 21 e 23), duas cromonas
(LaSMMed 54 e 71) e um analogo a,B-insaturado de apocinina (LaSMMed 69).
Além disso, nota-se que os compostos que tiveram pior desempenho, em geral,
pertencem a classe das oxazolidinonas (LaSMMed 38-42 e 55-60), que com
excecao de LaSMMed 41 e 43, todas os demais apresentaram um FS igual ou
abaixo de 53,59.

Assim sendo, os 12 compostos selecionados para a avaliacdo das
interacbes com a enzima, destacando-se aquelas com residuos importantes

para o processo catalitico e ligagdes de hidrogénio (Figuras 17-19), enquanto as
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demais interagdes estao listadas no Apéndice D. A comegar pela classe das
tiazolidinonas, que conta com seis compostos, dentre os quais quatro

apresentam configuracado R e duas com configuragéo S (Figura 18).

Figura 18- Representagao das interacdes das tiazolidinonas LaSMMed 49(R),

49(S), 48(R), 46(R), 45(R) e 46(S) com os residuos de aminoacidos
importantes do sitio catalitico da DNA polimerase.
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Fonte: A autora (2023). Legenda: O composto é representado em bastdées na cor dos
elementos, os residuos de aminoacidos em linha na cor dos elementos. As linhas tracejadas as

interagdes dos residuos com a DNA polimerase. Estrutura em 2D do composto e classificagdo

por FS.
Ligacdo de hidrogénio - Desfavoravel
Ligagao de hidrogénio nao- Alquila/Pi-Alquila
Tipo das convencional
interagoes: Van der Waals - Pi-Sigma
Interagéo Pi-hidrogénio Pi-enxofre/ enxofre X
- Empilhamento Pi-Pi/em T Pi-Lone Pair

Pela Figura 18, pode-se observar que todos os compostos apresentaram
interacao com a Val823, este residuo é considerado importante pois atua como
um determinante da seletividade do ligante. Todas essas tiazolidinonas também
apresentaram interacdo com a Tyr722, esta interagado é importante pois ajuda a
bloquear a associagcdao do dNTP a polimerase. Todos os compostos também
apresentaram interacdes de empilhamento com o residuo do DNA DG-9, para o
composto LaSMMed 46(S) foi a unica interagdo. Entretanto, os demais
(LaSMMed 45(R), 46(R), 48(R), 49(R) e 49(S)) interagiram com outros residuos
(DC1, DG-10 ou ambos). Além disso, o ligante LaSMMed 49(S) apresentou uma
interacdo desfavoravel com o DG-10 e LaSMMed 49(R) uma ligacdo de
hidrogénio com Gly819. As interagdes com as fitas de DNA sao importantes para
ocupar a fenda do sitio ativo, impedindo o pareamento das bases durante o

processo de sintese do DNA.
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Com relagao aos representantes das cumarilamidas (LaSMMed 17, 21 e
23), pode-se observar que essas seguem um mesmo padrao de interagdes, com

interagdes com o residuo de DNA DG-10 e com a Val823 (Figura 19).

Figura 19- Representagao das interagcées das cumarilamidas (LaSMMed 17,

21 e 23) com os residuos importantes do sitio catalitico da DNA polimerase.

4%
pp TN uﬁ&l ’

\ DG-10

VALB23 ) VAL823 VAL823

0. {s] (s] O 0. o
H H H
LaSMMed 17 LaSMMed 21 LaSMMed 23
(6°) (8°) (9%

Fonte: A autora (2023). Legenda: O composto é representado em bastées na cor dos
elementos, os residuos de aminoacidos em linha na cor dos elementos. As linhas tracejadas as
interagdes dos residuos com a DNA polimerase. Estrutura em 2D do composto e classificagdo

por FS.
Ligacdo de hidrogénio - Empilhamento Pi-Pi

Tipo das Ligagdo de hidrogénio ndo-convencional Alquila/Pi-Alquila

interagodes:
Pi-Lone Pair

Por fim, analisou-se as interagbes das cromonas (LaSMMed 54 e 71) e
do analogo a,B-insaturado de apocinina (LaSMMed 69), conforme ilustrado na
Figura 20. Assim, observa-se que as interacbes de LaSMMed 54 e 71 s&o com
o DG-10, interacao de Van der Waals com a Val823, e ligagao de hidrogénio com
a GIn617. Ja o LaSMMed 69 apresentou interacbes com DG-10 e DG-9, mas
com este também apresentou uma interagao desfavoravel, e interacdo de Van
der Waals com Tyr722 e Val823. Comparando as duas classes, o composto de

tamanho maior, LaSMMed 69, conseguiu interagir com duas bases do DNA.
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Figura 20- Representacao das interagées das cromonas (LaSMMed 54 € 71) e
do analogo a,B-insaturado de apocinina (LaSMMed 69) com os residuos

importantes do sitio catalitico da DNA polimerase.
!
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/ DG-10
o / GLN617 (o] y &
- {
| H J VALS823
| i ©\)Cj)j\“/ N
o
)y 5
o
o LaSMMed 71
LaSMMed 54 (100)
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X0
JIO T,
LaSMMed 69
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Fonte: A autora (2023). Legenda: O composto é representado em bastdées na cor dos
elementos, os residuos de aminoacidos em linha na cor dos elementos. As linhas tracejadas as
interacdes dos residuos com a DNA polimerase. Estrutura em 2D do composto e classificagao

por FS.
' Ligacado de hidrogénio - Desfavoravel
;Ll’zzoradgaéses: Ligacdo de hidrogénio ndo-convencional - Empilhamento Pi-Pi

Pi-Lone Pair Alquila/Pi-Alquila

De um modo geral, um ponto positivo € que todos os compostos
apresentaram interagcdes, na sua grande maioria do tipo van der Waals, com
fracdes hidrofébicas dos residuos GIn617, GIn618, Gly819, Phe820 e Val823.
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Isto é vantajoso, visto que estes fazem parte de um bolso hidrofébico que o alvo
apresenta (HAYES et al., 2021).

Com base em todas as poses analisadas para os doze compostos
selecionados, observou-se uma diferenca nas interacdes com as bases de DNA.
A titulo de exemplo para ilustrar tal comportamento, a Figura 21 mostra o sitio
de interagao do ligante original, o qual interage com trés bases de DNA (DC-1,
DG-9 e DG-10). Mas alguns compostos ndo apresentaram este padrdo de
interagéo, séo eles LaSMMed 17, 21, 23, 54, e 71, os quais sO interagiram com
uma base de DNA (DG-10). A Figura 21 traz um destes compostos, LaSMMed
54, para mostrar a disposi¢ao deste no sitio. Os compostos LaSMMed 46(R),
46(S) e 48(R) interagiram com as trés bases, um destes exemplos mostrados na
Figura 21. Os demais compostos interagiram com pelo menos duas bases,
LaSMMed 45(R) e 49(R) interagiram com DC-1 e DG-9, e LaSMMed 49(S) e 69
interagiram com DG-9 e DG-10.
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Figura 21- Sitio ativo da enzima com o ligante original, LaSMMed 54 e
LaSMMed 48(R).

Fonte: A autora (2023). Legenda: Representagéo 3D do ligante original, LaSMMed 54 e
LaSMMed 48(R), representacao em fita da enzima na cor amarela com o composto no centro

na forma de bastdo na cor dos elementos.

Pode-se observar que alguns dos compostos (LaSMMed 46(R), 46(S) e
48(R)) interagiram no mesmo sitio de interagdo que o inibidor original, assim
estes teriam uma maior chance de atuar como inibidores da enzima. Entretanto,
outros compostos interagem bem com a enzima, mas se ligam em uma porgéo
diferente da dupla fita de DNA em constru¢do, o que pode nao acarretar na
inibicdo enzimatica. Ainda assim, como estes apresentaram um FS elevado,
seguiram para a proxima etapa. Portanto, todos os compostos foram
selecionados para a proxima etapa, que consiste na avaliagdo in vitro da

atividade antiviral e citotoxicidade.
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3.2 CITOTOXICIDADE

Cabe recordar que todos os compostos triados in vitro foram previamente
selecionados pela triagem virtual. Destes, oriundos da etapa de triagem in silico
da TK sdo LaSMMed 38, 39, 44, 47, 62 e 63, enquanto que para a DNA
Polimerase sao os compostos LaSMMed 17, 21, 23, 45, 46, 48, 49, 54,69 ¢ 71.
Como nosso grupo de pesquisa nao dispde de enantibmeros puros, as
tiazolidinonas (LaSMMed 44, 45, 46, 47, 48 e 49) foram enviadas para analise
na forma de uma mistura racémica. Ja as oxazolidinonas (LaSMMed 38 e 39)
foram enviadas na configuragao S.

Todos os compostos foram submetidos ao ensaio de citotoxicidade,
entretanto os compostos LaSMMed 17, 21, 23, 39, 44, 45, 48, 49, 54, 63 e 69
apresentaram-se insoluveis no teste. Assim, as porcentagens de viabilidade
celular dos cinco compostos soluveis (LaSMMed 38, 46, 47, 62, 71) sao
demonstradas na Tabela 7, nas respectivas concentragcdes analisadas. A partir
destas porcentagens, utilizando regressédo linear pela equagdo da reta,

encontrou-se a concentragao citotdxica 50% (CCso).

Tabela 7- Viabilidade celular (%) de células VERO (ATCC, CCL-81) com os
cinco compostos nas concentracdes de 300 a 18 pg/mL, e a concentragao

citotoxica a 50% (CCso em pg/mL).

f ﬁ@* sid oise aanne dﬁ*@

N‘S
H LaSMMed 62

LaSMMed 71
LaSMMed 38 LasMMed 46 LaSMMed 47

Viabilidade celular (%)
Compostos 38 46 47 62 71

Concentragoes
300 pg/mL 71,1 30,1 100 34,4 100
150 pg/mL 63,6 59,0 100 60,7 100

75 pg/mL 84,8 | 594 100 | 626 100
37 pg/mL 87,7 | 535 100 | 80,6 100
18 ug/mL 774 | 745 100 | 904 100

CCso (ug/mL) >300 152,3 >300 177,0 >300
Fonte: A autora (2023). Legenda: Estruturas quimica dos cinco compostos.
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Os compostos LaSMMed 46 e 62 apresentaram toxicidade acima de 50%
apenas para a maior concentragao testada (300 ug/mL), obtendo-se os valores
de CCso de 152,3 yg/mL e 177,0 pyg/mL, respectivamente (Tabela 7). Os
compostos LaSMMed 38, 47 e 71 nao apresentaram citotoxicidade relevante em
células Vero até a maior concentracdo analisada (300 pg/mL), sendo
considerado CCso >300 pyg/mL. Segundo Indrayanto et al., (2021) os valores de
CCso para LaSMMed 46 e 62 entre 100-500 pug/mL os classificam com uma

citotoxicidade moderada.
3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL IN VITRO

Considerando as concentragdes citotoxicas, a triagem anti-herpética com
o virus HSV-1, cepa KOS (sensivel ao aciclovir), foi realizada nas concentragdes
de 300 a 7,5 pg/mL para os compostos LaSMMed 38, 47 e 71; e a partir de 150
pg/mL para os compostos LaSMMed 46 e 62. Com base nos dados do apéndice

F, as porcentagens de inibi¢cao viral sdo demonstradas no Grafico 1.

Grafico 1- Porcentagens de inibicdo dos compostos (LaSMMed 38, 46, 47, 62
e 71, nas concentracdes de 300 a 7,5 pg/mL) testados durante a infecgao por
HSV-1 (cepa KOS) em células VERO.

B 300 yg/mL 150 ug/mL B 75 pa/mL 37 pg/mL B 18 ug/mL B 7.5 ug/mL
100%
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905
B0%
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aps | 18% 18%
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0% 4 .

LasMMead38 La5SMMedds LaSMMedd7? LashMeds2 LaShMed71

o p /%» gd P

Fonte: A autora (2023).

Porcentagem de inibigdo
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O composto que apresentou melhor efeito inibitério foi o LaSMMed 71,
com inibicdo de 100% na maior concentragdo testada (300 pg/mL). Este
composto também apresentou inibicdo dose-dependente com pequena variagao
entre 150 e 75 ug/mL. O composto LaSMMed 47 apresentou efeito inibitorio,
porém foi mais discretamente dependente de concentragdo, demonstrando em
torno de 50% de inibigdo entre as concentragcées de 150 a 18 yg/mL. A maior
concentragéo avaliada (300 pug/mL) néo inibiu 100% da infec¢do, porém exerceu
sua maior inibicéo (61,6%). Nos testes de citotoxicidade, o composto LaSMMed
62 apresentou menor toxicidade abaixo da concentragao de 75 pg/mL. Isso pode
explicar a maior porcentagem de inibigao viral nas menores concentragbes, com
cerca de 60% para 37 e 18 pg/mL. Por outro lado, os compostos LaSMMed 38
e 46 nao exerceram atividade anti-herpética com inibi¢ao acima de 50%.

Com as porcentagens de viabilidade celular (Tabela 7) e as porcentagens
de inibicdo (Grafico 1), encontraram-se as concentracdes citotéxicas a 50%
(CCs0) e as concentragbes inibitérias a 50% (ICs0), respectivamente, pela
equacao da reta. Estes dados foram utilizados para o calculo do indice de
seletividade (I1S), mostrados na Tabela 8. O IS é calculado com o intuito de saber
0 quanto um composto inibe o virus, mas sem causar danos a viabilidade celular.
Este valor é utilizado para estipular a seguranga de farmacos, uma previsao de
sua margem terapéutica. Quanto maior o valor de IS (>1), maior é a diferenga
entre a dose de antiviral que reduz em 50% a replicagao viral (ICs0) e a dose

citotéxica (CCso), portanto, maior seguranga apresenta o composto testado.

Tabela 8- Concentracgdes citotoxicas (CCso) e inibitorias (ICs0) de 50% (ug/mL)
apos tratamento com os compostos listados, na infecgao por HSV-1 (cepa
KOS) em células Vero.

Substincias 38 46 47 62 71
CCso >300 152,3 >300 177 >300
ICs0 >300 | >152,3 17,9 17,5 15,2

IS - <1 >16,7 10,1 >19,1

Fonte: A autora (2023).

Para os trés compostos que demonstraram porcentagens de inibicao
acima de 50% foi possivel determinar a ICso e consequentemente o IS. Os
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valores de ICs0 e IS foram respectivamente de 17,9 yg/mL e >16,7 para o
composto LaSMMed 47; 17,5 uyg/mL e 10,1 para o composto LaSMMed 62 e
15,2 yg/mL e >19,1 para o composto LaSMMed 71 (Tabela 8). Quanto menor
for o valor de I1Cs0, mais eficiente € o inibidor e quanto maior o valor de IS maior
sua segurancga. Logo, os trés compostos apresentaram valores de ICso entre 10-
50 ug/mL, considerado uma atividade inibitéria moderada (INDRAYANTO et al.,
2021). E também apresentaram IS 210; o que pode ser considerado bom, visto
que geralmente a eficacia biolégica ndo se deve a citotoxicidade quando IS =10
(VONTHRON-SENECHEAU et al., 2003; CAAMAL-FUENTES et al., 2011;
AWOUAFACK et al., 2013; INDRAYANTO et al., 2021).

Dessa forma, sugere-se que dentre os compostos testados, o LaSMMed
71 é o mais promissor na obtengdo da atividade anti-herpética, seguida pelo
LaSMMed 47, e por terceiro o LaSMMed 62, visto que este apresentou
citotoxicidade relevante, oscilagdes nas porcentagens de inibicdo e um valor de
IS menor que LaSMMed 47.

Com base nos resultados, foram selecionadas para a etapa de desenho
de novos analogos os compostos LaSMMed 71, oriundo da etapa de triagem in
silico da DNA polimerase, e LaSMMed 47, triado para a TK, sendo assim, temos

um potencial inibidor de cada proteina.
3.4 PROPOSTAS DE COMPOSTOS ANALOGOS
3.4.1 Potenciais inibidores da Timidina Quinase (TK)

Os compostos analogos foram propostos com base nos dados dos
ensaios bioldgicos e na analise computacional, com o objetivo de melhorar as
porcentagens de inibigdo. Dentre os compostos testados para a TK, a
tiazolidinona LaSMMed 47 apresentou o melhor desempenho nas analises in
vitro, seguida do éster do acido vanilico LaSMMed 62. Assim, as classes
tiazolidinonas e ésteres do acido vanilico foram hibridizadas para o desenho de
novos compostos (Figura 22). Pode-se perceber a troca da porgao
toluenossulfonila pelo anel do acido vanilico, que se espera gerar mais
interacdes com o alvo. Os compostos propostos foram planejados com intuito de

se avaliar a influéncia das caracteristicas estereo-eletrbnicas dos substituintes
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no padrao de interacdo com o alvo molecular e, consequentemente, em suas
atividades bioldgicas. A Figura 22 exibe os 11 compostos propostos (TK01 a
TK11). Ademais, tem-se disponibilidade imediata de todos os reagentes para
uma futura sintese. Como os compostos apresentam um centro quiral, foram
analisados os dois enantibmeros, R e S, assim resultando em um total de 22

novos compostos.

Figura 22- Planejamento estrutural a partir da hibridag&o molecular da
tiazolidinona e éster do acido vanilico.
HO TKO01: R = 4-Br
HO o TKO02: R = 4-CI
R H - P =
o @WN‘ )g TK03: R = 4-F

| o} Hibridacdo Molecular ? N TKO04: R = 4-COOH

0 s TKO5: R = 4-OH
— TKO06: R = 4-NO,
¥l TKO7: R = 4-N(CH,),
o f I@ | TH09: R - 4.0CH
A SN . : = 4- 3
S\b N TKo1-11 TK10: R = 2,4-OH
S TK11: R = 2,3,4-OH
N\ /
R1

Fonte: A autora (2023). Legenda: Em azul a estrutura do éster do acido vanilico, em vermelho

a estrutura base da tiazolidinona e em verde os substituintes.

Seguindo a metodologia descrita na secdo 4.1 para os ensaios de
triagem in silico da TK, foram preparados a proteina e os 22 compostos. Na
Tabela 9 estao dispostos os valores de FS da melhor pose obtida dentre as 10

corridas executadas para cada composto.
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Tabela 9- Resultados da triagem virtual, da melhor pose para cada composto.

TK10 (R) 38,42  TKO1 (R) 29,84
TK11(R) 38,05  TKO1(S) 29,34
TK11(S) 37,43  TKO09 (S) 29,28
TKO3 (R) 36,08  TKO2(S) 28,97
TK10(S) 35,76  TKOS (S) 28,49
TKO5 (R) 35,13  TKO04(S) 28,40
TKO3(S) 34,96  TKO7 (R) 24,72
TKO9 (R) 31,77  TKO6 (S) 21,74
TKO5(S) 31,41  TKO7(S) 20,82
TKO2 (R) 31,19  TKO04 (R) 17,13
TKO8 (R) 29,88  TKO6 (R) 4,66

Fonte: A autora (2023).

O valor de FS utilizado como critério para a selecdo dos melhores
compostos na docagem molecular da quimioteca do LaSMMed foi o valor 40,20,
que é o valor do ligante original 6-(dihidroxi-isobutil)-timina. Assim, os compostos
selecionados no inicio deste trabalho mostraram um FS acima deste, que
variaram de 45,27 a 40,24 (Apéndice C). Contudo, pode-se observar na Tabela
9 que o composto TK10 (R) apresentou o maior valor de FS (38,42), este néo
sendo um resultado satisfatorio, visto que ndo conseguiu ultrapassar o FS do
ligante original e demostrou valores menores que o préprio composto de
referéncia LaSMMed 47(R), que foi de 41,25.

Para entender os valores de FS dos compostos propostos, a Figura 23
mostra as representacdes bidimensionais dos cinco compostos com 0s maiores

valores de FS com todas as suas interagdes no sitio catalitico da enzima.
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Figura 23- Representagao bidimensional das interagdes dos cinco melhores

compostos [TK10(R), TK10(S), TK11(R), TK11(S) e TK03(R)] com os

aminoacidos do sitio catalitico da enzima TK.
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Observando as imagens 2D com as interagdes dos compostos, destaca-
se 0 numero de interagbes desfavoraveis que os compostos propostos
realizaram, este sendo o provavel motivo dos baixos valores de FS. Pode-se
perceber que a troca da porg¢ao toluenossulfonila pela por¢ao do acido vanilico
foi o motivo para esta piora nos valores de FS. Os compostos TK10(S), TK11(S)
e TKO3(R) tém a porgao do acido vanilico realizando interagbes desfavoraveis.
Além disso, para os outos compostos TK10(R), TK11(R) a necessidade de
acomodar a porgao do acido vanilico forgou o outro lado do composto a realizar
interacdes desfavoraveis. Logo, estes compostos ndo foram selecionados para

a proxima etapa, a etapa de sintese, neste primeiro momento.
3.4.2 Potenciais inibidores da DNA Polimerase

Os compostos analogos foram propostos com base nos dados dos
ensaios biolégicos, e na triagem virtual, nos quais o LaSMMed 71 foi o melhor
composto testado. Assim, o composto LaSMMed 71, uma cromona com 0
substituinte fenila na posigéo R', foi selecionado como referéncia para o desenho
de novos compostos. A Figura 24 mostra as estruturas quimicas da classe das

amidas com nucleo cromona e da substancia LaSMMed 71.

Figura 24- Estrutura quimica da classe das amidas com nucleo cromona e do
composto LaSMMed 71.
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Fonte: A autora (2023).

Os compostos propostos foram planejados com intuito de se avaliar a
influéncia das caracteristicas estereo-eletrénicas dos substituintes no padrao de
interacdo com o alvo molecular e, consequentemente, em suas atividades
bioldgicas. Portanto, foram propostas trés séries de analogos que apresentam:

substituigdo com grupos doadores ou retiradores de elétrons no anel benzénico
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da porgcdo carboxamida (série |), substituintes alifaticos com diferentes
comprimentos de cadeia (série Il) e substituintes heterociclicos nitrogenados
(Série Ill), mostrados na Figura 25. Ademais, tem-se disponibilidade imediata de

todos os reagentes para uma futura sintese.

Figura 25- Planejamento estrutural a partir da cromona LaSMMed 71.
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DNAZ26: R = Morfolina
DNAZ27: R = Pirrolidina
DNA28: R = 1-Benzoil Piperazina

Fonte: A autora (2023). Legenda: Em vermelho mantido o nucleo cromona, em azul o

espacgador amida e em verde os substituintes.

Seguindo a metodologia descrita na seg¢ao 4.1 para os ensaios de triagem
in silico da DNA polimerase, foram preparados a proteina e os 28 compostos
(DNAO01 a DNA28). Na Tabela 10 estédo dispostos os valores de FS da melhor
pose obtida dentre as 10 corridas executadas para cada composto.

Tabela 10- Resultados da triagem virtual, da melhor pose para cada composto

analogo do LaSMMed 71, e em vermelho o valor de corte.

DNAO1 68,98 DNA20 59,92
DNAO4 65,30 DNAO7 59,17
DNA14 65,24 DNA18 58,97
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64,03 DNA12 58,18
DNA10 63,94 DNAO5 57,92
DNA11 63,93 DNAO03 57,82
DNAO02 63,79 DNA13 57,29
DNA23 63,03 DNA26 53,32
DNAO06 61,94 DNA22 51,38
DNA28 61,78 DNA17 51,34
DNA21 61,15 DNA25 49,41
DNAO08 61,03 DNA24 49,40
DNA19 60,36 DNA16 48,92
DNAO9 60,16 DNA27 47,25

DNA15 60,02
Fonte: A autora (2023).

Os valores de FS utilizados como critério para a seleg¢ao inicial dos
melhores compostos na docagem molecular da quimioteca do LaSMMed,
previamente descrita, foram dos 12 compostos que apresentaram os maiores
valores de FS (71,12 — 64,03). Logo, pode-se observar na Tabela 10 que apenas
os primeiros 3 compostos superaram o valor de corte utilizado (64,03). Mas
pode-se verificar pela tabela que as modificagbes do tipo | (DNA01 a DNA15)
apresentaram na sua maioria os melhores valores de FS, assim todos os 15
compostos analogos oriundos desta estratégia foram selecionados para a
analise das interagdes com a proteina.

Como as propostas de analogos foram realizadas a fim de melhorar as
interagcbes do LaSMMed 71, este foi utilizado como base para escolher os
melhores compostos dentre os 15. Os 5 compostos que apresentaram a mesma
base de interacées que o composto LaSMMed 71, e que a adi¢gao do grupo ou
atomo proposto fez com que estes apresentassem novas interagdes com a
proteina, estdo representados na Figura 26. Os demais compostos ndo séo
mostrados, devido a adi¢ao do grupo ou atomo forgar um posicionamento distinto
no sitio de ligacdo e nao manter o padrao de interacbes que o LaSMMed 71

apresentou.



Figura 26- Representacgao bidimensional das interac¢des realizadas pelos
compostos LaSMMed 71, DNA02, DNA09, DNA10, DNA11 e DNA15 com o

sitio catalitico da enzima DNA polimerase.
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Ligagao de hidrogénio Alquil/Pi-Alquil
Tipo das Ligagao de hidrogénio nao-convencional [l Empilhamento Pi-Pi e
interagdes: Pi-amida
Interagéo Pi-hidrogénio - Interagdo de halogénio
Van der Waals Pi-Lone Pair

- Desfavoravel

Dentre estes compostos, o grupo fenila esta substituido com o grupo
metoxila (OCHs) nas posigdes orto, meta e para, ou com o grupo nitro (NO2) na
posicdo para e o atomo de bromo (Br) na posicdo meta. Observa-se que os
compostos DNA 02, DNA 09 e DNA 10 conseguiram manter as interagdes que
o LaSMMed 71 apresentou, como por exemplo, o anel cromona com a Arg512,
o grupo carbonila da amida com a GIn617, os anéis da cromona com a Gly616
(Van der Waals ou empilhamento Pi-Amida) e interagdes com os residuos do
DNA. Entretanto, os compostos DNA 11 e DNA 15 ndo mantiveram este padrao
de interacbes, mas nao foram descartados devido a apresentarem interacoes
fortes com a enzima, como ligagdes de hidrogénio e interagbes com residuos de
DNA, sem uma distorgdo muito pronunciada. Deste modo, estes cinco

compostos foram selecionados para a proxima etapa, a etapa de sintese.
3.5 SINTESE E CARACTERIZAGAO DOS COMPOSTOS PROPOSTOS

A sintese foi realizada para os compostos DNA 02, DNA 09, DNA 10,
DNA 11 e DNA 15. As estratégias sintéticas comumente adotadas para a sintese
desses tipos de amida geralmente envolvem a preparagao do cloreto de acila,
preparado através da reacdo de um acido carboxilico com cloreto de tionila,
seguido da reagdao com um agente nucleofilico, nesse caso anilinas, que produz
as amidas correspondentes.

A sintese foi iniciada com a reag¢ao do acido 4-oxocromeno-2-carboxilico
(1) com excesso de cloreto de tionila (SOCI2), onde utilizou-se diclorometano
como solvente e N,N-dimetilformamida (DMF) como catalisador para formagéao
do cloreto do acido (2). Sequencialmente, as respectivas anilinas foram
adicionadas ao 2, utilizando-se acetona como solvente, para gerar os cinco
compostos (cromonas) DNA09 (3a), DNA10 (3b), DNA11 (3c), DNA02 (3d),
DNA15 (3e), conforme a Figura 27.
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Figura 27- Rota sintética para a obtengcéo dos compostos DNA02, DNAO09,
DNA10, DNA11 e DNA15 (3a-e).

D = Chp - Ol

@]
1 3a: R= 2-OCH; (26%)
3b: R= 3-OCHs (41%)
3c: R= 4-OCH; (15%)
3d: R= 4-Br (45%)
3e: R= 4-NO, (19%)

Reagentes e condigdes: a) SOCI2, CH2Cl2, DMF, t.a. 24h. b) Anilina correspondente, acetona e
refluxo, 2h, 15-45% (em duas etapas).

Os cloretos de acila sdo muito reativos, por este fato o uso do reagente
cloreto de tionila para prepara-los. A metodologia empregada para a obtencéo
do cloreto de acila utiliza DMF como catalisador, que por meio da reacido com
cloreto de tionila forma um intermediario, altamente reativo (Figura 28, etapa 1).
Na sequéncia, acontece o ataque nucleofilico do acido carboxilico ao atomo de
carbono extremamente eletrofilico do intermediario previamente formado. Logo
apds, o ion cloreto volta ao centro reacional, formando um intermediario
tetraédrico, que sofre um colapso com a volta do par de elétrons da hidroxila,
regenerando assim o catalisador. Na sequéncia, o ion cloreto captura um préton,
formando assim o cloreto de acila correspondente, juntamente com &acido

cloridrico (Figura 28).
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Figura 28- Mecanismo proposto para a reagao de obtengao do cloreto de acila (2).
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Na reacado do cloreto de acila com uma amina, esta se comporta como
nucleodfilo, o ataque a carbonila ocorre diretamente, seguida da saida do ion

cloreto para formar uma amida (Figura 29).

Figura 29- Mecanismo proposto para a reacao de obtencado da amida (3).
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Os analogos preparados foram obtidos com rendimentos entre 15 e 45%
(Figura 27) e as suas estruturas foram confirmadas por RMN de 'H (Figuras 30-
34). Os espectros de RMN de 'H apresentaram sinais caracteristicos da
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formacdo das amidas desejadas, tais como simpletos com deslocamento
quimico entre 8,56 e 11,20 ppm, referente ao hidrogénio ligado ao nitrogénio das
amidas (NH), bem como um simpleto com deslocamento entre 7,29 e 6,99 ppm,
relativo ao hidrogénio do anel cromona (H3). Devido as caracteristicas
eletrénicas dos substituintes do anel aromatico das amidas e a sua posigao,
observou-se a presenca de variados sinais na regiao entre 8,34 e 6,77 ppm.

Nos espectros de RMN de 'H (Figuras 30-32), para os compostos DNA09
(N-(2-metoxifenil)-2-cromona-carboxamida, 3a), DNA10 (N-(3-metoxifenil)-2-
cromona-carboxamida, 3b) e DNA11 (N-(4-metoxifenil)-2-cromona-
carboxamida, 3c¢), identificou-se a soma total de 13H, distribuidos em 11 sinais
para DNAOQ9, 9 sinais para DNA10 e 8 sinais para DNA11.

Figura 30- Espectro de RMN de 'H do composto DNA09.
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Figura 31- Espectro de RMN de 'H do composto DNA10.
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Figura 32- Espectro de RMN de 'H do composto DNA11.
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Nos espectros de RMN de 'H (Figuras 33 e 34), para os compostos

DNAO02

3d) e DNA15 (N-(4-

(N-(3-bromofenil)-2-cromona-carboxamida,

nitrofenil)-2-cromona-carboxamida, 3e), identificou-se a soma total de 10H,

distribuidos em 7 sinais para cada composto.
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Figura 33- Espectro de RMN de 'H do composto DNA02.
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Gaspar e colaboradores realizaram a caracterizagdo por RMN de 'H do
composto com o atomo de bromo (Br) na posicao meta, este com 0os mesmos
deslocamentos quimicos encontrados nesse trabalho, para o composto DNA 02
(GASPAR et al., 2011, 2013). Posteriormente, os cinco compostos foram

enviados para os testes in vitro.
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3.6 CITOTOXICIDADE E AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL /N VITRO

Os cinco compostos sintetizados DNA 02, DNA 09, DNA 10, DNA 11 e DNA
15, foram enviados para os testes in vitro, mas infelizmente na concentragao
testada de 300 pg/mL eles se mostraram insoluveis, assim impedindo que o teste
fosse realizado.

No momento, estamos trabalhando para encontrar um meio de dissolver os
compostos no meio de teste, com o objetivo de diminuir a concentragdo para que
estes se mostrem soluveis, e assim, analisar a atividade anti-herpética dos

compostos.
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4. METODOLOGIA
4.1 TRIAGEM VIRTUAL BASEADA EM DOCAGEM MOLECULAR

4.1.1 Obtencao e preparacao das estruturas tridimensionais dos alvos

moleculares

A estrutura cristalografica da timidina quinase (TK) do Virus Herpes
Simples do tipo 1 (HSV-1) foi obtida no Banco de Dados de Proteinas
(http://www.rcsb.org, PDB), disponibilizada pelo codigo 1E2P, escolheu-se a
estrutura devido & auséncia de mutagdes, seu valor de resolucéo (2,50 A) e o
organismo sem cepa. Entdo, a estrutura do alvo molecular foi preparada,
utilizando-se apenas o monémero A e removendo-se todos os artefatos de
cristalizagdo e moléculas de agua (HOH) do monémero em questdo, com
excegao das aguas consideradas importantes para o reconhecimento molecular,
conforme descrito por WURTH et al. (2001), pois sdo mediadoras de ligagdes de
hidrogénio entre o ligante e a enzima. Estas moléculas de agua (HOH2012 e
HOH2052) foram encontradas por meio de inspecao visual e da realizagdo de
medidas das distancias interatdbmicas realizadas no programa Discovery Studio
Visualizer (v.21.1.0.20298).

Obteve-se a estrutura cristalografica da DNA polimerase do Virus Herpes
Simples do tipo 1 (HSV-1) no Banco de Dados de Proteinas (http://www.rcsb.org,
PDB), disponibilizada pelo cédigo 7LUF (resolucéo de 3,50 A), escolheu-se esta
estrutura por ser a unica disponivel na forma de um complexo ternario. Assim,
preparou-se a estrutura do alvo molecular, utilizando-se apenas o monémero B,
removendo-se as moléculas de agua e demais artefatos de cristalizagéo, além

das estruturas que fazem parte do monémero A.
4.1.2 Preparagao dos ligantes

As estruturas das moléculas presentes na quimioteca do LaSMMed
(Apéndice A) foram construidas bidimensionalmente (2D) no programa
ChemDraw Pro 12.0. Em seguida, foi realizada uma busca por estereoisémeros,

tautdmeros e micro espécies em pH 8 paraa TK e pH 7,4 para a DNA polimerase,
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no programa MarvinSketch (v.21.15), mostradas no Apéndice A. Todas as
estruturas dos isbmeros, tautbmeros e micro espécies presentes em maiores
proporgdes (> 60 %) no pH em questdo, foram salvas no formato .cdx. Logo
apos, cada uma das estruturas foi convertida tridimensionalmente (3D) pelo
programa ChemBio3D Ultra (v.12.0.2) e salva no formato *.mol2. No programa
Avogadro (v.1.1.1), otimizou-se a geometria de cada estrutura usando o campo
de forga Merck Molecular Force Field 94 (MMFF94). Os arquivos das estruturas
otimizadas foram salvos no formato *.mol2 para serem utilizados na docagem

molecular.
4.1.3 Docagem molecular

As simulagcdes de docagem molecular foram realizadas no programa
GOLD (Genetic Optimization for Ligand Docking, versao 2020.3.0), licenciado no
Brasil em parceria com a Coordenadoria de Aperfeicoamento Profissional
(CAPES). As estruturas cristalograficas dos alvos moleculares foram preparadas
para o calculo na interface do software pela remogdo dos ligantes co-
cristalizados e pela adigdo dos atomos de hidrogénio polares com base na
ionizagao inferida pelo programa. A docagem molecular foi realizada no modo
rigido para a proteina e flexivel para os ligantes, utilizando-se as quatro fungdes
de pontuagdo disponiveis no programa GOLD (GoldScore, ChemScore,
CHEMPLP e ASP), sendo submetidos a 10 execug¢des interativas e as demais
configuragdes do programa definidas por padrao.

Para o complexo da TK (1E2P), as duas aguas conservadas (HOH2012 e
HOH2052) foram definidas como flexiveis, sendo assim configuradas em relagao
a sua orientagao e distancia de interagcado por meio do ajuste das op¢des: Toggle
como “On”; Spin como “Trans spin” e Distance igual 1 A.

As regides de interesse dos sitios de ligacdo foram definidas baseadas
em um raio de 15 A a partir das coordenadas dos ligantes co-cristalizados, sendo
no complexo da TK (1E2P), a estrutura da 6-[3-hidroxi-2-(hidroximetil)propil]-5-
metil-2,4(1H,3H)-pirimidinediona (X=46,593533, Y=33,842933 e Z=0,364933),
enquanto no complexo da DNA polimerase (7LUF), as coordenadas do ligante
N-(4-clorobenzil)-1-metil-6-(morfolinometil)-4-oxo-1,4-di-hidroquinolina-3-
carboxamida foram X=53,659733, Y=178,118733 e Z=-8,764300.
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Esse protocolo foi devidamente validado através de procedimento
conhecido como redocagem, realizado diretamente no programa GOLD, através
do qual selecionou-se a fungao de pontuagdo adequada com base no calculo de
desvio quadratico médio (RMSD < 2,0 A), sendo ASP para o complexo da TK e
GoldScore para o complexo da DNA polimerase. Apés a validacdo por
redocagem, os mesmos parametros foram aplicados na triagem virtual da
quimioteca do LaSMMed.

As anadlises das interagdes intermoleculares dos complexos ligante-
enzima foram realizadas por meio dos diagramas 2D e 3D gerados no programa
Discovery Studio Visualizer (v.21.1.0.20298).

4.2 ENSAIOS IN VITRO
4.2 .1 Cultura celular

Células Vero (células epiteliais de rim de macaco verde africano, ATCC
CCL81) foram cultivadas em frascos de cultivo celular de 75 cm? (1x108),
acondicionados em estufa umedecida, a 37 °C, contendo 5% de CO2 atmosférico
(Sanyo MCO-17AIC). As células foram mantidas em meio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM- Invitrogen-Gibco), com alta glicose (DMEM high glucose
- Sigma-Aldrich), suplementado com 2 mM de glutamina (Sigma-Aldrich), 10%
de Soro bovino fetal (Bio Nutrientes), 2,5 uyg/mL de anfotericina B (Novafarma),
100 ug/mL de estreptomicina (SIGMA) e 100 IU/mL de penicilina (Novafarma).
O subcultivo celular foi realizado com solugéo de tripsina/EDTA 0,25% (Inlab)
regularmente quando o tapete celular ultrapassava 95% de confluéncia (8x10°9),

aproximadamente a cada 48 horas.
4.2.2 Estoque viral

Células Vero foram semeadas em frascos de cultivo celular de 25 cm? e
incubadas nas condi¢cdes supracitadas, até alcancarem confluéncia adequada
(85-90%), com aproximadamente 24 horas de incubagao. Consecutivamente, o
meio de cultivo foi retirado com posterior lavagem da monocamada celular com

solugdo de tampéo fosfato salino de Dulbecco (D-PBS). A monocamada celular



73

foi exposta a 0,5 mL de suspensao viral de HSV-1 (cepa KOS, sensivel ao ACV),
por um periodo de 1 hora, visando maximizar a adsorc¢ao viral. Seguidamente,
4,5 mL de meio DMEM, sem soro fetal bovino (DMEM-SF), foram incorporados
aos frascos, que foram novamente incubados nas condi¢des supracitadas, por
tempo suficiente para observacado de amplo efeito citopatico (ECP), entre 48 e
72 horas, respectivamente. Uma vez observado ECP, o frasco de cultivo
inoculado com HSV-1 teve seu conteudo congelado a -20 °C. Os frascos foram
descongelados a 4 °C, coletados e centrifugados a 4 °C e 292 g (SIGMA 2-
16PK). O sobrenadante foi coletado, separado em aliquotas e estocado a -80 °C
até o momento de uso (GUPTA et al., 1996; GROSZ et al., 2014).

4.2.3 Titulagao viral

A diluicdo necessaria da suspenséo viral para observacao de 50% de ECP
foi definida através do método TCIDso (Median Tissue Culture Infectious Dose -
Dose infecciosa mediana em cultura de tecido), sendo calculada pelo método
estipulado por Reed-Muench (REED; MUENCH, 1938). Células Vero (2,5x10*
células/pogo) foram semeadas em placas de 96 pogos e incubadas por 24 horas,
nas condigdes supracitadas. Posteriormente, uma aliquota do estoque viral puro
foi diluida em meio DMEM-SF, de forma seriada, utilizando fator de diluigao na
base 10, sendo o ponto final 10-® vezes diluido, em relacdo a suspensao viral
original. As diluicdes virais (HSV-1) foram inoculadas nas monocamadas
celulares em seis replicatas, obtendo em cada po¢o um volume final de 100
pL/pogo. Um controle celular (CC), contendo apenas meio DMEM e células, foi
concomitantemente mantido durante o experimento em 6 replicatas. As placas
foram incubadas nas condicbdes supracitadas, a cada 24 horas sucedeu-se a
observagdo em microscépio 6ptico da monocamada celular para registro da

presenca de ECP, o periodo final de incubacgao foi de 72 horas.

4.2.4 Compostos

Os compostos liofilizados foram solubilizados com 10% DMSO e 90%
meio DMEM-SF, a concentragcéo foi mantida de acordo com a original e as

aliquotas foram estocadas a — 20°C.
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4.2 .5 Citotoxicidade

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada através do Teste de Redugao
do Tetrazdlio [(3,4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina, MTT]
(Life Technologies/Invitrogen), em cristais insoluveis de formazana, realizada
através da atividade mitocondrial de células metabolicamente viaveis (KUMAR
et al., 2018). Células Vero (2,5x10* células/pogo) foram semeadas em placas de
96 pocos e incubadas nas condi¢des supracitadas. As diluicbes seriadas, feitas
na base 2 dos compostos, partindo de 300 pyg/mL, em DMEM-SF, foram
realizadas e adicionadas sobre as monocamadas, em quatro replicatas, para
obter um volume final de 100 ulL/pogo. Pocos contendo apenas DMEM-SF,
também com volume final de 100 uL/poco, foram utilizados como controle celular
(CC). Posterior a 72 horas de incubagéo nas condigdes supracitadas, o conteudo
dos pocos foi removido e a monocamada foi lavada com 100 uL de D-PBS e 10
ML de solucdo de MTT (0,5 mg/mL) foram adicionados em cada pogo
(tratamentos e CC). As placas foram novamente incubadas nas condigbes
supracitadas por 2 horas e, em seguida, foi adicionado 900 pyL de solugéo
solubilizante (isopropanol acidificado com HCI 0,01 M e 0,36 % de Triton-X). Os
cristais de formazana foram solubilizados mediante agitacdo por 15 minutos e a
absorbancia avaliada por espectrofotémetro (Agilent BIOTEK) no comprimento
de onda de 570nm. Uma leitura adicional a 690 nm foi realizada para remog¢ao
de ruidos oriundos da placa. Os dados de absorbancia foram transformados em
porcentagem de viabilidade celular, através da equacao exemplificada abaixo.
Os resultados em viabilidade celular foram utilizados para estipular a equacao
da reta para cada composto e para encontrar a concentragdo necessaria para
diminuir em 50% a viabilidade celular (CCso).

(Ats70) — At690))

Viabilidade Celular (%) = @ 7 )
cc(570) — “1cc(690)

X 100

Onde:
At = Absorbancia do grupo de tratamento.
Acc = Absorbancia do grupo controle.
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4.2.6 Triagem de atividade antiviral

A triagem de atividade antiviral foi realizada pelo teste de redugao do MTT,
conforme supracitado, todavia apresentando pequenas alteragcdes. Células Vero
(2,5x10% células/pogo) foram semeadas em placas de 96 pogos e incubadas nas
condigbes supracitadas por 24 horas. As diluigdes seriadas, feitas na base 2 dos
compostos, partindo de 100 pg/mL, em DMEM-SF, foram preparadas e
adicionadas sobre a monocamada celular, também foram adicionados
simultaneamente (tempo 0h) 10% de indculo viral 102 de HSV (Vero), em quatro
replicatas, para obter um volume final de 100 uL/pogo. Pogos contendo apenas
DMEM-SF e DMEM-SF inoculado com 10% de indculo viral 102 de HSV (Vero)
foram utilizados como controles celular (CC) e viral (CV), respectivamente. O CC
e o CV foram utilizados para mensurar os parametros de 100 e 0% de inibicao
do HSV. As placas foram incubadas nas condi¢cbes supracitadas por 72 horas.
Posteriormente ao periodo de incubagéo, a revelacdo do teste de redugao do
MTT e a obtencdo do resultado em absorbancia foi realizada como citado
anteriormente. Os valores de absorbancia foram transformados em porcentagem
de inibi¢ao viral, utilizando a equagcao demonstrada abaixo (WATANABE et al.,

1994).

Ar — A
Inibicio Viral (%) = ((ACTC——ACCVV)) X 100
Onde:
At = Absorbancia do grupo tratado.
Acv = Absorbancia do grupo controle viral.
Acc = Absorbéncia do grupo controle celular.

A concentragao responsavel por inibir em 50% a infectividade viral (ICso)
para cada composto foi determinada através da equacéao da reta. Este dado foi
utilizado para o calculo do indice de seletividade (IS).

o

Onde:
CCso0 = Concentracgao citotdoxica 50%.

ICs0 = Concentragao inibidora 50%.
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4.3 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

4.3.1 Procedimento geral

O processo de monitoramento das reagdes foi realizado através da
cromatografia em camada delgada (CCD), em cromatofolhas de aluminio de
silica gel 60 F-254 com espessura de 0,25 mm com indicador para UV (254 nm),
marca Merck. Os eluentes foram preparados volume a volume (v/v) e a revelagao

das substancias em CCD foi realizada em lampada de UV (254-366 nm).

4.3.2 Caracterizagao

Os compostos 3a-e foram caracterizados por espectroscopia de RMN de
'H. Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro Bruker modelo
Avance lll, operando a 400 MHz para 'H, equipado com sondas multinucleares
de 5 mm. Estes espectros foram registrados utilizando CDCIls e DMSO-ds como
solventes e tetrametilsilano (TMS) como padrao interno. O software utilizado
para o processamento dos espectros de RMN foi o MestReNova (Versao 6.0).
Para calibragédo do espectro de RMN de 'H foram adotados os valores de 0,00
ppm para TMS, 7,26 ppm para CDCls e 2,50 ppm para o DMSO-ds. As areas dos
sinais foram obtidas por integracao eletrdénica, e suas multiplicidades foram
descritas da seguinte forma: simpleto (s), dupleto (d), tripleto (t), quarteto (q),
duplo dupleto (dd), duplo duplo-dupleto (ddd) e multipleto (m). As constantes de

acoplamento (J) foram relatadas em Hz.

4.3.3 Sintese

Em um balao de fundo redondo foram adicionados o acido cromona (1,0
eq.) com o cloreto de tionila (SOCI2, 2,0 eq.), 5 mL do solvente diclorometano
(CH2Cl2) e 30 gotas do catalisador N,N-dimetilformamida (DMF) sob agitacéo
magnética por 24 horas. Na sequéncia, o excesso de SOCI2 foi removido com o
auxilio do rotaevaporador, obtendo-se o cloreto do acido cromona. Entao, foi
adicionado a mistura reacional a anilina correspondente (1,0 eq.) e 10 mL de

acetona, acoplado no baldo um condensador de refluxo, o qual permaneceu sob
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agitacdo magnética e refluxo por 2 horas, quando se evidenciou o término da

reagao por CCD. Em seguida, a solugao foi vertida em um béquer contendo gelo

triturado e submetido a agitagdo por 30 minutos. Posteriormente, o precipitado

obtido foi filtrado a vacuo e transferido para um erlemmeyer com 10 mL de

metanol, a solugao foi aquecida até a solubilizagao total e resfriada a temperatura

ambiente. Depois, os cristais formados foram filtrados a vacuo e lavados com

eter etilico gelado (3 x 5 mL). Assim obteve-se os compostos 3a-e com

rendimentos variando entre 15 e 45%.

N-(2-metoxifenil)-2-cromona-carboxamida (DNAQ9, 3a).

N° Hidrogénio

OH (m, J em Hz, nH)

NH
6
9
8

15

17
16
18
21

9,32 (s, 1H)
8,52 (dd, J = 8,0, 1,6 Hz, 1H)
8,27 (dd, J = 8,0, 1,7 Hz, 1H)
7,81 (ddd, J=8,7, 7,1, 1,7 Hz, 1H)
7,66 — 7,59 (m, 1H)
7,51 (ddd, J=8,2, 7,1, 1,1 Hz, 1H)
7,28 (s, 1H)
7,19 (td, J= 7,8, 1,6 Hz, 1H)
7,06 (td, J= 7,8, 1,4 Hz, 1H)
6,99 (dd, J = 8,2, 1,3 Hz, 1H)
4,03 (s, 3H)
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N-(3-metoxifenil)-2-cromona-carboxamida (DNA10, 3b).

N° Hidrogénio 6H (m, J em Hz, nH)
NH 8,56 (s, 1H)
o 6 8,25 (dd, J=7,9, 1,1 Hz, 1H)
7 B 20 8 7,82 —7,75 (m, 1H)
s 7o ZENTC@O\% 9 7,62 (d, J = 8,4 Hz, 1H)
18517 7e19 7,54 — 7,45 (m, 2H)
16 7,31 (t, J = 8,1 Hz, 1H)
3 7,28 (d, J = 11,1 Hz, 1H)
15 7,19 (d, J = 7,3 Hz, 1H)
17 6,78 (dd, J = 8,3, 2,5 Hz, 1H)
21 3,85 (s, 3H)

N-(4-metoxifenil)-2-cromona-carboxamida (DNA10, 3c).
N° Hidrogénio OH (m, J em Hz, nH)

NH 8,53 (s, 1H)
6 8,27 (dd, J = 8,0, 1,7 Hz,
1H)
8 7,80 (ddd, J=8,7,7,1,1,7
Hz, 1H)
9 7,66 (d, J = 2,3 Hz, 1H)
1915 7,64 — 7,60 (m, 2H)
7 7,51 (ddd, J=8,0,7,1,1,0
Hz, 1H)
3 7,29 (s, 1H)
18 ¢ 16 6,99 — 6,94 (m, 2H)

21 3,85 (s, 3H)




N-(3-bromofenil)-2-cromona-carboxamida (DNA02, 3d).

79

N° Hidrogénio OH (m, J em Hz, nH)

NH 10,87 (s, 1H)

q o6 2 19e6 8,12 — 8,05 (m, 2H)
O’m 8 7,94 (ddd, J=8,6,7,0, 1,8
i Hz, 1H)

1569 7,87 —7,79 (m, 2H)
7 7,61 —7,53 (m, 1H)

17 € 16 7.43 —7,37 (m, 2H)
3 6,99 (s, 1H)

N-(4-nitrofenil)-2-cromona-carboxamida (DNA15, 3e).

o N° Hidrogénio OH (m, J em Hz, nH)
Té%%;]f ; NH 11,22 (s, 1H)
8 ~Fpo 2 Nbs 16 e 18 8,34 — 8,32 (m, 2H)
1 o Zi o, 15,19 9 8,1(t, J = 8,8, 3H)
8 7,95 (ddd, J = 8,7, 7,0,
1,7 Hz, 1H)
6 7,86 (d, J = 8,4, 1H)

7,59 (t, J= 7,5, 1H)
3 7,03 (s, 1H)
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5.CONCLUSAO

A partir dos resultados, pode-se perceber o sucesso das triagens virtuais
dos compostos pertencentes a quimioteca do LaSMMed para as duas enzimas,
visto que estas trouxeram resultados que permitiram a selecdo de compostos
com atividade antiviral.

As porcentagens de viabilidade celular geradas causaram consequéncias
na atividade antiviral de alguns dos compostos ativos. O melhor candidato,
LaSMMed 71, exerceu notavel inibicdo dose-dependente, com um valor de IS
satisfatorio para uma triagem preliminar.

Foram selecionados para sintese cinco compostos desenhados como
analogos de LaSMMed 71. Estes apresentaram interagbes com a enzima viral
DNA Polimerase, além das interacdes realizadas pelo LaSMMed 71. Realizada
a sintese destes cinco compostos, e suas caracterizagdes, estes foram
encaminhados para avaliacdo da citotoxicidade e atividade anti-herpética, se
mostrando insoluveis no meio de teste.

Todos os dados obtidos foram registrados na quimioteca do LaSMMed,
estes podendo ser utilizados como referéncia para futuros trabalhos no grupo de
pesquisa e para a comunidade em geral.

Por fim, as perspectivas deste trabalho sdo estudar mais
detalhadamente a solubilidade das cromonas, aumentar a série destas bem
como a sua poténcia e aprofundar o conhecimento dos compostos que

apresentaram inibicao para o HSV.
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Estruturas quimicas das substancias da quimioteca do LaSMMed triadas

virtualmente neste trabalho.

o Classe Micro espécies em pH 8 e pH 7,4
Substancia (estrutura 2D/ nome) o
quimica (estrutura 2D/ nome)
0 ] 0
Ester de
OJ\ OJ\
carvacrol
LaSMMed01 LaSMMed01
0 0
Ester de
0 6]
carvacrol
LaSMMed02 LaSMMed02
0 o)
Ester de
0 7 0 7
carvacrol
LaSMMed03 LaSMMed03
0 0
O)I) Ester de O)I)
Cl carvacrol Cl
LaSMMed04 LaSMMed04
0 0
Cl - Cl
0 Ester de 0
carvacrol
LaSMMed05 LaSMMed05
0 0
0 Ester de 0
Cl carvacrol Cl
LaSMMed06 LaSMMed06
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(0] (0]
O)I) Ester de o)b
~o carvacrol ~o
LaSMMed07 LaSMMed07
(0] (0]
o N Ester de o SN
carvacrol
LaSMMed08 LaSMMed08
0 o)
o)‘\©\ Ester de O)K©\
o~ carvacrol o~
LaSMMed09 LaSMMed09
0 0
O)I) Ester de O)I)
O2N carvacrol O-N
LaSMMed10 LaSMMed10
(0] (0]
NO, ] NO,
0 Ester de O
carvacrol
LaSMMed11 LaSMMed11
0 o)
OJK@\ Ester de OJ\@\
NO2 carvacrol NO2
LaSMMed12 LaSMMed12
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Cl
LAY
Xy~ 'N” N
H H
o O

Cumariltioureia

Cl
LAY
Xy~ N N
H H
o O

LaSMMed13 LaSMMed13
0__0 0o__0
H H
\© Cumarilamida \©
0 o)
LaSMMed14 LaSMMed14
O (0] (0] 0]
H H
P N 7 N
Cumarilamida
(0] 0]

Br Br
LaSMMed15 LaSMMed15
(0] (@) (0] O

H H
% N Br Pz N Br

Cumarilamida
(@] (o]
LaSMMed16 LaSMMed16
o (@) (0] O
H H
o \©\ Cumarilamida o \O\
Br Br
LaSMMed17 LaSMMed17
0.__0O 0.__0O
= N = N
\© Cumarilamida \©
o) o)
LaSMMed18 LaSMMed18
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0._0
H
Iy

Cumarilamida

(@) (@)
H
T

LaSMMed19 LaSMMed19
0._0 0._0O
H H
o) \©\ Cumarilamida o) \©\
N02 NOZ
LaSMMed20 LaSMMed20
0._0 0._0O
H H
Cumarilamida D
50 o
ol Cl
LaSMMed21 LaSMMed21
0. _0 0._0
H H
@Z(N Cl @;(V(N cl
o \©/ Cumarilamida o \©/
LaSMMed22 LaSMMed22
0._0 0._0
H H
d \©\ Cumarilamida U \©\
cl Cl
LaSMMed23 LaSMMed23
H H
N N
Y Indol 7
LaSMMed24 LaSMMed24
H H
N N
y Indol J
LaSMMed25 LaSMMed25




H
N N
)~ indol CO—~O)
LaSMMed26 LaSMMed26
H
H O —~0~
OH Indol o-
LaSMMed27 LaSMMed27
H H
N / C~0
0] (6]
Indol /
LaSMMed28 LaSMMed28
H
N N
B e
r Indol
LaSMMed29 LaSMMed29
H
I
/ 5 Indol 5
LaSMMed30 LaSMMed30
o % o »L
0]
-0 Ny
N Indol
/ /

LaSMMed31

LaSMMed31




Q.
Oy

Indol
LaSMMed32 LaSMMed32
H H
N % Indol N %
LaSMMed33 LaSMMed33
H H
/ /
: O
N 7 Indol g %
LaSMMed34 LaSMMed34
H H
Br O
N % Indol o %
LaSMMed35 LaSMMed35
H H
Y O Indol
Cl OH Cl O
LaSMMed36 LaSMMed36
H H
O N o— N o—
/ Q Indol
Cl ) Cl ®)
LaSMMed37 LaSMMed37
(O] 0 0] 0
N%o ,H(O
)\ Oxazolidinona )\
LaSMMed38 LaSMMed38
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0 o 0 o]
N A
\ Oxazolidinona \
LaSMMed39 LaSMMed39
0 0 o) 0
cl )\ Oxazolidinona Cl )\
LaSMMed40 LaSMMed40
0] o} 0] 0
CI \\C . g Cl \\C
Oxazolidinona
LaSMMed41 LaSMMed41
0 0 0o 0
N%O N%o
5 \\/ < \\/
)\ Oxazolidinona )\
LaSMMed42 LaSMMed42
) 0 ) 0
\O o N \O 5
Oxazolidinona
LaSMMed43 LaSMMed43




o H 2 o) 2
W _N. N2
S NJS S NJS
A\ \Y
Tiazolidinona
LaSMMed44 LaSMMed44
O (0]
O\\ /H\ O\\ N2
SN SN
/©/ Qs - /© 0 /~s
Tiazolidinona
LaSMMed45 LaSMMed45
o) o)
Q H\ QN2
SN 8N
Tiazolidinona
~N N
\ \
LaSMMed46 LaSMMed46
Q\ /H O Q\S/N- O
0
S ) . S
HO Tiazolidinona 0
o} 0
LaSMMed47 LaSMMed47
Q\S/H O C\)\S’N_ O
W N 2N
Y% PO
S S
Tiazolidinon
o azolidinona o
0 )
LaSMMed48 LaSMMed48




Q‘S/H C\)‘S/N; 0
W N W N
(0] (0]
S . . . S
~_O Tiazolidinona e
(0] (0]
LaSMMed49 LaSMMed49
0.__0 0.__0
H H
@;)\:(NM\/ @:)\;(NM\/
Cumarilamida
o} o}
LaSMMed50 LaSMMed50
(0] O // O O //
P N ) . P N
~ Cumarilamida ~
(e} (0]
LaSMMed51 LaSMMed51
(0] O (0] (@)

Cumarilamida

LaSMMed52 LaSMMed52
0 0]
| H Br | H Br
o) N Cromona 0 N
o] o)
LaSMMed53 LaSMMed53
0 0]
| H Cl | H Cl
0 N Cromona 0 N
0 0]
LaSMMed54 LaSMMed54
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o

Oxazolidinona

o

LaSMMed55 LaSMMed55
O o o o
Ny N
L/ Oxazolidinona .,
Cl Cl
LaSMMed56 LaSMMed56
@) o) ) o)
Ny N
- L/ Oxazolidinona - (S
o) o
LasMMed57 LasMMed57
o o 0 o
N s
L Oxazolidinona A,
LaSMMed58 LaSMMed58
o) 0 0 o)
N N
|y Oxazolidinona Ly
Cl \‘\s Cl \‘\s
LaSMMed59 LaSMMed59
o] 0 ) o]
N N
- \‘\\/ Oxazolidinona q L
o N O »
LasMMed60 LasMMed60
o) o)
/O:©)J\o/\/OH Ester do 4cido /O:Q)ko/\/OH
HO vanilico HO
LaSMMed61 LaSMMed61




0 o)
/Ojg)ko/\/\/\/OH ESter do &cido /OJQ)J\O/\/\/\/OH
HO vanilico HO

LaSMMed62 LaSMMed62
0 o)

o) 0 OH . , . 0 0 OH
- 07 TN T Ester do acido | 07 TN T
HO vanilico HO

LaSMMed63 LaSMMed63
(@) (0]
0 OH . , . 0 OH

- 0T Ester do acido - 07NN

HO vanilico HO

LaSMMed64 LaSMMed64
0 0
0 [ Derivado a,3- 0 &
insaturado de
HO o HO
apocinina
LaSMMed65 LaSMMed65
0 0
0 N Derivado a,B- 0 N
insaturado de
HO o HO
apocinina
LaSMMed66 LaSMMed66
0 Derivad 0
erivado a,f3-
/O X B /O X
insaturado de
HO o HO
LaSMMed67 apocinina LaSMMed67
0 0
O O 0 insaturado de o)
HO l\ll" - HO l}l*
- apocinina _
LaSMMed68 o P LaSMMed68 o
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o) _ o}
0 N Derivado a,3- 0 N
O O insaturado de O O
HO o~ N HO o~
apocinina
LaSMMed69 LaSMMed69
o} _ 0
o N Derivado a,B- 0 N
insaturado de
HO Br - HO Br
apocinina
LaSMMed70 LaSMMed70
0 )
| H | H
0 N Cromona 0 N
0 0
LaSMMed71 LaSMMed71
H H
I “
)~
F Indol F
LaSMMed72 LaSMMed72

Fonte: A autora (2023).
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APENDICE B

Todas as interagdes observadas entre os ligantes e a TK.

Quadro B1 (pagina 99) - Todas as interagdes do ligante original (CCV), menor
RMSD (Pose 2), maior FS (Pose 4), LaSMMed 32, 38(S), 39(S), 44(R) e 45(R)
coma TK.

Quadro B2 (pagina 100) - Todas as intera¢des dos ligantes LaSMMed 47(R),
51, 61, 62, 63, 64 e 71 com a TK.

Legenda das cores de acordo com os tipos de interagdes:

Ligacao de hidrogénio Empilhamento Pi-Pi/em T

Ligacao de hidrogénio nao- Alquil/Pi-Alquil
convencional
Van der Waals Pi-Sigma

I Interagdo Pi-hidrogénio
B Ligacao de hidrogénio agua

Interagado de halogénio

Desfavoravel

Pi-enxofre/ enxofre X
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Quadro B1
Ccv Pose | Pose 32 38(S) | 39(S) | 44(R) | 45(R)
2 4

GIn125
Tyr172
Tyr101
Met128
HOH1
HOH2
His58
Ala167
Arg163
Glu83
Arg222
lle97
lle100
Ala168
Arg176
Tyr132
Lys62
Trp88

Met85

Pro173

Met231

Gly129

His164

Fonte: A autora (2023).
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Quadro B2

47(R) 51 61
GIn125

Tyr172
Tyr101
Met128
HOH1
HOH2
His58
Ala167
Arg163
Glu83
Arg222
l1e97
lle100
Ala168
Arg176
Tyr132

Glu225

Trp88

Met85
Pro173
Met231

Gly129

His164

Fonte: A autora (2023).

62 63 64 72
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Resultados da triagem virtual, da melhor pose para cada ligante, com o valor de

FS e sua classificagédo (TK).

Classif. Ligantes FS Classif. Ligantes FS Classif. Ligantes FS
19 39(s) 45,27 27° 25 36,37 53¢ 70 21,90
20 63 44,80 289 13 35,76 54¢ 27 21,64
3¢ 51 44,11 299 1 35,58 552 69 19,50
40 62 42,67 309 31 35,00 562 34 18,44
5¢ 45(R) 42,64 31¢ 59(S) 34,70 57¢° 6 16,81
62 64 42,42 320 44(Ss) 34,51 582 54 16,57
7° 61 41,98 33¢ 45(s) 33,97 59¢ 9 16,07
82 44(R) 41,88 340 33 33,38 602 71 16,06
9¢ 72 41,80 35¢ 66 32,82 612 30 15,18

10¢ 38(S) 41,38 362 29 32,31 622 53 13,66
119 47(R) 41,25 372 10 32,29 632 36 12,28
12° 32 40,77 389 46(R) 32,18 642 14 12,22

Cccv 40,20 39¢ 49(R) 31,93 652 11 11,98
139 57 39,64 409 47(s) 31,09 662 15 11,19
14¢ 26 39,50 419 2 30,43 672 21 10,74
15¢ 42(s) 38,98 420 24 29,02 682 12 9,31
162 41(s) 38,74 43¢ 28 28,51 692 37 8,97
17° 67 38,68 449 7 28,23 702 18 7,74
18° 43(s) 38,65 45¢ 52 28,08 712 22 5,36
199 50 38,65 462 46(s) 27,97 720 16 5,15
209 48(R) 38,32 472 8 25,00 732 68 5,03
21¢ 60(s) 38,11 482 5 24,25 742 3 3,26
220 65 38,00 499 4 23,13 752 23 1,51
23¢ 55 37,89 509 48(S) 23,04 762 17 -0,34
2490 58(s) 37,34 51¢ 35 22,69 77° 19 -0,81
25¢ 40(s) 36,77 52¢ 49(S) 22,44 782 20 -11,81
2692 56 36,43

Fonte: A autora (2023).
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APENDICE D

Todas as interagbes observadas entre os ligantes e a DNA polimerase

Quadro D1 (pagina 103) - Todas as intera¢des do ligante original (YE4), menor
RMSD (Pose 8), maior FS (Pose 2), LaSMMed 17, 21, 23, 45(R) e 46(R) com a
DNA polimerase.

Quadro D2 (pagina 104) - Todas as interagdes dos ligantes LaSMMed 46(S),
48(R), 49(R), 49(S), 54, 69 € 71 com a DNA polimerase.

Legenda das cores de acordo com os tipos de interagdes:

Ligagdo de hidrogénio B Empilhamento Pi-Pi/ em T
Ligacao de hidrogénio nao- Alquila/Pi-Alquila
convencional
Van der Waals B Pi-Sigma
- Interagao Pi-hidrogénio - Interagao de halogénio
Pi-enxofre/ enxofre X B Desfavoravel

Pi-Lone Pair
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Quadro D1
YE4 Pose | Pose 17 21 23 45(R) | 46(R)
8 2

Ser816
GIn617
Gly819

Val621

Val823

Thr887

Asn815

Gly616

Asp615

lle613

Tyr614

Arg512

Lys514

Lys511

Fonte: A autora (2023).



Quadro D2

Tyr722

DG-10

46(S)

48(R) | 49(R) | 49(S)

54

69 71

DG-10
DG-09
DG-09
DC-01
DT-11
Ser816
GIn617
Gly819
Val621

Phe820
GIn618
Leu721
Val823
Tyr818

Thr887

Asp888
Ser720

Pro723

Asn815

Gly616

Asp615

lle613

Tyr614

Arg512

Lys514

Lys511

Arg620

Fonte: A autora (2023).
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Resultados da triagem virtual, da melhor pose para cada ligante (DNA

Polimerase).
Classif. |igantes Fs | Classif. |igantes Fs Classif. |igantes FS
Original 85,15| 27° 3 61,45 53¢ 72 56,78
10 49(R) 71,12| 28° 13 61,33 542 31 56,71
20 48(R) 69,85| 29° 18 61,32 559 50 56,65
3¢ 49(s) 68,22 30° 14 61,16 562 26 56,59
42 54 67,45 31° 20 60,88 572 34 56,45
ch 46(R) 66,00 32° 4 60,69 582 30 55,33
62 17 65,83 | 33° 29 60,52 592 65 55,18
72 45(R) 65,66| 34° 48(S) 60,11 602 62 55,03
8¢ 21 65,27 | 3°° 28 59,95 61° 39 53,59
92 23 64,40| 36° a4(s) 59,81 62¢ 64 52,15
10@ 71 64,22 37° 47(R) 59,52 632 42 51,42
11 69 64,07 | 382 43 59,30 642 25 50,85
122 46(S) 64,03| 39° 15 59,27 659 32 50,65
139 7 63,93 | 40° 66 59,24 662 60 48,79
142 16 63,91 41° 63 58,94 672 67 48,79
158 70 63,85 42° 6 58,49 682 40 48,24
162 22 63,79 | 43° 52 58,27 692 61 47,43
170 47(S) 63,72| 44° 44(R) 58,10 702 51 47,31
182 8 63,17 4°° 2 58,09 712 1 46,22
19¢@ 68 62,99 | 46° 33 57,99 728 57 45,08
20¢ a5(s) 62,75| 47° 10 57,74 732 38 43,31
21° 53 62,61 482 36 57,71 742 59 41,93
2280 5 62,10 | 49° 37 57,43 752 24 41,61
23¢2 11 61,89 | °0° 27 57,16 762 55 41,55
2492 19 61,82 °1° 41 57,03 77° 56 41,35
258 9 61,77 °2° 12 57,00 782 58 39,47
26° 35 61,70

Fonte: A autora (2023).
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APENDICE F

Porcentagens de inibicdo dos compostos (LaSMMed 38, 46, 47, 62 ¢ 71)
testados durante a infeccdo por HSV-1 (cepa KOS), em células VERO e

tratamento simultaneo (tempo 0Oh), nas respectivas concentragbes (300 a 7,5
pg/mL).

Inibicdo do HSV-1 (%)

Substéncias 38 46 47 62 71
Concentragoes
300 pg/mL 18,5 NT 61,7 NT 100
150 pg/mL 17,7 0 52,1 33,0 65,1
75 pg/mL 28,9 10,1 52,6 39,3 67,9

37 pg/mL 15,4 22,1 57,5 64,3 58,7

18 ug/mL 19,4 22,5 53,4 66,0 57,4

7,5 ug/mL 20,7 0 41,0 20,7 41,1
Fonte: A autora (2023). Legenda: NT- No testado.




