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Resumo: Ha pouca disponibilidade defarmacos que sejam capazes de
prevenir ou combater doengas virais. Embora as quinonas possuam
diversas atividades biolégicas descritas, sua atividade antiviral é
pouco relatada. Dessa maneira, esse trabalho teve como objetivo
avaliar a atividade in vitro de compostos derivados das quinonas
frente ao ciclo replicativo do herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1).
O ensaio foi realizado comparando a diferenga entre o titulo viral
nas células MDBK (Madin-Darby bovine kidney) ndo tratadas e
tratadas com sete compostos, em concentracdes nio citotoxicas. Os
resultados obtidos mostraram que duas das sete moléculas testadas
apresentaram percentuais de inibigdo significativos, enquanto trés
delas tiveram baixo potencial antiviral e as outras duas nenhuma
acao contra o BoHV-1. Os resultados permitiram constatar que
pequenas mudancas nos radicais das moléculas alteraram sua
interagdo com BoHV-1.
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Introducao

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) é pertencente a
familia Herpesviridae, a subfamilia Alphaherpesvirinae e ao género
Varicellovirus. Com genoma DNA e provido de envelope glicoproteico,
é um virus de grande importancia em medicina veterinaria, estando
associado a doencas respiratoéria, genitais e abortos.

A producido de farmacos antivirais que sejam capazes
de impedir ou debelar uma infeccdo é fundamental, entretanto
a disponibilidade dessas substancias é pequena. Para o
desenvolvimento de novas drogas antivirais, diversos estudos tém
sido realizados com base em substancias naturais e sintéticas com
a finalidade de definir e caracterizar novos compostos que tenham a
capacidade de inibir o ciclo replicativo viral e, dessa maneira, serem
aplicados como modelos para novas drogas, como as moléculas
derivadas da classe das quinonas.

Diferentes estudos referentes a atividade bioldgica das
quinonas tém sido descritos, como sua acio bactericida (MOREIRA
et al., 2017), fungicida (CHAUDHARI et al., 2017), antiparasitaria
(MATA-SANTOS et al.,, 2016), antiviral (MIN et al., 2002) e
antitumoral (KONOSHIMA et al., 1989). Todavia, sua atividade
contra virus que infectam animais nunca foi reportada.

O objetivo desse estudo foi demonstrar a atividade antiviral
in vitro de sete quinonas sintéticas: 2,2-dimethyl-3,4-dihydro-
2H-benzo[g]chromene-5,10-dione  (C,,H,,0,), 2,2-dimethyl-2,3-
dihydronaphtho[2,3-b]furan-4,9-dione ~ (C, H,,0,),  2-(allyloxy)
naphthalene-1,4-dione (C,;H,,0,), 2,3-dichloronaphthalene-
1,4-dione (C, H,C1,0,), 2-(phenylamino)naphthalene-1,4-dione
(C,,H,,NO,), 4,5-dichloro-3,6-dioxocyclohexa-1,4-diene-1,2-
dicarbonitrile (C,CL,N,0,) e 2,3,5,6-tetrachlorocyclohexa-2,5-diene-
1,4-dione (C,Cl1,0,), aqui denominadas 1636, 2275, 3282, 3377,
3380, 3400 e 3406, respectivamente, contra o BoHV-1.

Material e Métodos

Cultivo de células
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Células MDBK (Madin-Darby bovine kidney) foram
mantidas em meio essencial minimo (E-MEM) suplementado com
10% de soro fetal bovino (Gibco), penicilina (Sigma-Aldrich, USA),
estreptomicina (Vetec, Brasil), enrofloxacina (Bayer,Brasil) e
anfotericina B (Cristalia, Brasil) a 37 °C em estufa contendo 5% de

CO,

Moléculas

As quinonas avaliadas neste estudo foram sintetizadas
no instituto de Pesquisas de Produtos Naturais (UFRJ), através
da condensacdo da B-lapachona, de acordo com a metodologia
previamente descrita por De Moura et al. (2001). Os compostos
foram solubilizados em dimetilsulféxido 99,5% (Sigma Aldrich)
na concentracdo de 10mg/mL e foram estocados a 4° C até sua
utilizacao.

Avaliacao da citotoxicidade

O ensaio foi realizado em microplaca de poliestireno com
96 cavidades, em quadruplicada, e repetido trés vezes. Apds 24
horas, foram adicionadas diferentes concentracbes das moléculas
1636, 2275, 3282, 3377, 3380, 3400 e 3406, sobre o tapete celular.
As viabilidades celulares foram mensuradas pelo ensaio de MTT
apos 72 horas de incubacdo. As leituras das densidades 6pticas
foram quantificadas em espectrofotbmetro em comprimento de
onda de 540 nm. As concentracdes ndo toxicas consideradas foram
as que permitiram uma viabilidade celular maior que 90% quando
comparadas com o controle (células néo tratadas). A partir do ensaio
foi determinada a maior concentracido néo citotéxica da molécula.

Avaliacao da atividade antiviral

A avaliacdo da atividade antiviral de cada molécula foi
realizada comparando a diferenca entre o titulo viral do BoHV-1 cepa
Los Angeles na auséncia e na presenca de 1636, 2275, 3282, 3377,
3380, 3400 e 3406 em suas maiores concentracoes nio citotoxicas.
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Os titulos virais foram calculados pelo método de dilui¢édo limitante
(BEHRENS e KARBER, 1935) e expressos como dose infectante a
50% do tecido celular em 100uL (TCID, /100uL) apés 72 horas de
incubacédo a 37 °C. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Resultados e Discussao

As concentragbes nao citotoxicas encontradas estdo
apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 — Concentragées nao citotoxicas (uM) das moléculas
derivadas das quinonas
Concentracdo nao

Molécula citotéxicn Viabilidade celular (%)
1636 29,5 97
2275 9,73 95
3282 10,37 100
3377 29,46 97
3380 5,02 100
3400 55,24 100
3406 217,29 98

O presente estudo mostrou a reducdo do titulo viral do
BoHV-1 de 10* TCID, /100uL, na presenca das moléculas 3406 e
3377, que reduziram o titulo para 10%° e para 10%7, um percentual
de inibicdo (PI) de 99,7% e 99,4%, respectivamente. Com as 3282 e
3400 foram observadas reducoes para 10%° (PI 68,4%) e com 2275
para 10>™TCID, /100uL (PI 43,7%). A adi¢ao das moléculas 1636 e
3380 manteve o titulo viral em 10* TCID, /100uL.

A moléculas 3377 na concentracgao de 29,46 uM e 3406 na
concentracido de 27,29 uM reduziram significativamente o titulo
viral nas células MDBK.

Menor potencial inibitério foi observado com as moléculas
2275 (9,73 uM) 3282 (10,37 uM) e 3400 (55,24 uM) enquanto que
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os compostos 1636 (29,5 uM) e 3380 (5,2 uM) néo apresentaram
potencial antiviral nesse estudo. MIN et al. 2002, relataram
quinonas com baixo potencial antiviral contra o HIV-1. Outros
autores (KONOSHIMA et al., 1989; MIN et al., 2002) relataram
a atuacio expressiva de moléculas derivadas das quinonas contra
o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) e contra o
herpesvirus humano tipo 4 (HHV-4).

Os resultados obtidos mostraram que pequenas mudancas nos

radicais sdo capazes de alterar a interacdo das moléculas com o
BoHV-1.

Conclusoes

As moléculas 3406 e 3377 avaliadas neste estudo tiveram
potencial antiviral contra o BoHV-1, portanto, devem ser
consideradas como pontos de partida promissores em estudos para
aplicagdo em terapias antiherpesvirus. Futuros estudos devem ser
desenvolvidos para determinar seus mecanismos inibitérios.
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