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Resumo

A dréastica pandemia causada pelo SARS-CoV-2 incentivou a busca por compostos para uso clinico em
pacientes com a infeccédo. Assim, este trabalho teve como objetivo sintetizar uma série de derivados
do glicerol contendo nucleo 1,2,3-triaz6lico, através de reagdo do tipo Click Chemistry. A sintese dos
triazdis foi realizada entre a azida (3) e alcinos terminais, utilizando uma quantidade catalitica de sulfato
de cobre e ascorbato de sddio, alcool t-butilico e &gua como solventes. Foram obtidos cinco derivados
triazélicos, com rendimentos que variaram entre 57 e 91%, suas estruturas foram elucidadas através
de infravermelho e RMN de 'H e de 3C. Todos produtos finais foram submetidos a avaliacdes de
atividades citotéxica contra a linhagem de células Vero E6 e antiviral sobre SARS-CoV-2. Segundo a
avaliagao citotoxica, ndo foi observada toxicidade contra as células, confirmando sua seguranca para
seguir com a avaliagdo da atividade antiviral. Ao comparar com o controle positivo remdesevir, 0s
triazéis 4p-4t ndo tiveram uma atividade antiviral eficaz, sendo necessario novos ensaios utilizando o
virus ativo para avaliar efetivamente o potencial de inibi¢éo de replicagéo viral.

Palavras-chave: Azois; Atividade bioldgica; Covid-19; Propano-1,2,3-triol.
Area do Conhecimento: Ciéncias Exatas e da Terra (Quimica).
Introducgao
Compostos azélicos sdo substancias heterociclicas arométicas nitrogenadas e que possuem um
anel de cinco membros. Esta classe de compostos pode possuir um (ex.: pirrol) ou mais atémos de
nitrogénios, e adicionalmente também podem conter &tomos de enxofre (ex.: tiazol) ou oxigénio (ex.:
oxazol) (Figura 1) (Melo et al., 2006).
Figura 1 - Exemplos de compostos heterociclicos aromaticos azélicos.
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Dentre os heterociclicos azélicos encontram-se os 1,2,3-triaz6is, que possuem em sua estrutura
trés atomos de nitrogénios vicinais. O interesse na pesquisa destes compostos tem aumentado
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consideravelmente nos Ultimos anos, uma vez que tem demonstrado varias aplicagcdes e uma gama de
atividades biol6gicas: antivitiligo (Niu; Lu; Aisa, 2019), leishmanicida (Teixeira et al., 2018),
antitubercular (Fernandes et al., 2019), anti-HIV, anticancerigena e antibacteriana (Silva et al., 2009;
Peterson e Brian, 2010), contra a doenca de Alzheimer (Dias et al., 2018), fungicida (Costa et al., 2017;
2020; Chen et al., 2019), dentre outras. A presenca de trés atomos de nitrogénio na estrutura do 1,2,3-
triazol, somada a sua aromaticidade e a riqueza de elétrons em seu sistema, faz com que estes
compostos tenham facilidade em se ligar com uma vasta gama de enzimas e receptores biolégicos por
meio de ligagdes de hidrogénio, empilhamento 1, liga¢des dipolo-dipolo, ligacdes de coordenagéo,
efeito hidrofébico e de van der Waals, ampliando sua relevancia no ambito da quimica medicinal (Zhou
e Wang, 2012). Além disso, os 1,2,3-triaz6is podem ser utilizados em estratégias de hibridacéo
molecular, nas quais ocorre a conjugacdo de diferentes grupos farmacoéforos gerando farmacos
bifuncionais, viabilizando a sintese e descoberta de novos medicamentos (Astruc et al., 2012; Li; Aneja;
Chaiken, 2013).

Em dezembro de 2019, uma infec¢&o viral desconhecida foi identificada na China, se espalhando
rapidamente por todo mundo. Em fevereiro de 2020, a OMS identificou o virus como sindrome
respiratéria aguda grave coronavirus-2 (SARS-CoV-2). A infeccgéo viral ficou conhecida como COVID-
19 e em margo de 2020, foi declarado o surto de coronavirus como uma pandemia global (Tan, 2022).
Até o momento, no Brasil tem-se 38.846.238 casos confirmados e 712.720 6bitos (Ministério da Saude,
2024). Embora a vacinagdo tenha desempenhado um papel central no controle e prevencdo na
propagacéo da COVID-19, ndo ha nenhum medicamento antiviral especifico disponivel no tratamento
da SARS-CoV-2. As estratégias de tratamento e vacinas visam bloquear a interacéo entre a proteina
spike (S) do virus e o receptor ACE2. O receptor ACE2 (enzima conversora de angiotensina 2) € uma
proteina presente na superficie de varias células do corpo humano, incluindo células do trato
respiratério, coragao, rins e intestinos (Seliem et al., 2021).

Neste trabalho, é relatada a sintese de 1,2,3-triaz6is derivados do glicerol, bem como sua atividade
antiviral contra 0 SARS-CoV-2. O glicerol € um dos produtos gerados na producgdo de biodiesel. O
aumento da produgéo deste biocombustivel resultou em um excesso de glicerol no mercado, tornando
necessario o desenvolvimento de novas tecnologias para utilizar este excedente (Silva; Gongalves;
Mota, 2010). O glicerol é uma substancia abundante e possui derivados que sdo materiais de partida
para a sintese de compostos organicos importantes, como glicerofosfolipidios, beta-bloqueadores,
prostaglandinas, PAF (fator de agregacéo plaquetaria) e muitos outros.

Metodologia

Foram sintetizados cinco 1,2,3-triazéis (Figura 2), a partir do glicerol segundo metodologia detalhada
por Costa et al., (2017).

Figura 2 — Rota sintética para obtenc¢éo dos compostos 1,2,3-triazélicos (4p-4t) derivados do glicerol
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

A avaliagdo da atividade antiviral foi realizada segundo metodologia publicada por Ferreira et al.
(2012), na qual testou-se a sobrevivéncia de célula Vero E6 com superexpresséo de receptor ACE2.
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Utilizou-se ensaio colorimétrico do sal de tetrazélio (MTT) para determinar a viabilidade metabdlica das
células. As células foram adicionadas em placas de 96 pogos contendo o meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI, Sigma), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 10% de soro fetal
bovino (SFB) previamente inativado por calor. Um total de 5 x10* células por pogo foram utilizadas. A
células foram mantidas por 24 horas a 37 °C em 5% de CO.. Posteriormente, uma mistura dos
compostos 4p-4t, com concentra¢Bes de 10 pg/mL ou 50 ug/mL, foi adicionada e as placas de petri
foram incubadas por mais 48 horas nas mesmas condi¢cdes empregadas anteriorimente. Apos este
periodo, foram adicionados 10 pL de solucdo MTT (5,0 mg/mL) e incubou-se por 4h. A coloragdo da
solucéo resultante foi mensurada em leitor de microplacas (SpectraMax M5 - Molecular Devices) em
comprimento de onda de 570 nm. Todas as concentracdes foram testadas em quadruplicatas.

A observagao de atividade antiviral foi feita utilizando o pseudovirus com expresséo de proteina S
de SARS-CoV-2, como prescrito por Nie et al. (2020). As células Vero E6 superexpressoras de ACE2
foram adicionadas na densidade de 5 x10* células em cada poco de placas de 96 pocos resultando em
um volume de 250 pL de meio RPMI suplementado com 10% de SFB. As placas foram mantidas a 37
°C, 5% de CO2 por 24 h. Posteriormente, em cada poco foi adicionado 5 x10° particulas de pseudovirus
de SARS-Cov-2 (eENZYME, Estados Unidos) composto de replication-deficient Maloneymurine
Leukemia Virus (MLV) expressando proteina S de SARS-CoV-2 na superficie. Ap6s infec¢do com o
virus, os compostos foram adicionados nas concentrages de 10 pg/mL ou 50 ug/mL. Como controles
positivos de atividade antiviral foram utilizados a molécula Remdesivir (Cremd) € um anticorpo
monoclonal neutralizante contra Spike protein de SARS-CoV-2 (Cant) (€EENZYME, Estados Unidos). As
placas foram novamente mantidas a 37 °C, 5% de CO: durante 24 h. Ap6s este periodo, 50 pL de
substrato de luciferase (eENZYME, Estados Unidos) foram adicionados e a detecgéo de sinal foi obtida
em leitor de microplaca de luminescéncia (PerkinElmer). A porcentagem de infec¢éo foi calculada pela
razdo de cada tratamento com o grupo controle ndo tratado. Os experimentos foram realizados em
quadruplicatas.

Resultados

A sintese de cinco 1,2,3-triaz6is derivados do glicerol, subproduto do biodiesel, ocorreu conforme
rota sintética apresentada na Figura 2. Para a preparagdo dos triazéis 4p-4t, empregou-se a
metodologia desenvolvida por Meldal e Sharpless, na qual se utiliza sais de Cu (I) na catdlise das
reagdes de ciclo adi¢cdo 1,3-dipolar entre azidas e alcinos terminais (reagéo click). Obteve-se de forma
regioespecifica os 1,2,3-triaz6is (4p-4t) com rendimentos que variaram entre 57 e 91%. Os compostos
obtidos foram submetidos a caracterizacdo por métodos espectroscépicos no infravermelho e
ressonancia magnética de 'H e 13C. Na Figura 3 esta apresentado o espectro de RMN de H do triazol
4p.

Figura 3 — Espectro de RMN de *H do composto 4p.
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor
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Analisando o espectro de RMN de 'H, destaca-se a presenc¢a do simpleto em &H 8,30 atribuido ao
hidrogénio do anel triazélico. Além da presenca dos dois duplos dupletos observados entre dH 3,75 a
4,14, ambos integrados para um hidrogénio, foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos do acetal
ciclico. Todos os outros sinais presentes no espectro estdo de total acordo com a estrutura do triazol
4p (Figura 2).

Os 1,2,3-triaz6is 4p-4t, apresentados na Figura 2 foram submetidos a avaliagdo de atividade
citotéxica direta sobre células Vero E6 (Tabela 1). Os compostos testados ndo foram téxicos as células,
o que inidica a possibilidade de serem utilizados em avaliag&o de atividade antiviral.

Tabela 1 - Atividade citotéxica dos compostos 4p a 4t para células Vero E6 superexpressora de ACE2.

Tratamentos Viabilidade de Células Vero Viabilidade de Células Vero
(%) - concentracdo 10 pg/mL (%) - concentragcd@o 50 ug/mL
Triazbis 4p-4t 85,19 88,48
Remdesivir 91,28 83,14

Anticorpo monoclonal anti-S

protein SARS-CoV-2 70,35 56,95

" Fonte: Elaborada pelo préprio autor. )

Além da avaliacéo da atividade citotoxica, os compostos 4p-4t também foram avaliados quanto a
atividade antiviral utilizando o sistema de pseudovirus (Tabela 2).

Tabela 2 - Atividade antiviral contra pseudovirus expressor de proteina S de SARS-CoV-2 de pool de
compostos 4p a 4t para células Vero E6 superexpressora de ACE2.

Tratamentos Viabilidade de Células Vero Viabilidade de Células Vero
(%) - concentracdo 10 ug/mL (%) - concentragao 50 ug/mL
Triazobis 4p-4t 80,96 86,98
Remdesivir 23,37 15,98

Anticorpo monoclonal anti-S

protein SARS-CoV-2 24,06 1549

Fonte: Elaborada pelo préprio autor

Os compostos 4p-4t também foram testados para avaliar a capacidade de inibir a infecgéo viral
utilizando o sistema de pseudovirus (Tabela 2). Embora os controles positivos tenham demonstrado
gue o sistema é funcional para triagem de compostos com atividade antiviral, os compostos 4p-4t ndo
apresentaram atividade de inibicdo da infeccao viral nas concentra¢des avaliadas.

Discusséo

Para a sintese de cinco derivados triazélicos, foi utilizado o glicerol como material de partida. Este
composto foi convertido em acetal, através de uma catdlise acida, gerando o 2,2-dimetil-1,3-dioxolan-
4-il)metanol (1). A funcionalizacéo da hidroxila do composto 1 ocorreu via mecanismo SN2, produzindo
0 composto 2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metanol 4-metilbenzenosulfonato (2). A partir do composto 2
foi realizada insercéo do grupo azido na estrutura do composto, produzindo o 4-(azidometil)-2,2-dimeril-
1,3-dioxolano (3). A sintese de derivados triazélicos do glicerol foi realizada através de reagéo click,
entre azida 3 e cinco alcinos comerciais, utilizando uma quantidade catalitica de sulfato de cobre e
ascorbato de sdédio, alcool t-butilico e Agua como solventes. O uso de sulfato de cobre como catalisador,
torna esta reagéo regiosseletiva, favorecendo a formagéo exclusiva do 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido,
além de proporcionar um tempo reacional curto.

Os compostos testados ndo demonstraram eficacia na inibi¢éo viral ao serem aplicados no sistema
de pseudovirus que expressa a proteina S do SARS-CoV-2. Este sistema possui a limitacéo de avaliar
apenas a atividade inibitéria no processo de infecgdo mediado pelo ACE2, que € o principal mecanismo
associado ao SARS-CoV-2. Para uma andlise mais completa, é necessario realizar outros testes
diretamente com o virus para investigar o potencial de inibicdo da replicagdo viral e a producédo de
céapsulas virais infectantes.
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Concluséo

A rota sintética proposta para a sintese dos cinco compostos 1,2,3-triazélicos (4p-4t) derivados do
glicerol se mostrou eficaz, considerando a facilidade para suas purificagées e dos bons rendimentos
obtidos (57-91%). Estes mesmos compostos (4p-4t) ndo demonstraram agdo eficaz na avaliagdo
antiviral nas concentragdes realizadas. Porém, como apresentaram baixa atividade citotxica, os
compostos triazélicos sintetizados, ainda podem ser avaliados frente a outros mecanismos de inibigdo
viral.
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