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Resumo

A vacinagéo é a principal forma de controle da COVID-19, causada pelo agente etiolégico SARS-CoV-
2. Entretanto, diariamente ainda s&o relatados casos em todo o mundo. Dessa forma, ainda é
necessario novas pesquisas com a finalidade de desenvolver novos medicamentos para o controle da
doenca. O objetivo do presente estudo foi sintetizar e avaliar o potencial citotéxico e antiviral de cinco
triazois sobre 0 SARS-CoV-2. Os derivados triazolicos foram sintetizados via reacéo de cicloadicao
azida-alcino catalisada por Cu(l). A atividade citotéxica dos compostos foi testada contra a linhagem de
células Vero E6 e a atividade antiviral em um pseudovirus expressando a proteina S de SARS-CoV-2.
Os compostos foram obtidos com rendimentos superiores a 70%. N&o foi observada atividade citotoxica
dos compostos, seguindo para realizacdo da avaliagdo antiviral. Os triazois ndo exerceram efeito
inibitério contra o pseudovirus expresso pela proteina S de SARS-CoV-2, sendo necessario mais
pesquisas em outras concentracdes para avaliar o potencial desses compostos na inibicdo da
replicacdo do SARS-CoV-2.

Palavras-chave: Compostos N-heterociclicos. Covid 19. Click chemistry.

Area do Conhecimento: Ciéncias Exatas e da Terra - Quimica.
Introducéo

Os coronavirus representam um conjunto de virus responsaveis por causar doencas em animais e
também em humanos. Conjunto este responsavel por causar epidemias, a Sindrome Respiratéria
Aguda Grave (SARS-CoV) em 2002-2003 e Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) em
2012 (Souza et al., 2017). No final de 2019, um novo coronavirus surgiu na China, expandindo
mundialmente e tornando-se um desafio global. O SARS-CoV-2, virus que designou a doenca do
COVID-19 nomeada pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus, é responsavel por mais de 775
milhdes de casos e 7 milhdes de mortes confirmadas, sendo que estes ndmeros continuam
aumentando diariamente (WHO, 2024). A vacinacdo aplicada no controle da COVID-19 diminuiu
significativamente o nimero de mortes e hospitalizacdes relacionadas a doenca. Entretanto, ainda ha
a incidéncia de casos de COVID-19 registrados dia apds dia, demonstrando que a vacinagcdo nao
previne completamente o desenvolvimento do virus. Ainda nao foram desenvolvidos até o momento
nenhum medicamento eficaz e aprovado para o controle da COVID-19, tornando a descoberta de novos
medicamentos antivirais uma necessidade (Musa et al., 2023).

A sintese de novos derivados triazolicos € uma alternativa promissora para o desenvolvimento de
novos produtos, uma vez que apresentam vasta aplicabilidade e bioatividade, das quais destacam-se
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fungicida (Costa et al., 2020), herbicida (Wang et al., 2021), bactericida (Angajala et al., 2016), além do
potencial antiviral (Musa et al., 2023; Said et al., 2021). Os triazois sdo compostos que possuem em
sua estrutura um anel com cinco membros contendo trés &tomos de nitrogénio vicinais, podendo existir
na forma de dois isdmeros estruturais: 1,2,3-triazdis e 1,2,4-triazois (Melo et al., 2006).

Para a sintese destes derivados triazélicos, 0 método mais empregado € a reacao de cicloadicéo
1,3-dipolar entre uma azida organica e um alcino terminal catalisada por cobre (Costa et al., 2017; 2020;
Gonzales-Calderén et al., 2016). A reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar catalisada por Cu(l) ocorre em
temperaturas mais brandas, é rapida e regiosseletiva, ou seja, sendo capaz de produzir somente o
1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido com altos rendimentos (Meldal; Tornge, 2008). O anel triazélico pode
ser utilizado em combinagdo com outros grupos farmacoéforos visando a obtencdo de novos compostos
mais eficazes e promissores, além de aumentar sua agdo e/ou diminuir a toxicidade dos compostos
puros (Haque et al., 2017).

O glicerol é um subproduto gerado em excesso na produgéo de biodiesel. Este alcool é uma matéria-
prima renovavel podendo ser utlizada nas industrias quimicas e farmacéuticas, porém o uso
convencional ndo é capaz de consumir o excesso de glicerol produzido, fazendo com que seu descarte
indevido ocasione impactos negativos ao meio ambiente. Dessa forma, novas pesquisas destinadas a
diminuir este excesso produzido devem ser desenvolvidas (Monteiro et al., 2018). Diante disso, este
trabalho teve como obijetivo realizar a sintese de cinco 1,2,3-triazéis-1,4- dissubstituidos, utilizando o
glicerol como material de partida, e avaliar seu potencial citotoxico e antiviral sobre o pseudovirus
expressando proteina S de SARS-CoV-2.

Metodologia

A sintese geral dos derivados triazélicos (4k-40) seguiu a metodologia descrita por Barcelos et al.
(2022) (Esquema 1).

Esquema 1 — Proposta geral de sintese dos triazois (4k-40) derivados do glicerol
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Fonte: Os autores.

O teste citotdxico foi realizado utilizando células Vero E6 com superexpresséo de receptor ACE2
tratadas com os derivados triazélicos sintetizados (Ferreira et al., 2012). A viabilidade das células foi
realizada por meio do ensaio colorimétrico do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazodlio (MTT). As células (5x10* células) foram adicionadas em placas de 96 pogos contendo 0 meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) contendo penicilina (100 U mL™1), estreptomicina (100 pg mL™?)
e 10% de soro fetal bovino (SFB). As células virais foram incubadas em estufa por 24 horas a 37 °C
com 5% de CO2. Posteriormente, uma solucdo contendo todos os derivados triazélicos nas
concentracdes de 10 ou 50 pug mL-! foi adicionada aos pocos das placas e mantidas por mais 48 horas
nas mesmas condi¢Bes. Todas as concentracdes foram testadas em quadruplicatas. Apds este tempo,
10 pL de solucdo de MTT na concentracdo de 5,0 mg mL-! foi adicionado aos pocos e incubado por
mais 4 horas. Apés o término das 4 horas, 0 meio de cultura foi removido e os sais sélidos formados
foram dissolvidos em 100 uL de DMSO. A solucédo foi entdo analisada em um leitor de microplacas
(SpectraMax M5 - Molecular Devices) em 570 nm.

A andlise antiviral dos 1,2,3-triazéis (4k-40) foi realizada a partir da utilizacdo do pseudovirus
expressando a proteina S de SARS-CoV-2, conforme descrito por Nie et al. (2020). As células Vero E6
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superexpressoras de ACE2 foram adicionadas em placas de 96 pogos, com uma densidade de 5 x 104
células por pogo, em um volume de 250 pL de meio RPMI suplementado com 10% de SFB. As placas
foram incubadas a 37 °C e 5% de CO: por 24 horas. Em seguida, foram adicionadas 5 x 106 particulas
de pseudovirus de SARS-CoV-2 (eENZYME, Estados Unidos), composto por Maloneymurine Leukemia
Virus (MLV) deficiente em replicacéo e expressando a proteina S de SARS-CoV-2 na superficie. Apés
a infeccdo viral, os compostos recém-sintetizados foram adicionados nas concentracfes de 10 yug mL-
1 ou 50 pg mL1. As placas foram incubadas novamente a 37 °C e 5% de CO:2 por mais 24 horas. Em
seguida, foram adicionados 50 L de substrato de luciferase (eENZYME, Estados Unidos) e a detec¢éo
do sinal foi realizada em um leitor de microplacas de luminescéncia (PerkinElmer). A porcentagem de
infeccao foi calculada comparando cada tratamento com o grupo controle néo tratado. Como controles
positivos de atividade antiviral, foram utilizados Remdesivir (Remd) e um anticorpo monoclonal
neutralizante contra a proteina Spike do SARS-CoV-2 (Ant) (eEENZYME, Estados Unidos). Os
experimentos foram realizados em quadruplicatas.

Resultados

Por meio da rota sintética ja estabelecida na literatura, os cinco derivados triazélicos foram obtidos
em apenas quatro etapas reacionais, utilizando o glicerol, subproduto do biodiesel, como material de
partida. Todos os compostos foram obtidos com rendimentos satisfatérios, sendo os 1,2,3-triaz6is
sintetizados com rendimentos superiores a 70%. Além disso, a estrutura quimica dos mesmos foram
caracterizados por meio da espectroscopia no Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de *H
e de 13C e por espectrometria de massas (Barcelos et al., 2022).

Na Figura 1, observa-se a analise da atividade citotoxica direta dos compostos triazolicos (4k-40)
sobre células Vero E6. Os resultados demonstram que 0s compostos ndo apresentaram toxicidade nas
concentracdes de 10 e 50 ug mL?! e que podem ser avaliados quanto a atividade antiviral. Na
concentracdo de 50 pg mL%, os compostos sintetizados apresentaram valores maiores da viabilidade
das células quando comparados ao produto comercial (remdesivir), tornando-os menos citotéxicos
sobre as células Vero E6.

Figura 1 - Atividade citotéxica dos compostos 4k-40 sobre células Vero E6 superexpressora de
ACE2. Controles: C1 (DMSO 0,05% em meio de cultura); C2 (DMSO 10,00%); Remd (remdesivir) e
Ant (anticorpo monoclonal neutralizante contra Spike protein de SARS-CoV-2).
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Fonte: Os autores.

Na Figura 2, observa-se a atividade atividade antiviral dos compostos triazdlicos (4k-40) contra
pseudovirus expressor de proteina S de SARS-CoV-2. Embora os controles positivos Remd e Ant na
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concentracao de 50 pg mL- tenham demonstrado capacidade de inibir a infecgéo viral em menos de
20%, os compostos 4k-40 ndo apresentaram atividade de inibi¢do da infeccéo viral (superior a 80%)
nas concentracdes avaliadas.

Figura 2 - Atividade antiviral dos compostos 4k-40 contra pseudovirus expressor de proteina S de
SARS-CoV-2. Controles: C1 (DMSO 0,05% em meio de cultura); C2 (meio de cultura sem o virus);
Rend (remdesivir) e Ant (anticorpo monoclonal neutralizante contra Spike protein de SARS-CoV-2).
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Fonte: Os autores.

Discusséo

A sintese dos derivados triazolicos (4k-40) seguiu a metodologia de reagao “Click chemistry“ entre
a azida orgéanica (3) e diferentes alcinos terminais, utilizando o cobre (I) como catalisador da reagéo.
Na reacgédo de cicloadicao, a utilizagdo do cobre como catalisador promove um aumento de 107 vezes
na velocidade da reacgédo, além de favorecer a formagédo exclusiva do regioisdmero 1,4-dissubstituido
(Sharpless; Kolb; Finn, 2001). Dessa forma, no presente estudo a rota sintética utilizada para obtengéo
dos cinco derivados triazdlicos se mostrou de facil execug¢éo, com baixos tempos reacionais, capazes
de ocorrer em baixas temperaturas e com bons rendimentos, sendo estes superiores a 70%. Costa et
al. (2020) também realizaram a sintese de nove novos derivados triazolicos obtidos a partir do glicerol
utilizando a Click Chemistry. Os triazois foram obtidos com rendimentos variando entre 75% e 94%,
confirmando assim a eficiéncia da reacao click na obtencdo de derivados triazélicos.

Os compostos sintetizados (4k-40) foram avaliados quanto a sua citotoxicidade e atividade antiviral
contra SARS-CoV-2. As andlises indicaram que esses compostos ndo exibiram citotoxicidade em
relagdo as células Vero E6 com superexpressdao de ACE2, mostrando um perfil favoravel em
comparacdo com controles positivos Remdesivir e o anticorpo monoclonal neutralizante contra a
proteina Spike do SARS-CoV-2. Em termos de atividade antiviral, os compostos foram testados contra
um pseudovirus que expressa a proteina Spike do SARS-CoV-2 em concentragfes de 10 e 50 pg/mL.
Os resultados demonstraram que 0s compostos ndo mostraram nenhuma atividade inibitdria
significativa contra a infeccdo viral nessas concentracdes. Isso sugere que, embora 0os compostos
triazolicos ndo sejam toxicos, eles podem ndo inibir efetivamente a entrada ou replicagéo viral com
base no teste empregado. Mais pesquisas sdo necessérias para avaliar o potencial desses compostos
na inibicdo da replicagdo do SARS-CoV-2 e na producéo de particulas virais infecciosas, como testes
diretos com virus vivo e ativo, essenciais para uma avaliagdo abrangente de sua eficacia antiviral.

Conclusao
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A reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar, que se enquadra dentro do conceito de reagdo “Click
Chemistry”, mostrou-se eficiente para sintese de derivados 1,2,3-triazélicos a partir do glicerol, sendo
obtidos com altos valores de rendimento e alta seletividade. Além disso, a rota mostrou-se simples e
de facil execucdo, com apenas quatro etapas reacionais.

Os compostos triazélicos (4k-40) nao demonstraram inibicdo da infeccéo viral nas concentracdes
testadas. No entanto, como ndo apresentaram citotoxicidade, ainda é possivel avaliar esses compostos
em novas concentracdes, além de estudar outros mecanismos de inibicdo de infec¢des virais.
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