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RESUMO

Neste trabalho foram sintetizados novos derivados de azido glicero-pirimidinicos
e 1H-1,2,3-triazol glicero—pirimidinicos. Inicialmente foi obtido o carbonato de
glicerol tosilado 45 e o azido—glicerol carbonato 47 com rendimentos de 61% e
79%, respectivamente. N3-Benzoilacdo das bases pirimidinicas foi realizada
empregando irradiagdo de micro-ondas para obtencao dos compostos 44a-c em
bons rendimentos. Em seguida, foram sintetizadas as bases pirimidinicas
propargilicas 46a-c através da reacao entre as bases pirimidinicas protegidas e
o brometo propargilico, obtendo-se rendimentos que variaram entre 57% e 93%.
A reacgdo entre os alcinos terminais e o azido-glicerol carbonato 47 via
cicloadicéo 1,3-dipolar catalisada por sais de cobre (CuAAC) forneceu os triazois
pirimidinicos inéditos 50a-b com bons rendimentos. Em uma segunda rota, foi
realizado a sintese dos glicero-pirimidinicos 48a-b através da reacdo entre
bases pirimidinicas protegidas (N-benzoila) e do carbonato de glicerol tosilado
45. Depois, sob condi¢cbes de refluxo, empregando uma mistura binaria de
solventes DMF:DMSO, foi feito a abertura do anel carbonato dos glicero-
pirimidinicos 48a-b com azida de sodio (NaNs), formando assim, as inéditas
azido glicero—pirimidinas 49a-b. Dentre os compostos sintetizados, alguns deles
foram direcionados para a avaliagdo de citotoxicidade através do método MTT
frente a linhagens de células Vero e HepG2. O composto 50a foi menos toxico
em células Vero e HepG2 apresentando um valor de CC2o e CCso maior que
1000 uM. Em contrapartida, o composto 46a foi 0 mais téxico em células Vero,
com valor de CCz0de 10,7 uM e o composto 49b foi o de maior toxicidade em
células HepG2 com um valor de CCz de 14,5 uM. Os resultados de CCxzo e de
viabilidade celular mostraram que 0s compostos testados tém baixa
citotoxicidade e podem ser avaliados contra virus em doses maiores com maior
seguranca. Por fim, foi realizado a atividade antiviral contra o ZIKV em células
Vero, e constatamos que os derivados azido glicero-pirimidina 49b e triazol-
pirimidinico 50a apresentaram uma moderada atividade antiviral. O intermediario
N-propargilico 46a mostrou um resultado interessante de atividade antiviral com
ICs0 de 0,7 uM e um indice de seletividade (SI) de 1040,3.

Palavras-chave: glicerol; triazol; pirimidina; antiviral.



ABSTRACT

In this work, new azido glycero-pyrimidine and 1H-1,2,3-triazole glycero-
pyrimidine derivatives were synthesized. Initially, tosylated glycerol carbonate 45
and azido-glycerol carbonate 47 were obtained with yields of 61% and 79%,
respectively. N3-Benzoylation of pyrimidine bases was performed using
microwave irradiation in the preparation of compounds 44a-c in good yields.
Then, the propargylic pyrimidine bases 46a-c were synthesized through the
reaction between the protected pyrimidines and propargyl bromide in moderate
to good vyields (57-93%). The reaction between terminal alkynes and azido-
glycerol carbonate via 1,3-dipolar cycloaddition reaction catalysed by copper
salts (CuAAC) provided the synthesis of novel pyrimidine triazoles 50a-b with
good yields. In a second route, the synthesis of glycero-pyrimidines 48a-b was
carried out through protected pyrimidine bases (N-benzoyl) and tosylated glycerol
carbonate. Then, under reflux conditions, using a binary mixture of solvents
DMF:DMSO, the carbonate ring of the glycerol-pyrimidines was opened with
sodium azide (NaNs) furnishing glycero-pyrimidine azides 49a-b. Among the
synthesized compounds, some of them were evaluation for cytotoxicity against
Vero and HepG2 cell lines. Thus, compound 50a was less toxic in Vero and
HepG2 cells with CC20 and CCso values greater than 1000 uM. In contrast,
compound 46a was the most toxic in Vero cells with CCzo value of 10.7 yM, and
compound 49b was the most toxic in HepG2 cells with CCzo value of 14.5 uM.
The CC2o and cell viability results showed that the tested compounds have low
cytotoxicity and can be evaluated against viruses at higher doses with greater
safety. Finally, antiviral activity against ZIKV was performed in Vero cells, and we
found that compounds 49b and 50a showed moderate antiviral activity. The N-
propargyl intermediate 46a showed an interesting result in antiviral activity with
ICs00f 0.7 uM and a selectivity index (SI) of 1040.3.

Keywords: glycerol; triazole; pyrimidine; antiviral.
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1 INTRODUCAO

A sintese de compostos heterociclicos biologicamente ativos tem
despertado o interesse da comunidade cientifica no sentido de possibilitar a
descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos. Neste contexto, 0s
compostos heterociclicos se caracterizam por possuir uma ampla gama de
aplicacbes em termos de produtos terapéuticos, exibindo assim, inimeras
atividades biolégicas (CANDUZINI, 2012). Tais compostos desempenham um
papel vital no metabolismo de todos os seres vivos, e estdo envolvidos em quase
todos 0s processos bioquimicos necessarios a manutencdo da vida (PEARCE,
2017). Dentre os compostos heterociclicos aromaticos nitrogenados destacam-
se a classe do azol, englobando o pirrol (1), tiazol (2), oxazol (3), pirazol (4),
imidazol (5), 1,2,3 —triazol (6), 1,2,4 —triazol (7), tetrazol (8) e pentazol (9) (MELO
et al., 2006). A diversidade estrutural desta classe pode ser observada na Figura
1.

H H H
N S O N
N
) S 0y
1 2 3 4 5
H H H H
N N N, N,
I\!\ / « » « I!\| AN /1
N N=N N-N N=N
6 7 8 9

Figura 1: Diversidade estrutural dos heterociclos aroméaticos azdlicos (MELO et al.,
2006).

Entre os compostos N-heterociclicos, o 1,2,3 triazol (6) ganhou-se
notoriedade devido ao seu amplo uso em quimica sintética e medicinal, sendo
considerado um importante sistema farmacoférico (DUGDU et al., 2016). A rota
sintética mais popular para a sintese de 1,2,3 triazois € por meio da cicloadicéo
1,3-dipolar de Huisgen via catélise pelo Cu (1) entre alcinos e azidas organicas,
com a formacdo regioespecifica do regioisobmero 1,4 - dissusbtituido.
(BOZOROV, ZHAO, AISA, 2019). Dentro do universo da Click Chemistry, a
cicloadicdo 1,3-dipolar azida — alcino terminal via catalise por Cu (l), designada

de reacdo CuAAC, tem recebido uma atencao especial pelo fato de promover a
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obtencdo de compostos em curto periodo de tempo com potenciais aplicacdes

na area de materiais e na area bioldgica (FREITAS et al., 2011).

As propriedades favoraveis dos triazbis, a saber: carater dipolar
moderado, capacidade de formar ligacdes de hidrogénio, rigidez e estabilidade
sob condi¢des in vivo, sdo caracteristicas responsaveis por suas significativas
atividades biolégicas (THOMAS et al., 2011). Portanto, os derivados de 1,2,3
triazois apresentam diversas atividades bioldgicas, tais como: anticancer (XU,
ZHAO, LIU, 2019), antibacteriana (ZHANG, 2019), anti — HIV (FENG, 2020),
antitubercular (ZHANG et al., 2017), anti — leishmania (TEIXEIRA et al., 2018),
antiviral (KAOUKABI et al., 2018), antifungico (FU et al., 2017), entre outros.
Além disso, o nudcleo 1,2,3 triazdlico € encontrado em moléculas como
promissores produtos farmacéuticos, a qual podem se tornar medicamentos
disponiveis comercialmente (VICTOR et al., 2019). A Figura 2 a seguir

exemplifica os medicamentos atualmente em uso que contém o nudcleo 1,2,3

triazdlico.
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Figura 2. Exemplos de medicamentos em uso ou em avalia¢des clinicas contendo o
nacleo 1,2,3 triazdlico (ZHANG et al., 2017).

A presenca dos heterociclicos como componentes chaves em processos

biolégicos, a exemplo, os acidos nucleicos, que séo derivados das nucleobases
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(purina/pirimidina) se configuram como sendo fundamental para o mecanismo
de replicacdo (ARORA et al., 2012). Sendo assim, os nucleotideos/nucleosideos
estdo envolvidos em diversos processos celulares, como a biossintese de DNA
e RNA. Por outro lado, os nucleosideos e analogos sintéticos sdo desenvolvidos
para incorporar ao DNA e RNA, de modo a inibir divisdo celular e a replicacdo
viral (JORDHEIM et al., 2013).

ModificacGes estruturais de analogos de bases nucleotidicas tem sido
pouco discutido na literatura. Entretanto, se configuram como uma classe de
compostos mais indicados para o tratamento do cancer e de doencas virais.
Neste interim, as bases nucleotidicas tem se tornado uma realidade na
guimioterapia antiviral. A Figura 3 mostra as estruturas dos quimioterapicos
antivirais, como: zidovudina- AZT 15 (HIV), tenofovira 16 (Hepatite B) e aciclovir
17 (Herpes).
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Figura 3. Exemplos de analogos de nucleobases usadas na quimioterapia antiviral.

O desenvolvimento sustentavel de novos produtos baseados em matérias
primas baratas estdo sendo largamente estudadas, o carbonato de glicerol (GC)
tem chamado ateng&o em funcéo de valorizar o glicerol residual. O carbonato de
glicerol configura-se como molécula que contém um grupo hidroxila e um grupo
2-0x0-1,3- dioxolano e é promissor por duas razdes, sao elas, ampla reatividade
e inumeras aplicacdes (SONNATI et al., 2013).

Neste estudo, foi utilizado o carbonato de glicerol (GC) como bloco de
construcdo verde proveniente do glicerol. A priori, a estratégia sintética visa
agregar valor aos insumos oriundos de fontes renovaveis, bem como, acoplar a
unidade 1,2,3 triazélica com as nucleobases (purina/pirimidina). Assim, foi feito
a sintese dos azido-glicero-pirimidinicos, com a perspectiva de encontrar novas

substancias com potencial antiviral.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A Quimica do Carbonato de Glicerol

Nos Uultimos anos, tem sido realizados consideraveis esforcos no
desenvolvimento de novas tecnologias voltadas para a obtencédo de produtos
guimicos através de fontes renovaveis (PEITER et al., 2016). Sendo assim, o
desenvolvimento sustentavel de novos produtos quimicos através da
biodiversidade tem recebido boa aceitacdo da comunidade cientifica em
consonancia com o setor industrial, como estratégia econdmica e ambiental.
Dentre os produtos quimicos oriundos da biomassa, destaca-se o glicerol, o
principal subproduto proveniente da producdo de biodiesel (VILKAUSKAITE et
al., 2013).

O biodiesel como combustivel alternativo renovavel é obtido a partir da
reacao de transesterificacéo de triglicerideos com um alcool, o glicerol é formado
como coproduto primario (CHONG et al., 2020). O Esquema 1 mostra de forma
genérica a reacao para producao de biodiesel.

i
1
P
O R Rl “OMe
© 2 NaOH ou KOH ﬁ jl
R HO OH
/& + 3 MeOH — RZAOMe +
3 ° © o Glicerol
e it
o) RS~ “OMe
Triglicerideos Biodiesel

LRl, R? e R® = cadeia de hidrocarbonetos de 15 a 21 atomos de carbono}

Esquema 1. Reac&o geral para producéo de biodiesel (DIAZ-ALVAREZ et al., 2011).

A formacdo do coproduto representa 10 % (p/p) da producéo total de
biodiesel, ou seja, uma massa 0,10 Kg de glicerol bruto € gerado por Kg de
biodiesel (KAUR et al., 2020; TENG et al., 2014). O aumento na producao de
biodiesel na industria tem gerado um grande excedente de glicerol, levando a
uma tendéncia de queda no preco do glicerol bruto, acompanhado de um
desequilibrio na oferta e demanda deste produto quimico (GARCIA, GARCIA

MARIN, PIRES, 2013). Neste ponto, a busca por alternativas para 0 consumo
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desse volume extra de glicerol se estabelece em converte — lo em derivados de
alto valor agregado, de forma a tornar viavel economicamente a crescente
producio de biodiesel (BEATRIZ, ARAUJO, LIMA, 2011).

A busca por novas aplicacdes dos produtos de alto valor agregado reflete
num amplo espectro de derivados valiosos obtidos a partir do glicerol, sendo um
deles, o carbonato de glicerol (GC) (BENSEMHOUN, CONDON, 2012).
Diferentes métodos podem ser adotados para a sintese do GC, a Figura 3
representa as principais vias de sintese do carbonato de glicerol (GC) a partir do

glicerol.

ureia, MgSO,,
120-150 ° C, 54-72%

CI,COCOO0CCI,

piridina, CH,CI,, - 70° C

.

0
OH carbonato de etileno ou //(
Ho\)\/OH carbonato de dietila 2%
licerol " l\&
g i Na,CO,, 120-130° C, 68-88% 19 oy
CH,OCOOCH,

TBAB, 120 °C, 92%

CO +0,, CuCl

nitrobenzeno, 130 ° C, 96%

Figura 4. Principais rotas sintéticas para a obtencéo do carbonato de glicerol
(ROUSSEAU et al., 2009).
Dentre as varias abordagens descritas na literatura, € evidenciado a

transcarbonatacéo do glicerol com o dimetil carbonato (DMC) para obtencdo do
carbonato de glicerol (GC) (FIORANI, PEROSA, SELVA, 2018). Conforme
observado no Esquema (2) acerca do mecanismo de transcarbonatacdo, na
presenca de uma base, o glicerol é desprotonado no grupo hidroxila primario,

gerando o anion gliceréxido. Em seguida, o referido anion ataca o carbono da
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carbonila do DMC, formando o intermediario carbonato de metil glicerila, a qual
sofre uma reacao de ciclizacdo através de um ataque nucleofilico do oxigénio da
hidroxila secundaria a carbonila, assim, produzindo o GC e metanol (OCHOA
GOMEZ et al., 2009).

0 ,H‘/\
0
OH B’ OH /\\OAX%/ /R

Ho_L__ow Ho L _o + BH Ho. 0¥

>+ CHOH + B
o)

~

=0

O O 4 CHOH + B

HO\)—/

Esgquema 2. Mecanismo de transcarbonatacao catalisado por base (B") (OCHOA
GOMEZ et al., 2009).

O carbonato de glicerol como bloco de construcdo util no campo da
guimica organica, caracteriza-se por apresentar um comportamento dual, visto
gue possui um grupo hidroxila e um grupo 2—oxo — 1,3- dioxolano (NOMANBHAY
et al., 2020). Portanto, o carbonato de glicerol exibe ampla reatividade devido a
presenca de trés sitios eletrofilicos conferidos aos carbonos do grupo 2 — oxo —
1,3-dioxolano e um sitio nucleofilico atribuido ao oxigénio do grupo hidroxila
(SONNATI et al., 2013). Os sitios reativos da molécula do carbonato de glicerol
estéo representados na Figura 5.
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Figura 5. Sitios reativos do carbonato de glicerol (Adaptado de SIMAO et al., 2006).
Vale ressaltar que a reatividade da hidroxila primaria como sitio
nucleofilico pode ser empregada para ligar o CG a outras moléculas sem afetar
0 anel carbonato. De fato, o carbonato de glicerol pode atuar como nucledfilo
através do grupo hidroxila, da mesma forma que pode atuar como eletroéfilo

através dos atomos de carbono do anel carbonato (OCHOA GOMEZ et al.,
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2012). O Esquema 3 demonstra algumas reacdes, as quais o carbonato de

glicerol (GC) atua como nucledfilo através do grupo hidroxilico.

o O SN O—«R
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I . RSO,CI s RCOC %, X
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\_«——OSOZR \_Q—-OH 21
19 R: Etil, butil, octil, dodecanoil, palmitil,
R=CH;- 22 estearil, oleil
R = CH,-Ph- 23 PCl,
(x=cl)
O
M*X O/”\O X =OR 24, SR 25, N, 26, NRR' 27, C| 28, 1 29

\_«/X

Esgquema 3. Funcionalizacdo adicional do carbonato de glicerol por meio do grupo
hidroxilico (OCHOA GOMEZ et al., 2012).

A reatividade do carbonato de glicerol pode ser aproveitada numa
estratégia de sintese de analogos de compostos biologicamente ativos, onde
ocorre a possibilidade de acoplar diferentes grupos farmacoféricos, a fim de
potencializar determinadas atividades farmacoldgicas. Sendo assim, as azidas
organicas obtidas a partir GC configura-se como material de partida atil na
sintese, por exemplo de 1,2,3 — triazéis, mantendo-se o anel carbonato intacto

para reacdes futuras.

2.2.1,2,3 -Triazois 1,4 Dissubstituidos

Os triazois séo substancias de cinco membros hetero — aromaticos, visto
gue apresentam seis elétrons m, sendo assim, estes compostos podem exibir
trés estruturas tautoméricas, quando ndo ha substituintes nos atomos de
nitrogénio (MELO et al., 2006). Os compostos triazélicos sao obtidos
sinteticamente, no momento ndo ha relatos da presenca destes heterociclos em
fontes naturais (CANDUZINI, 2012). Como visualizado a seguir, 0 Esquema 4

aborda o equilibrio tautomérico dos 1,2,3 — triazéis.

N /N\ ﬂN\
// \N [ N-H =— (//N
\N/ N

H 1,2,3 - 4H - triazol
1,2,3 - 2H - triazol

1,2,3 - 1H - triazol

Esquema 4. Tautomerismo dos 1,2,3 — triazéis (MELO et al., 2016).
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O primeiro a estudar profundamente a cicloadicdo 1,3 dipolar azida —
alcino foi Rolf Huisgen através de uma reacéo classica térmica para formar 1,2,3
triazéis 1,4 e 1,5 dissubstituidos (CHETIA et al., 2018). Ao qual apresentava uma
série de desvantagens, como: altas temperaturas, longos tempos reacionais,
baixos rendimentos e a geracdo de uma mistura de regioisdmeros 1,4 e 1,5
dissubstituidos (FREITAS et al., 2011). A aplicacdo do Cu (I) como catalisador
relatado por Sharpless e Meldal viabilizou-se em condi¢cdes brandas a sintese
do regioisdbmero triazolico 1,4 dissubstituido com altos rendimentos, boa

regiosseletividade e tolerancia a diversos grupos funcionais (ZHENG et al, 2015).

Em contrapartida, a rota sintética (RUAAC) considerada uma alternativa
catalitica a reacdo CuAAC fornece os triazéis 1,5 dissubstituidos através da
catélise pelo o Ru (Il) ou complexos de ruténio (JOHANSSON et al, 2016). O
Esquema 5 ilustra a regiosseletividade da cicloadicéo 1,3 dipolar alcino — azida
(AAC).

1,23 triazol 1,5
regioisomérico

1,2,3 triazol 1,4
regioisomérico

Via térmica nao
catalitica

2
R
SN p
‘N7 R2 + N
1 N
R 1

Esquema 5. Possiveis rotas sintéticas de derivados de 1,2,3 triazdis (FENG et al.,
2020).

Dentre as varias metodologias investigadas para controlar a
regiosseletividade e para melhorar as condi¢des reacionais, destaca-se a reacao
de Cicloadicdo (C) 1,3 dipolar Alcino (A) — Azida (A) catalisada por (Cu (1)),
denominada de CuAAC (TOTOBENAZARA, BURKE, 2015). Sharpless
(ROSTOVTSEYV et al.,, 2002) e Meldal (TORNOE et al.,, 2002) relataram
independentemente a utilizacdo do Cu (I) para o processo de catalise da AAC,

empregando a reducéo de sais de Cu (lI) com ascorbato de sédio (Cu (1) gerado
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in situ) e sais de Cu (I), respectivamente. Assim, a cicloadicdo azida — alcino
(AAC), tem se consolidado como ferramenta poderosa para a sintese de triazoéis
(GOMES et al., 2019). Neste sentido, ciclo catalitico do Cu () na AAC esta
representado a seguir através de um mecanismo que envolve a participacdo de

um intermediario de cobre dinuclear, conforme mostrado no Esquema 6.
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Esquema 6. Proposta mecanistica para a reacdo CuAAC envolvendo um intermediario
de cobre dinuclear (WORRELL et al., 2013).

De acordo com Schulze e Schubert (2014), inicialmente € observado a
formacé&o do alcineto de cobre (A), seguido de uma coordenacao do segundo Cu
() no carbono a do alcineto (B). Posteriormente, ocorre o ataque nucleofilico em
N - 3 da azida pelo carbono B — vinilidénico do alcineto de Cu (I) dinuclear, com
a formacéo da ligagédo C — N (C), o complexo azido — alcineto resultante sofre
um acoplamento oxidativo (D), acompanhado de uma contracdo do anel via
eliminacao redutiva, fornecendo assim, o triazolideo ligado ao Cu (I) (E). Por fim,
o triazol (F) é formado via protondlise do triazolideo em consonancia com a

regeneracao do Cu (I) para o ciclo catalitico.

Todos estes aspectos citados acerca da reagdo CuAAC se enquadram no

universo da Click Chemistry. Sendo assim, as reacdes entre azidas e alcinos
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organicos catalisados por Cu (I) é considerado um prototipo da Click Chemistry
(HALDON, NICASIO, PEREZ, 2015). O foco principal da Click Chemistry é a
criacdo de ligagbes carbono — hereroatomo, além de abarcar um conjunto de
reacbes que devem ser rapidas, estereoespecificas, simples de execucéao/
purificacdo e de altos rendimentos (KOLB, SHARPLESS, 2003). Dentre as
reacbes que se encontram no universo da Click, ressaltasse, a abertura
nucleofilica de epdxidos e aziridinas, Diels - Alder, cicloadicdo 1,3-dipolar, adicdo
a ligacdo multipla carbono — carbono, dentre outras (KOLB, FINN, SHARPLESS,
2001).

O amplo escopo biologico dos triazdis pode ser atribuido a algumas
caracteristicas, a saber: formacédo de ligacdo de hidrogénio, dipolo — dipolo,
empilhamento m, além de exibir bioisosterismo em relacdo as amidas (DHEER,
SINGH, SHANKAR, 2017). Em comparacdo as amidas, os triazois tem a
vantagem de apresentar alta estabilidade em termos de condi¢des de hidrdlise,
oxidacdo e reducdo (CHRYSINA et al., 2009). A substituicdo das ligacdes
amidicas pelo nucleo triazdlico pode acarretar numa atividade biol6gica
melhorada (MALIK et al., 2020). O exemplo na Figura 5, retrata a substituicao

supracitada no farmaco anticancer Imatinib.
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Figura 6. Substituicdo bioisostérica entre a Imatinib e seu analogo triazélico (MALIK
et al., 2020).

A importancia biolégica dos triazois € incontestavel, mas a sua aplicacéo
nao restringe apenas ao escopo farmacoldgico. Abrange também outras areas,

como: agroquimicos, quimica de materiais, polimeros, catalise e etc.
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2.3 Cicloadic¢éo 1,3-Dipolar

Como visto anteriormente, 0 método mais popular para a sintese de 1,2,3
triazois é via cicloadicéo 1,3-dipolar alcino terminal — azida organica, conhecida
como cicloadi¢cdo de Huisgen. De fato, a adicdo de um 1,3-dipolo a um alceno
ou alcino (dipolardéfilo) € uma reagcdo classica em Quimica Orgéanica, a qual
envolve a formacdo de anéis de cinco membros (GOTHELF et al., 1998). O
Esquema 7 abaixo demonstra a reacao de cicloadicdo entre 1,3-dipolo e um
dipolardfilo.
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cicloaduto
dipolarofilo

Esquema 7. Formacéo do cicloaduto pela interagdo entre 1,3-dipolo e um dipolardfilo.

De acordo com Gothelf et al (1998), o 1,3-dipolo pode ser classificado em
dois diferentes tipos, sao eles, anion tipo alila e o &nion do tipo propargila/ alenila.
O primeiro com hibridizacdo sp? (geometria angular), configura-se por apresentar
4 elétrons m em trés orbitais P; paralelos ao plano do dipolo, por outro lado, o
segundo tipo de anion com hibridizacao sp (geometria linear) caracteriza-se pela
presenca de um orbital = extra localizado no plano ortogonal ao orbital molecular.
O 1,3-dipolo é definido como uma estrutura XYZ, onde o elemento central pode
ser nitrogénio, oxigénio ou enxofre. A Figura 7 representa as estruturas de

ressonancia dos anions do tipo alila e propargila/alenila.

Anion do tipo alila
® ®
Y.
Z N8 N S

X 4

Anion do tipo propargila/alenila

] S} S} [©]
X—=Y——2Z s X—=—=Y—=Z

Figura 7. Representacao das estruturas de ressonancia dos 1,3-dipolos (Adaptado de
BREUGST, REISSIG, 2020).

Compreende-se que a cicloadicdo 1,3-dipolar ocorre por meio de um
processo concertado, em analogia a reagcédo Diels — Alder, onde o 1,3-dipolo

reage com um sistema 4  de férmula XYZ com um dipolardéfilo “A=B” com 2



30

7 elétrons para fornecer o anel de cinco membros (BREUGST, REISSIG, 2020).
Suportada por evidéncias experimentais, a reacdo dipolo — dipolaréfilo é
considerada de segunda ordem com pouca influéncia do solvente, bem como,
as adicdes a alquenos cis ou trans sdo estereoespecificas (SANTOS, 2006). E
sabido que os orbitais de fronteira governam as interacdes entre o dipolo e 0
dipolardfilo, tais sobreposi¢ces orbitalares na cicloadicdo sédo subdivididas em

tipo | e tipo Ill, conforme visualizado na Figura 8.
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Figura 8. Representacao dos orbitais de fronteira e as interagdes orbitalares dipolo —
dipolardfilo via cicloadicdo 1,3-dipolar (SANTOS, 2006).

A Teoria do Orbital Molecular de Fronteira prevé que as interacdes mais
importantes ocorrem entre o Orbital Molecular de mais Baixa energia (LUMO) de

um reagente com o Orbital Molecular de mais Alta energia (HOMO) de outro
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reagente (MOREIRA, 2019). Sendo assim, as reacfes de cicloadicdo sdo
controladas principalmente pela interacdo HOMO (dipolo) — LUMO (dipolardfilo),
designada de interacéo tipo | e outras pela interacdo LUMO (dipolo) — HOMO
(dipolardfilo), intitulada de interacéo tipo Il (PADWA, 1986).

A principio, a cicloadiacao 1,3-dipolar térmica entre azida (dipolo) e o
alcino (dipolaréfilo), fornece uma mistura regioisomérica de 1,2,3 triazéis 1,4 e
1,5 dissubstituidos. A falta de regiosseletividade é justificada pelo resultado
direto dos orbitais moleculares desocupados de baixa energia da ligagéo tripla
C-C, de modo que a reacao é controlada pelas interac6es dipolo — HOMO e
dipolo — LUMO simultaneamente (HOWELL, SPENCER, PHILP, 2001).

2. 4 Sintese de Derivados Pirimidinicos

A importancia das nucleobases purinicas e pirimidinicas é incontestavel,
visto que fazem parte da constituicdo dos nucleotideos/ nucleosideos
encontrados nas estruturas do DNA e RNA. Além disso, a nucleobase
pirimidinica heterociclica que é o constituinte bésico essencial do material
genético demonstrou uma série de atividades biolégicas, em consequéncia 0s
derivados de pirimidina sdo conhecidos por suas extensas aplicacdes
terapéuticas (KUMAR, NARASIMHAN, 2018; PATIL, 2018).

Sendo assim, a literatura relata um amplo escopo clinico para os
derivados de pirimidina, que s&o o0 seguinte: antimicrobianos, analgésicos,
antivirais, antiinflamatérios, anti — HIV, antituberculares, antitumorais,
antineoplasicos, antimalaricos, entre outros (SINGH, CHOUHAN, 2014). Esta
gama de possibilidades advém da capacidade dos derivados de pirimidina de
interagir com macromoléculas biologicas, receptores, enzimas e acidos
nucleicos (RAMESH, VIJAYAKUMAR, KANNAN, 2020). Os anéalogos de
nucleotideos estdo sendo desenvolvidos como forma de mimetizar as fungdes
fisioldgicas dos nucleotideos naturais a fim de interferir no metabolismo celular,
por conseguinte ser incorporados ao DNA e RNA para inibir a divisdo celular e a
replicacdo viral (LAPPONI et al., 2016). Por esta razdo, os derivados de
nucleobases (purina/pirimidina) tem sido destacado na descoberta de

promissores medicamentos antivirais e anticancer. Exemplos de alguns
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medicamentos que contém nucleobases pirimidinicas utilizadas no tratamento

do cancer e de infec¢Bes virais estdo representados na Figura 9.
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Figura 9. Estruturas quimicas de medicamentos empregados no tratamento do cancer
e de infecgdes virais (RAMESH, VIJAYAKUMAR, KANNAN, 2020).

Os derivados de wuracila tém um espectro interessante como
guimioterapicos, a citar o 5 — fluorouracil que é utilizado no tratamento do cancer.
No entanto, além do escopo biolégico que é fundamental, a uracila estabelece a
formacdo de tautbmeros, sendo a forma dicarbonilica mais estavel,
apresentando assim a menor energia de Gibbs (AG29sk) em relacdo as formas
2-hidroxipirimidin-4(3H)-ona e  4-hidroxipirimidin-2(1H)—-ona  (BONCEL,
GANDELA, WALCZAK, 2010). O tautomerismo da uracila é observado a seguir
(Esquema 8).

0 OH 0 0 OH OH
NH Z NH NH N N s

[ L= — LA ﬁ' A f

NH&O \N/go N/)\OH NHJ\OH NH&O N/)\OH

Esquema 8. Possiveis tautdmeros da uracila.

Em termos de reatividade, a uracila € suscetivel ao ataque por eletréfilos

com énfase aos atomos de nitrogénio, oxigénio e C-5, e ataques por nucledfilos
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com énfase aos carbonos C - 6 ou C - 5 para derivados de uracila (BONCEL,
GONDELA, WALCZAK, 2008). A desprotonacao da uracila no N -1 conduz a
uma disperséo de carga negativa em funcdo da deslocalizacédo de elétrons entre
0s atomos de nitrogénio e oxigénio, por isso os eletréfilos sédo atacados

principalmente nos referidos sitios (Esquema 9).

G NH L, N G HN/E
L = e |

E
s I
s
o NH ~O
c E
‘ NH
N)ko

Esquema 9. Desprotonacdo N -1 e a consequente dispersdo da carga negativa na
reatividade dos derivados de uracila (BONCEL, GONDELA, WALCZAK, 2008).

Utilizando da reatividade das bases uracila e timina para a sintese de
nucleobases de pirimidinas mono e bis - alquiladas, Takur e colaboradores
(2014), descreveu a sintese de uma série de analogos de nucleosideos, as quais
foram obtidos pela reacdo CuUAAC entre azido —agUcares com as referenciadas
bases mono (37) e bis — alquiladas (38) (Esquema 10). Tais compostos foram

avaliados frente a sua atividade inibidora a enzima « - glicosidase in vitro.
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Re b @) CuSO, .5H,0 (10 mol%)
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\
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X

R= CH, (38b) B

Esquema 10. Sintese de anélogos de nucleosideos pirimidinicos contendo o
nucleo 1,2,3 — triazdlico (TAKUR et al., 2014).

Com base no significativo espectro bioldgico dos derivados pirimidinicos
e triazdlicos, a nossa pesquisa esta interessada na sintese de novos glicero —
pirimidinicos como potenciais opc¢des terapéuticas contra os virus da Zika e do
Sars-CoV-2. De fato, foi realizado preliminarmente os testes de citotoxicidade via
0 método MTT frente a linhagens de células Vero e HepG2, assim como, foi
realizado a atividade antiviral contra o ZIKV em células Vero, empregando como

controle positivo, o composto 6MMPr.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Sintetizar novos glicero — pirimidinicos a partir das bases pirimidinicas

protegidas e de derivados do carbonato de glicerol (GC), bem como, avaliar o

potencial citotéxico e atividade antiviral contra o ZIKV.

3. 2 Especificos

v

Sintetizar o carbonato de glicerol tosilado (45) e do azido — glicerol
carbonato (47) a partir do carbonato de glicerol (GC);

Obter as bases pirimidinicas monoalquiladas (46a - c) através da reacao
entre as bases protegidas (44a - ¢) e o brometo propargilico;

Possibilitar a reacao entre o carbonato de glicerol tosilado (45) e as bases
protegidas (44a - b);

Sintetizar os azido - glicero — pirimidinicos (49a — b) a partir da abertura
do anel carbonato do composto (48a — b);

Promover a reacédo de cicloadicdo 1,3-dipolar entre o azido — glicerol
carbonato (47) e as bases pirimidinicas monoalquiladas (46a - b);
Realizar a atividade citotoxica dos compostos;

Avaliar a atividade antiviral contra o ZIKV.
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3.3 Estratégia Sintética

O planejamento sintético consiste em duas rotas sintéticas, a primeira rota
envolve a sintese dos azido - glicero — pirimidinicos (49a — b) a partir do
carbonato de glicerol tosilado (45) e das bases protegidas (44a — b), seguido da
abertura do anel carbonato. Entretanto, a segunda via sintética inicia com a
obtencdo das bases pirimidinicas monoalquiladas (46a - c), posteriormente é
realizado a cicloadicéo 1,3-dipolar dos alcinos terminais com o azido — glicerol

carbonato (47), a qual fornecera os triazois pirimidinicos (50a — b).

i i @
R\?JNH o R ez J‘:Z
NH ~O NH ~O N° 0
R = H 44a, CH, 44b, F 44c = (46a - c)
i
(\i o o
o~ o L«,
L& @7 —Ns
(45) OTs
2 i
RfNBZ <« 7 R\fNBz
NS0 S N0
o0 .
o) N=N
(48a - b) (50a - b)
0
g
NH
| N) ~o
HO
N3
(49a - b)

Esquema 11. Estratégia sintética na preparacdo dos derivados de triazois e azido-
glicero-pirimidinicos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Procedimentos gerais

O dimetilformamida (DMF) foi destilado com o agente secante hidreto de
célcio (CaH2), e a peneira molecular (4A) foi adicionada, apds ser acondicionada
na estufa com ativacao na mufla a 300°C. Para viabilizar as reac¢des, empregou-
se condicOes anidras, atmosfera inerte de argonio e os solventes utilizados foram
adequadamente secos. Os reagentes utilizados foram obtidos pela Sigma —
Aldrich. Os progressos das reacfes foram acompanhados via cromatografia em
camada delgada (CCD), e reveladas sob luz ultravioleta a 365 nm e também por
meio da imersdo em uma solucdo de permanganato de potassio (KMnQOa). A
purificag@o dos produtos foi realizada a partir da cristalizagdo com agua destilada
e acetona numa proporcdo 1:1, assim como, a purificacdo ocorreu também
através da cromatografia em coluna, empregando silica gel 60 e sistemas de

eluentes de diferentes proporcdes e polaridades.
4.2 Equipamentos

Os pontos fusao foram obtidos através do aparelho PFM Il da Bio San —
PFM Il no Laboratério de Sintese de Compostos Bioativos (LSCB-UFRPE) e
algumas reagOes foram realizadas no micro-ondas monomodo modelo CEM
Discover (LSCB-UFRPE). Em relacéo a determinagéo das rotagdes especificas,
foram realizadas no polarimetro Anton Paar, modelo MCP200 (LSCB-UFRPE).
Para elucidacdo estrutural dos compostos, os espectros de RMN de 'H e 3C
foram registrados no equipamento Varian modelo Unity Plus de 400 MHz e 100
MHz (Central Analitica DQF/UFPE). O tetrametilsilano (TMS) foi usado como
referencial e os solventes para analise de RMN foram o cloroférmio deuterado
(CDClz3) e dimetilsulféxido deuterado (DMSO — ds). Os deslocamentos quimicos
() estdo expressos em partes por milhdo (ppm), e as constantes de
acoplamento (J) estdo representadas em Hertz (Hz). O infravermelho foi
realizado no espectrofotbmetro IR-Tracer-100 Shimadzu via ATR (LABMAQ-
UFRPE).
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4.3 Sintese do (2 - oxo - 1,3 dioxolan - 4 - il) metil 4 -

metilbenzenossulfonato (45) [CAS Reg. N°949895-84-5]

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado 7,874 g (66,64 mmol) do CG
solubilizado em 10 mL de DMC pré-seco. Em seguida, acrescentou-se gota a
gota de uma solucéo de 12,7 g (66,61 mmol) do cloreto de 4-toluenossulfonila
em 19 mL de DCM sob atmosfera inerte e banho de gelo. Posteriormente, foi
adicionado 15,7 mL de trietilamina, a mistura reacional permaneceu em agitacédo
por 16 h a temperatura ambiente. Apés o consumo total do material de partida
acompanhada por CCD, realizou-se a diluicdo da mistura reacional com 50 mL
de DCM e lavou-se com (3 x 50 mL) de 4gua destilada, solu¢do de HCl & 0,2 M
(1 x 10 mL) e uma solugao saturada de NaHCOs (1 x 10mL). Por fim, ocorreu-se
a extragcdo com (3 x 10 mL) de CH:Cl. da fase aquosa, a fase organica foi seca
com Na2SO4 anidro, o solvente foi removido no rotaevaporador e a purificacdo

do produto foi feita por meio da cristalizagdo com hexano e AcOEt.

Rendimento 61%; 10,9 g; PF = 110 -112 °C; Rr = 0,6 (AcOEt — 100%); RMN H
(400 MHz, CDCls): & 7,81 (d, 2H, H6 e H10, J = 8,2 Hz); 7,39 (d, 2H, H7 e H9, J
= 8,2 Hz); 4,91 — 4,86 (m, 1H, H3); 4,54 (tap, 1H, H1, J = 8,6 Hz); 4,36 (dd, 1H,
H1’, J = 5,88 Hz € 9 Hz); 4,23 (tap, 2H, H4 e H4’, J = 3,92 Hz); 2,47 (s, 3H, H11).
RMN 13C (100 MHz, CDCls): & 153,7; 145,8; 131,8; 130,2; 128,0; 72,9; 67,1; 65,
5; 21,7. IV (ATR/cm™): 2924 (C-H), 1794 (C=0), 1595 (C=C), 1361 e 1159
(S=0).

4.4 Sintese do 4-(azidometil)-1,3-dioxolan-2-ona (47) [CAS Reg. N°949896-
03-1]

Em um tubo apropriado para micro-ondas (MO) adicionou-se 0,268 g (1 mmol)
do CGT solubilizado em 3 mL de DMF (seco) para posterior adicdo de 0,13 g (2
mmol) de NaNs, levando a mistura reacional ao MO a 70° C (150W). Ao fim da
reacdo em 30 min, a mistura reacional foi concentrada no evaporador rotatorio

para retirada do DMF, em seguida lavou-se com hexano e ocorreu a extracao
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com acetato de etila (3 x 15 mL) e agua, a fase orgéanica foi seca com NaSOa4

anidro, obtendo-se um 6leo viscoso incolor.

Rendimento 79%; 113 mg; Rt = 0,77 (AcOEt — 100%); RMN 'H (400 MHz,
CDCls): & 4,87 — 4,82 (m, 1H, H3); 4,54 (dd, 1H, H1, J = 8,6 e 8,6 Hz); 4,31 (dd,
1H, H1', J=6,24 e 8,6 Hz); 3,72 (dd, 1H, H4, J = 3,92 e 13,72 Hz); 3,56 (dd, 1H,
H4’, J = 3,92 e 13,72 Hz). RMN 13C (100 MHz, CDCls): 154,2; 74,2; 66,3; 52,0.
IV (ATR/cm1): 2933 (C-H), 2081(N3), 1774 (C=0).

4.5 Procedimento da N3-benzoilacdo das bases pirimidinicas (44a-c)

Em um tubo de micro-ondas, para 1 equiv. (1 mmol) da base pirimidinica (44a-
C) em acetonitrila seca (2,6 mL) e piridina seca (24 equiv.), foram adicionados 3
equiv. de cloreto de benzoila. A mistura reacional foi submetida a radiacao de
micro-ondas (150W) por 40 min a 80°C, posteriormente concentrada no
evaporador rotatério para realizar extracdo com acetato de etila (3x15 mL) e
agua. A fase orgéanica foi separada e evaporada, e o residuo foi dissolvido em
uma mistura de uma solugéo K2COs3 0,5 M (3 mL) e 1,4-dioxano (3 mL), a qual
foi submetido novamente a radiacao assistida por micro-ondas a 70°C durante 3
min. A posteriori, a mistura reacional foi concentrada no evaporador rotatorio,
seguindo com a purificacdo através de coluna cromatogréfica, usando como
sistema de eluicdo acetato de etila e hexano (7:3), acetato de etila, finalizando

com acetato de etila e metanol (9:1), obtendo-se sdlidos brancos.

3 — benzoilpirimidina-2,4 (1H, 3H) — diona (44a) [CAS Reg. N° 2775-87-3]

6 NHQO 16 14

Rendimento 61% (cromatografia); PF = 202-204 °C; Rt = 0,44 (AcOEt — 100%);
RMN *H (400 MHz, DMSO-de): 8 7,94 (d, 2H, H12 e H16, J = 7,84 Hz); 7,76 (t,
1H, H14, J = 7,44 Hz); 7,59 (m, 3H, H6, H13 e H15); 5,75 (d, 1H, H5, J = 7,84
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Hz). RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): & 170,3; 163,4; 150,4; 143,6; 135,9; 131,5;
130,5; 129,9; 100,5. IV (ATR/cm-L): 3321 (N-H), 1743 (C=0), 1703 (C=0), 1649
(C=C).

3 — benzoil- 5-metilpirimidina-2,4 (1H, 3H) — diona (44b) [CAS Reg. N°4330-
20-5]

! (‘)‘ (H) = 14
16
Rendimento 81% (cromatografia); PF = 172-174 °C; Rt = 0,46 (AcOEt — 100%);
RMN !H (400 MHz, DMSO-de): 8 7,91 (d, 2H, H13 e H17, J = 7,80 Hz); 7,75 (t,
1H, H15, J = 7,44 Hz); 7,58 (t, 2H, H14 e H16, J = 7,84 Hz); 7,45 (s, 1H, H6);
1,79 (s, 3H, H7). RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): d 170,5; 164,0; 150,3; 139,0;
135,8; 131,6; 130,5; 129,8; 108,4; 12,0. IV (ATR/cm™): 3441 (N-H), 2954 (C-H),
1747 (C=0), 1701 (C=0), 1628 (C=C).

3-benzoil-5-fluoropirimidina-2,4(1H,3H)-diona (44c) [CAS Reg. N°61251-77-
2]

O O
Y
L.
4N %On 15
H 16
Rendimento 73%; PF = 147-149 °C; Rt = 0,66 (AcOEt — 100%); IV (ATR/cm):
3203,65 (N-H), 3103 (C-H), 2921 (C-H), 1661 (C=0), 1595 (C=C), 1245 (C-F).

4.6 Procedimento Geral na Sintese dos glicero-pirimidinicos (48a-b)

Em um tubo de micro-ondas, 1 equiv. (0,5 mmol) da base pirimidinica protegida
(44a-b) foi solubilizada em 1 mL de DMF e 1 equiv. (0,5 mmol) da base (CH3)3CO-
K* foi adicionada, permanecendo em agitacao por 30 min. Em seguida, 1,5 equiv.
(0,75 mmol) do carbonato de glicerol tosilado (CGT) foram solubilizados em 1
mL de DMF e transferiu-se lentamente para a mistura reacional, sendo
direcionado ao micro-ondas (150W) a 80°C durante 1lh. Posteriormente, a

mistura reacional foi concentrada no evaporador rotatério, seguido da purificacao
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por meio da recristalizacdo com acetona e agua (1:1), obtendo-se solidos

brancos.

3-benzoil-1-((2-oxo-1,3-dioxolan-4-il) metil) pirimidina-2,4(1H, 3H)-diona
(48a)

Rendimento 81%; [a]po?® = - 9,8 (¢ = 0,102 g/100 mL, CH2Cl2); PF = 130-132 °C;
Rt = 0,51 (DCM/1,4-Dioxano, 9,5:0,5); RMN 1H (400 MHz, DMSO-ds): & 7,94 (t,
2H, H19 e H23, J = 7,44 Hz); 7,81-7,75 (m, 2H, H12 e H21); 7,59 (t, 2H, H20 e
H22, J = 7,84 Hz); 5,90 (d, 1H, H11, J = 8,2 Hz); 5,08-5,01 (m, 1H, H2); 4,58 (t,
1H, H6, J = 8,6 Hz); 4,27 (dd, 1H, H6’, J = 6,64 e 8,6 Hz); 4,14 (d, 2H, H3 e H3’,
J = 5,28 Hz). RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): d 169,7; 162,6; 154,7; 150,1;
147,1; 136,0; 131,2; 130,6; 129,9; 101,4; 74,7, 67,3; 49,9. IV (ATR/cm™): 2924
(C-H), 1743 (C=0), 1701 (C=0), 1651 (C=C).

3-benzoil-5-metil-1-((2-ox0-1,3-dioxolan-4-il) metil) pirimidina-2,4(1H,3H)-
diona (48b)

7

o O

T
\fN/\QM
6 N)QO 17 15

16

019
0 10

O—23
Rendimento 72%; [a]o?® = - 9,7 (c = 0,1 g/100 mL, CH2Cl2); PF = 169-172 °C; R¢
= 0,30 (DCM/1,4-Dioxano, 9,5:0,5); RMN H (400 MHz, DMSO-ds): d 7,95 (d, 2H,
H13 e H17, J = 7,44 Hz); 7,77 (t, 1H, H15, J = 7,08 Hz); 7,70 (s, 1H, H6); 7,59 (t,
2H, H14 e H16, J = 7,8 Hz); 5,08-5,04 (m, 1H, H19); 4,58 (tap, 1H, H23, J = 8,6
Hz); 4,27 (dd, 1H, H23, J = 6,64 e 8,6 Hz); 4,10 (d, 2H, H18 e H18', J = 5,08 Hz);

1,83 (s, 3H, H7). RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): & 169,8; 163,2; 154,2; 150,0;
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142,7; 136,0; 131,3; 130,6; 129,9; 109,4; 74,8; 67,3; 49,7; 12,1. IV (ATR/cm™):
2926 (C-H), 1795 (C=0), 1654 (C=C).

4.7 Procedimento Geral na Sintese dos azido-glicero-pirimidinicos (49a-b)

Em um baldo de 50 mL, 1 equiv. (0,35 mmol) do glicero-pirimidinico (48a-b) foi
solubilizado em 1 mL de uma mistura de DMF/DMSO (1:1) para em seguida
adicionar 1,5 equiv. (0,52 mmol) de NaNs, levando a mistura reacional ao refluxo
a 110°C. Ao fim da reagéo, a mistura reacional foi concentrada no evaporador
rotatorio para retirada dos solventes. A purificacdo foi realizada por coluna
cromatografica em sistema gradiente de eluentes: Hex/AcOEt (1:1), AcOEt e
AcOEt/MeOH (9:1, 8:2), obtendo-se 6leos amarelados.

1-(3-azido-2-hidroxipropil) pirimidina-2,4(1H,3H)-diona (49a)
o

. ‘ JIH

6 N~ S0
of
N3 13
Rendimento 81%, [a]p®® = - 4,23 (¢ = 0,118 g/100 mL, MeOH); Rr = 0,36
(AcOEt/MeOH, 1:1); IV (ATR/cm™): 3367 (-OH), 2985 (C-H), 2102 (-N3), 1685
(C=0).

1-(3-azido-2-hidroxipropil)-5-metilpirimidina-2,4(1H,3H)-diona (49b)
0
14 Il

~ONH
6 N)QO

Hoj%) 7

N3 12

Rendimento 94%, [a]p®® = - 15 (¢ = 0,1 ¢g/100 mL, MeOH); Rr = 0,35
(ACOEt/MeOH, 1:1): RMN H (400 MHz, DMSO-de): 8 11,37 (d, 1H, NH, J = 62,6
Hz): 7,46 (s, 1H, H6); 5,04 — 4,97 (m, 1H, H8); 4,57 (tap, 1H, H12, J = 8,6 Hz);
4,27 (dd, 1H, H12", J = 8,6 e 6,24 Hz): 3,90 — 4,08 (m, 2H, H7 e H7’): 3,80 (dd,
1H, OH, J = 13,72 e 3,52 Hz); 1,74 (s, 3H, CHa). RMN 13C (100 MHz, DMSO-d):
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5 164,7, 164,4, 155,3, 154,6, 151,3, 142,8, 141,6, 109,1, 108,0, 74,8, 69,3, 67,1,
66,2, 54,9, 50,4, 49,1, 12,1. IV (ATR/cm): 3371 (-OH), 2920 (C-H), 2098 (-N3),
1664 (C=C).

4.8 Obtencao das bases monoalquiladas (46a-c)

Em um balédo de 50 mL foi adicionado 1 equiv. das bases pirimidinicas protegidas
solubilizadas em 2 mL de DMF (seco), seguido da adicdo de 1,1 equiv. de K2COs
sob agitacdo durante 30 min. Posteriormente, foi acrescentado 1,2 equiv. do
brometo propargilico deixando em agitacdo a temperatura ambiente durante 20h.
Apos o término da reacdo, o DMF foi retirado através do evaporador rotatorio e
em seguida realizou a extracdo com acetato de etila (3 x 15 mL) e agua, a fase
organica concentrada no evaporador rotatério. O produto foi purificado em
coluna cromatografica usando como eluente uma mistura de 8:2 (AcOEt:Hex),

obtendo assim sélidos amarelados.

3-benzoil-1- (prop-2-in-1-il) pirimidina-2,4(1H,3H) — diona (46a) [CAS Reg.
N°449152-75-4]

Rendimento 93%; 109,5 mg; PF = 136 — 138° C; Rt = 0,6 (AcOEt — 100%); RMN
'H (400 MHz, CDCl3): 6 7,95 (d, 2H, H15 e H19, J = 7,04 Hz); 7,67 (t, 1H, H17,
J = 7,44 Hz); 7,58 (d, 1H, H6, J = 7,84 Hz); 7,54 (t, 2H, H16 e H18, J = 7,44 Hz);
5,89 (d, 1H, H5, J = 8,2 Hz); 4,59 (d, 2H, H7, J = 2,72 Hz); 2,55 (t, 1H, H9, J =
2,72 Hz). RMN 3C (100 MHz, CDCls): 6 168,4; 162,1; 149,3; 142,1; 135,2; 131,3;
130,5; 129,1; 102,8; 76,2; 75,5; 37,2. IV (ATR/cm): 3288 (=C-H), 3095 (C-H),
2123 (C=C), 1739 (C=0), 1647 (C=C).

3-benzoil-5-metil-1-(prop-2-in-1-il)pirimidina-2,4(1H,3H)-diona (46b) [CAS
Reg. N°449152-74-3]
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Rendimento 91%; 319,4 mg; PF =178 — 180° C; Rf= 0.7 (AcOEt — 100%); RMN
'H (400 MHz, DMSO-ds): 8 7,95 (d, 2H, H16 e H20, J = 7,8 Hz); 7,84 (s, 1H, H6);
7,79 (t, 1H, H18, J = 7,44 Hz); 7,61 (t, 2H, H17 e H19, J = 7,44 Hz); 4,57 (s, 2H,
H7); 3,49 (d, 1H, H9, J = 2,36 Hz); 1,87(s, 3H, H14). RMN 3C (100 MHz, DMSO-
ds): 6 169,4; 162,7; 148,8; 140,9; 135,4; 130,9; 130,2; 129,4; 109,3; 77,9; 76,3;
37;11,7. IV (ATR/cm™1): 3261 (=C-H), 2926 (C-H sp®), 2129 (C=C), 1737 (C=0),
1641 (C=C).

3-benzoil-5-fluoro-1-(prop-2-in-1-il)pirimidina-2,4(1H,3H)-diona (46¢c) [CAS
Reg. N°449152-76-5]

Rendimento 57%; 33,5 mg; PF = 171 — 174° C; Rt = 0,3 (Hexano/AcOEt, 6:4);
RMN *H (400 MHz, DMSO - de): & 8,41 (d, 1H, H6, J = 6,64 Hz); 8,06 (d, 2H,
H16 e H20, J = 7,04 Hz); 7,82 (t, 1H, H18, J = 7,44 Hz); 7,62 (t, 2H, H17 e H19,
J = 7,84 Hz); 4,56 (d, 2H, H7, J = 1,96 Hz); 3,53 (t, 1H, H9, J = 2,36 Hz). RMN
13C (100 MHz, DMSO - d¢): d 168; 147,6; 140,6; 138,2; 135,9; 130,6; 130,2;
129,9; 129,5; 77,4, 76,8; 37,8. IV (ATR/cm™): 3294 (=C-H), 3082 (C-H sp?),
2921, 2129 (C=C), 1657 (C=0), 1596 (C=C), 1235 (C-F).

4.9 Obtencao dos derivados triazélicos monosubstituidos (50a-b)

Em um baldo de 50 mL sob atmosfera inerte de argonio, foi adicionado 1,2 equiv.
(0,42 mmol) das bases propargilicas (46a-b) solubilizadas em 0,5 mL de CHzCN,
seguido da adicao de 10% mol (referente ao alcino) do iodeto de cobre e 0,1 mL
de trietilamina (EtsN). Posteriormente, foi acrescentado 0,5 g (0,35 mmol) do

azido - glicerol carbonato (52) solubilizada em 0,5 mL de CH3CN, permanecendo
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em agitacdo por 30 min a temperatura ambiente. Ao final da reacédo, o solvente
foi evaporado em rotaevaporador. O produto foi purificado em coluna
cromatografica em sistema gradiente de eluentes: 8:2 (AcOEt:Hex), AcOEt e 9:1

(AcOEt:MeOH), fornecendo-se sélidos amorfos brancos.

3-benzoil-1-((1-[(2-0x0-1,3-dioxolan-4-il)metil]-1H-1,2,3-triazol-4
iDmetil)pirimidina-2,4(1H,3H)-diona (50a)

o (@]
| S
18€N 26
\
19 N)§§9 27
6 11 28
2 13
o N\V
O:< N=N
(0) 3

Rendimento 88%; 122,5 mg; [a]p?® = - 9,17 (c = 0,109 g/100 mL, (CHz3)2CO); Rf
= 0,14 (ACOEt — 100%); RMN H (400 MHz, DMSO-de): 8,14 (s, 1H, H11); 7,98
(d, 1H, H19, J = 7,84 Hz); 7,93 (d, 2H, H25 e H29, J = 7,44 Hz); 7,77 (t, 1H, H27,
J=7,44 Hz); 7,59 (t, 2H, H26 e H28, J = 7,84 Hz); 5,88 (d, 1H, H18, J = 7,84 Hz);
5,21 — 5,17 (m, 1H, H2); 5,04 (s, 2H, H13); 4,79 (d, 2H, H6 e H6’, J = 5,08 Hz);
4,63 (t, 1H, H3, J = 8,64 Hz); 4,3 (dd, 1H, H3’, e J = 6,28 e 8,64 Hz). RMN 13C
(100 MHz, DMSO-de): © 169,7; 162,5; 154,4; 149,6; 146,7; 142,1; 135,8; 131,1;
130, 4; 129,7; 125,0; 101,2; 74,9; 66,8; 60,0; 51,3. IV (ATR/cm™): 2918 (C-H),
1803 (C=0), 1741 (C=0), 1653 (C=C), 1236 (N=N).

3-benzoil-5-metil-1-((1-[(2-0x0-1,3-dioxolan-4-il)metil]-1H-1,2,3-triazol-4-
iDmetil)pirimidina-2,4(1H,3H)-diona (50b)

O O
24 o %

‘ N/\©27
19 N §O30 28
6 11 29
0.2 \N&\Hls
o:<j N
o) 3

\
N
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Rendimento 72,5%; 104,1 mg; [a]o®® = - 4,8 (c = 0,104 g/100 mL, (CH3).CO); Rf
= 0,24 (AcOEt — 100%): RMN H (400 MHz, DMSO-de): 8,16 (s, 1H, H11): 7,93
(d, 2H, H26 e H30, J = 7,44 Hz); 7,89 (s, 1H, H19): 7,78 (t, 1H, H28, J = 7,44 Hz);
7.6 (t, 2H, H27 e H29, J = 7,84 Hz); 5,24 — 5,18 (m, 1H, H2): 5,02 (s, 2H, H13):
4,81 (d, 2H, H6 e H6’, J = 5,08 Hz); 4,64 (t, 1H, H3, J = 8,64 Hz): 4,31 (dd, 1H,
H3’, e J = 6,28 e 8,64 Hz); 1,85 (s, 3H, H24). RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): &
169,5; 162,7; 154, 149,2; 142; 135,4; 131; 130,2; 129,4; 124,7; 108,9; 74,6; 66,6;
50,1; 42,6; 11,7. IV (ATR/cm): 1693 (C=0), 1643 (C=C), 1226 (N=N).

4.10 Avaliacdo da atividade citotéxica

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados na Fundag¢ao Oswaldo Cruz
(FioCruz-PE): Centro de Pesquisas Instituto Aggeu Magalh&des em colaboracéo
com o Dr. Lindomar José Pena e a aluna de doutorado Willyenne Marilia Dantas.
Sendo assim, as células derivadas do rim de macaco verde africano (Vero CCL-
81) e células de carcinoma de figado humano (HepG2) foram utilizadas nos
experimentos. O cultivo das células foi realizado com meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% penicilina/estreptomicina em
estufa a 37°C e 5% de atmosfera de CO2. Microplacas de 96 pocos com 1x104
células/poco para Vero e 2x10* células/poco para HepG2 foram feitas com 24h

de antecedéncia.

Uma solucao-estoque de concentragdo 10 mM em 5% de DMSO/égua foi
feita com todos os compostos. Logo apds, as concentragdes utilizadas no teste
(1000 pM, 500 pM, 250 puM, 125 uM, 62.5 uM, 30.3 uM e 15.6 pM) foram feitas
com meio de cultura DMEM suplementado com 2% de soro fetal bovino e 1%
penicilina/estreptomicina. Apos a distribuicdo das solugcbes com 0s compostos
na microplaca em quadruplicata, a mesma foi incubada por 72h a 37°C e 5% atm
de CO2. O método MTT foi escolhido para determinacdo da quantidade de
células viaveis e os valores de CCz0 e CCso determinados através da analise

estatistica nos programas Microsoft Office Excel e GraphPad Prism.

4.11 Atividade antiviral

4.12 Ensaio de pos-infeccao

A partir dos resultados do ensaio de citotoxicidade, os compostos foram

testados contra o virus Zika em células Vero na concentracdo determinada como
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CC2 ou na maior concentracdo usada na citotoxicidade caso o CCxzo
ultrapassasse esse valor. Microplacas de 48 pocos com 2,5x10* células/pogo
foram feitas com 24h de antecedéncia ao ensaio. A placa foi infectada com o
virus em uma propor¢cédo de multiplicidade de infecgdo (MOI) de 0.1 exceto nos
pocos do controle celular. Apés 2h de incubacado a 37°C e 5% de atm de COzq,
0s pocos da placa foram lavados e os compostos adicionados em triplicata e
incubados novamente por 72h. ApGs esse tempo, 0s sobrenadantes dos pocos
da placa foram coletados e armazenados em temperatura de -80°C e depois
titulados pela metodologia TCIDso. A andlise estatistica foi realizada pelo
GraphPad Prism (KOK, 2016).

4.13 Ensaio de determinacéo do ICso

O valor da concentracao inibitéria mediana (ICso) foi determinada pelo uso
das concentracdes derivadas das diluicbes (1:2) do valor da concentracdo do
CC20 (concentracao inicial para cada composto). Microplacas de 48 pogos com
2,5x10* células/pogo foram feitas com 24h de antecedéncia ao ensaio. A placa
foi infectada com o virus em um MOI de 0.1 exceto nos pogos do controle celular.
Apés 2h de incubacéo a 37°C e 5% de atm de CO2, os pocos da placa foram
lavados e as diluicdes dos compostos, incluindo o 6MMPR, foram adicionados
em triplicata e incubados novamente por 72h. Apds esse tempo, 0S
sobrenadantes dos pocos da placa foram coletados e armazenados em
temperatura de -80°C e depois titulados pela metodologia TCIDso. A analise

estatistica foi realizada pelo GraphPad Prism (De Carvalho, 2017).
4.14 Titulacdo de amostras (método TCIDso)

Apdés a coleta dos sobrenadantes dos experimentos descritos
anteriormente, diluicbes seriadas (1:10) dos sobrenadantes sao feitas e
adicionadas em quadruplicata nos pogos da placa de 96 pocos (1x10%
células/poco) feita com 24h de antecedéncia. Uma linha para controle celular
nao foi utilizada. ApGs 6 dias de incubacéo, a placa foi lida com o auxilio de um
microscopio optico invertido para determinacdo dos pocos positivos e negativos
e os calculos para determinacdo do titulo viral em TCIDso/mL foi utilizado o

Microsoft Office Excel de acordo com a metodologia de Reed & Muench (1938).
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4.15 Analise estatistica

Com o auxilio dos programas Microsoft Office Excel e GraphPad Prism, a
analise estatistica foi realizada para determinacédo do CCzo e CCso por regresséo
linear ou nao-linear, de acordo com o comportamento grafico do composto
testado. Os testes ANOVA e Dunnett foram realizados no GraphPad Prism para
determinacdo dos melhores candidatos a antiviral a partir do resultado das

titulacdes. Foi considerado o valor de P<0.05 para resultados significantes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Sintese do carbonato de glicerol tosilado a partir do glicerol (45)

O carbonato de glicerol (CG) como molécula proeminente do glicerol, tem
sido enfatizada na literatura em funcéo da sua ampla reatividade. Derivados do
CG, a exemplo do carbonato de glicerol tosilado (CGT), destaca-se por
apresentar 4 sitios eletrofilicos, a presenca do grupo tosila (-OTs) configura-se
como um bom grupo de saida, permitindo assim, agregar o anel carbonato a uma
outra molécula, sem afeta-lo diretamente. Neste aspecto, o carbonato de glicerol

tosilado pode ser utilizado como bloco de construgéo Gtil em sintese organica.

Em termos de mecanismo, a sintese do carbonato de glicerol tosilado
(CGT) a partir do carbonato de glicerol, inicia-se pelo ataque da hidroxila primaria
ao atomo de enxofre do cloreto de 4-toluenossulfonila, seguido da retirada de
um proton pelo ion cloreto. O acido cloridrico (HCI) formado in situ é neutralizado
pela presenca da trietilamina (TEA), formando assim o produto desejado. O
Esquema 12, demonstra a proposta mecanistica, ja conhecida na literatura,

envolvida na formagao do carbonato de glicerol tosilado.

4 Cl @\
O CIEt;N'H  EtN O
)0 9 . o .09

(43) cL/A

Esquema 12. Proposta de mecanismo para a formacéo do CGT.

O carbonato de glicerol tosilado foi obtido com rendimento de 61% via
recristalizacdo com acetato de etila e hexano. Como principal ferramenta
elucidativa de compostos organicos foi utilizado a RMN *3C e 'H, bem como, a
espectroscopia no infravermelho. Neste sentido, analisando o espectro de RMN

'H em 400 MHz do composto (45) na Figura 10, observa-se um simpleto em 2,
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47 ppm com integracdo de trés hidrogénios correspondente ao H-11. O sinal
seguinte é um tripleto atribuido aos hidrogénios H-4 e H-4’ em 4,23 ppm (J = 3,
92 Hz). Em 4,36 e 4,54 ppm notamos a presenca de um duplo dupleto e de um
tripleto referentes, respectivamente aos hidrogénios H-1 (J =5,88 e 9 Hz) e H-1’
(J = 8,6 Hz). Ressalta-se que os hidrogénios (H-1 e H-4) adjacentes ao
hidrogénio H-3 séo diastereotdpicos, visto que sao vizinhos a um centro quiral,
e apresentam acoplamentos geminais e vicinais. Verifica-se um multipleto em
4,91-4,86 ppm atribuido ao H-3 e por fim, na regido dos aromaticos é observado
dois dupletos correspondentes aos hidrogénios (H-7 e H-9) e (H-6 e H-10), com
deslocamentos quimicos de 7,39 e 7,81 ppm, respectivamente, e com J = 8,2
Hz. Os dados espectroscopicos (Tabela 1) estdo em concordancia com a

estrutura proposta.

Tabela 1. Dados espectroscopicos de RMN 'H (400 MHz) e RMN *3C (100
MHZz) do composto 45.

o)
g&o\é(? ° 7
10 5 11
RMN de *H RMN de 3C
0 (ppm), multiplicidade, 0 (ppm)
integracao, Ju,H
11’ 4,54 (t, 1H, J = 8,6 Hz) / 65,5
4,36 (dd, 1H,J=5,88¢
9 Hz)
- 153,7
3 4,91 — 4,86 (m, 1H) 67,1
44 4,23 (t, 2H, J = 3,92 Hz) 72,9
5 - 145,8
6/10 7,81 (d, 2H, J = 8,2 Hz) 128
719 7,39 (d, 2H, J = 8,2 Hz) 130,2

8 = 131,8
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Figura 10. Espectro de RMN *H (CDCl3, 400MHz) do composto (45)

5.2 Sintese do azido - glicerol carbonato a partir do carbonato de glicerol

tosilado (47)

As azidas organicas se caracterizam como intermediario fundamental na

sintese de triazois. Por meio de uma substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2)

do CGT com NaNs foi possivel obter o azido — glicerol carbonato (47). A azida

de sbdio atua como nucleofilo e o grupo tosila sai na forma de ion p-

toluenossulfonato. O Esquema 13, descreve sintese do azido-glicerol carbonato

como intermediéario util para formagéo posterior de 1,2,3 - triazois.

Q NaN A
)0 M. -0
© OTs  DMF: M.O N3
(45) (47)

Esquema 13. Sintese do azido-glicerol carbonato.

O azido — glicerol carbonato (47) foi obtido com rendimento de 79%, a

reacao aqui descrita foi realizada sob irradiacao assistida por micro-ondas (M.O)

através de uma metodologia desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa. Apos



52

30 min de reacédo a 70° C, constatou-se na CCD o consumo total do material de
partida. Devido ao curto tempo de reacdo, ao bom rendimento reacional e a
facilidade na purificacdo, optou-se por adotar a metodologia supracitada. A
formacdo do azido — glicerol carbonato foi confirmada preliminarmente através
do espectro de infravermelho (Figura 11), em que se visualiza absor¢cbes em
2081 cm atrelado ao estiramento vibracional do grupo azida (Ns). Além disto,
observou-se vibracdes de estiramento referente a C=0 do anel carbonato em
1774 cm™.
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Figura 11. Espectro de infravermelho do composto (47)

Na andlise do espectro de RMN de *H em 400 MHz do composto (47) na
Figura 11, é evidenciado a auséncia dos sinais inerentes a faixa dos hidrogénios
aromaticos, sendo um forte indicativo da substituicdo do grupo tosila (-OTs).
Sendo assim, notamos sinais dos hidrogénios diastereotdpicos (H-4 e H-4"), as
guais se apresentam como duplo dupletos em 3,72 e 3,56 ppm (J = 3,92 e 13,72
Hz), respectivamente. Em seguida € visualizado, os hidrogénios diastereotopicos
(H-1 e H-1’), sendo o H-1 como tripleto aparente em 4,54 ppm (dd, J = 8,6 e 8,6
Hz) para integragao de 1H, e o H-1" como duplo dupleto em 4,31 ppm (J = 6,24
e 8,6 Hz). Em 4,87 — 4,82 ppm observa-se um multipleto com integracédo de 1H
atribuido ao H-3. Assim, os dados espectroscéopicos (Tabela 2) estdo em

consonancia com a estrutura proposta.
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Tabela 2. Dados espectroscopicos de RMN *H (400 MHz) e RMN 3C (100
MHz) do composto 47.

RMN de *H RMN de 3C
o (ppm), multiplicidade, o (ppm)

integracao, JuH

11° 4,54 (dd, 1H, J=8,6 e 66, 3
8,6 Hz)
4,31 (dd, 1H, J=6,24 e
8,6 Hz)
- 154,2
3 4,87 — 4,82 (m, 1H) 74,2
3,72 (dd, 1H,J=39e
13,7 Hz)
4/’ 3,56 (dd, 1H, J=39 e 52
13,7 Hz)
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Espectro tratado.esp
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Figura 12. Espectro de RMN *H (CDClz, 400MHz) e expansdes do composto (47)
5.3 Protecdo por meio da N3-benzoilagdo das bases pirimidinicas (44a-c)

A sintese das bases pirimidinicas protegidas pela N®— benzoilagdo visou-
se aumentar a seletividade, de modo a promover apenas a desprotonagao no N-
1. Portanto, com a protecdo das bases buscou-se possibilitar N-alquilacdo
seletiva no nitrogénio N' com o carbonato de glicerol tosilado para obter os
compostos (48a-b), bem como, a obtencdo das bases monoalquiladas (46a-c).
Neste sentido, a protecdo das bases pirimidinicas foi realizada de acordo com a
metodologia de Bessieres e colaboradores (2016), ao qual a primeira etapa
ocorre com a protecéo dos nitrogénios N* e N3, seguido da desprotecéo do grupo
benzoila com uma solucdo de carbonato de potassio (K2COs3) a 0,5 M sob
irradiacdo de micro-ondas (Esquema 14). Entretanto, apés o acompanhamento
do progresso reacional por CCD em 20 min percebeu-se resquicios do material
de partida, sendo assim, resolveu-se aumentar o tempo reacional para 40 min.
Por outro lado, testamos a metodologia de protecdo em agitacdo descrita por
Frieden e colaboradores (1998), buscando sintetizar as bases pirimidinicas

protegidas em quantidade, apesar do longo tempo reacional.

o) CH) . ﬁ
R NH BzCl ‘R\CNBZ K,CO; \fJNBZ
| NH& (P:iljdci:nlj B} NBJ§0 1,4- Dioxano ~ "NH “O
3
R=H, CH,, F R =H 44a, CH, 44b, F 44c

Esquema 14: Sintese das bases pirimidinicas protegidas por N® —benzoilac&o.
A purificacdo ocorreu em coluna cromatografica usando como sistema de
eluicdo inicial, o acetato de etila e hexano numa propor¢cédo de 7:3, logo apos

usou o acetato de etila e finalizou-se com acetato de etila e metanol (9:1).
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Dificuldades na etapa de purificacdo foi evidente por causa do alto carater polar
das bases protegidas. A dessorcao das bases pirimidinicas na silica foi possivel
gragas ao uso de metanol. Entretanto, como alternativa plausivel recorreu-se a
recristalizacdo das bases pirimidinicas com acetona e agua (1:1), rendimentos
em coluna cromatografica e por meio da recristalizacdo foram equivalentes,

como ilustrado na Tabela 3.

Tabela 3: Comparacao entre os rendimentos obtidos das bases pirimidinicas

protegidas por meio da recristalizacdo e da coluna cromatografica.

METODOS DE PURIFICACAO

PRODUTO RECRISTALIZACAO  CROMATOGRAFIA EM
COLUNA
i
f \B2 58% 61%
NH ~0
44a
i
TJNBZ 75% 81%
NH 0
44b

Com o intuito de confirmar a N3- benzoilacdo das bases pirimidinicas, o
espectro de RMN 'H em 400 MHz do composto (44a) (Figura 12) mostra a
presenca de sinais na regido dos aroméaticos referentes aos hidrogénios meta H-
13e H-156 7,61 - 7,57 ppm (multipleto) e H-5; hidrogénio para H-14 & 7,76 ppm
(tripleto, J = 7,44 Hz). Ainda na regido dos aromaticos temos os hidrogénios orto
H-12 e H-16 & 7,94 ppm (dupleto, J = 7,84 Hz). O sinal atribuido ao hidrogénio
do anel pirimidinico H-6 esta sobreposto ao multipleto aromatico em 7,61-7,57
ppm, além disso observamos sinais de dupleto oriundo do hidrogénio H-5 (J =

7,84 Hz) em 5,75 ppm pelo acoplamento com o H-6.
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Figura 13. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400MHz) do composto (44a)
5.4 Sintese dos glicero — pirimidinicos (48a-b)

Com a obtencdo das bases pirimidinicas protegidas (44a-b) e do
carbonato de glicerol tosilado (45), partiu-se para a sintese dos glicero —

pirimidinicos, como ilustrado no Esquema 15.

o)

o) (\)\ R NB
CH.,),COK* z

-0 i NBZ (T, - LA
0 + IS DMF, M.O N O

OTs NH SO y VL _
(45) R =H, (44a) o) R = H, (48a)
R = CHj, (44b) R = CH, (48b)

Esquema 15. Obtencgéo dos glicero — pirimidinicos.

A priori, foi empregado o (CHz)sCOK* como base para a desprotonacéo
no nitrogénio N! dos compostos (44a-b), apresentando-lhes um resultado
favoravel frente a CCD. A metodologia escolhida seguiu com o tempo reacional
de 45 min em micro-ondas, a qual através da CCD visualizou-se 0 consumo
parcial do material de partida, desta forma, prorrogou o tempo reacional para 1h

em M.O. Ainda assim, ndo foi observado o consumo total do material de partida,
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diante disto, optou-se por aumentar a equivaléncia do (CHs)sCOK*, mas a

formacéao de subprodutos foram evidenciadas.

A purificacdo ocorreu por coluna cromatografica em sistema gradiente de
eluentes hexano/acetato de etila (3:7), acetato de etila, e acetato de etila/metanol
(9:1, 8:2), com alto consumo de solvente devido ao alto carater polar dos
compostos que contém as bases pirimidinicas. Diante do exposto,
alternativamente recorreu-se para a recristalizacdo com acetona e agua (1:1),

obtendo-se rendimentos maiores, como visto na Tabela 4.

Tabela 4. Comparacéo entre os rendimentos obtidos dos glicero — pirimidinicos

por meio da recristalizacdo e da coluna cromatografica.

METODOS DE PURIFICACAO

PRODUTO RECRISTALIZACAO CROMATOGRAFIA EM
COLUNA
i
fNBz 81% 66%
N) =0
o)
OQ(
(@]
48a
1
\fNBz 72% 47%
o
OQ((Y
o)
48b

A Figura 14 mostra o espectro de RMN 'H em 400 MHz do composto
(48b). Na regidao de campo alto 6 1,83 ppm observa-se um simpleto referente ao
H-7 (integracdo = 3H). Em seguida, o sinal largo em 4,10 ppm com integracdo
de 2H é atribuido ao H-18 e H-18'. Os hidrogénios diastereotopicos H-23 e H-23’
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aparecem como tripleto aparente em & 4,58 ppm (J = 8,6 e 8,6 Hz) e duplo
dupleto (J = 6,6 e 8,6 Hz) em & 4,27 ppm, respectivamente. Um multipleto com
deslocamento quimico de 5,08-5,04 ppm corresponde ao H-19. Um outro tripleto
mostrado em 7,59 ppm é atribuido aos hidrogénios aromaticos H-14 e H-16 (J =
7,8 Hz). Na sequéncia, verifica-se um simpleto em 7,70 ppm referente ao H-6.
Ainda na regiao dos aromaticos notamos sinais de tripleto em 7,77 ppm conferido
ao H-15 (J = 7,08 Hz) e por fim visualiza-se sinais de dupleto com integracéo de
2H relacionado aos hidrogénios H-13 e H-17 (J = 7,44 Hz).
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Figura 14. Espectro de RMN 'H (DMSO-dgs, 400MHz) e expansdes do composto (48b).
5.5 Sintese dos azido — glicero — pirimidinicos (49a-b)

Com a obtencdo dos glicero—pirimidinicos (48a-b), partiu-se para a
sintese dos azido—glicero—pirimidinicos (49a,b) a partir da abertura do anel

carbonato com azida de sdédio, como representado no Esquema 16.
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Esquema 16. Sintese de (49a,b) via abertura do anel carbonato.

Para a abertura do anel carbonato utilizou-se como solventes uma mistura
binaria DMF/DMSO (1:1) e 1,5 equivalente de NaNs sob refluxo a 110° C por 30
min, no qual foi obtido um rendimento de 94% para o composto (49a). Com éxito,
repetiu-se as mesmas condi¢des reacionais para a formacao do composto (49b),
obtendo-se rendimento de 81%. A purificacdo ocorreu por coluna
cromatografica, utilizando como sistema de eluicdo 100% AcOEt e depois
AcOEt/Metanol (9:1). Além disso, houve tentativas de purificacdo por
recristalizacdo com agua/acetona; (1:1), mas nao foi obtido cristais puros. Desta
forma, para confirmar a estrutura dos compostos sintetizados foram realizados
os espectros de RMN. Os dados de RMN H confirmaram a abertura do anel
carbonato para a formacé&o do glicero—pirimidinico 49b. Assim sendo, a figura 15
mostra o espectro de RMN H em 400 MHz do composto 49b. O espectro de
RMN apresenta-se alguns sinais duplicados ou sobrepostos. Em 11,29 ppm
observamos dois sinais referentes ao N-H, essa duplicacdo de sinal
possivelmente é devido a existéncia de estereoisomeria de conformacgédo que
sera discutida mais a frente. Em 7,46 ppm notasse um simpleto correspondente
ao hidrogénio H-6, em seguida observasse a sua duplicidade em 7,37 ppm.
Posteriormente, verificasse a presenga de um multipleto em 5,04—4,97 ppm
referente ao hidrogénio H-8 que esta ligado a carbono quiral. Em 4,57 ppm é
observado um tripleto aparente atribuido ao hidrogénio H-12 com J = 8,6 e 8,6
Hz. O proximo sinal € um duplo dupleto atribuido ao hidrogénio H-12' com J =
8,6 e 6,2 Hz. Na regido de 3,90-4,08 ppm observasse um sinal multipleto
referente aos hidrogénios H-7 e H-7° com integragdo de 2H. Em 3,8 ppm
visualizasse um duplo dupleto referente -OH com J = 13,72 e 3,52 Hz. Em 5,49

ppm visualizasse um dupleto referente ao -OH com J = 5,48 Hz. Por fim, é
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observado sinal duplicado de dois simpletos inerentes ao —CHz em 1,75 e 1,73
ppm.
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Figura 15. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400MHz) do composto (49b)

5.6 Sintese das bases pirimidinicas monoalquiladas (46a-c)

Logo apos a protegcdo das bases uracila, timina e fluorouracil, partiu-se
para a sintese das bases monoalquiladas 46a-c através de uma metodologia
realizada em micro-ondas. Inicialmente adicionou-se como base para a
desprotonacdo, o (CHs3)sCOK* no tubo de micro-ondas com as bases
pirimidinicas protegidas solubilizadas em DMF (seco) durante 5 min,
posteriormente foi feito a reagcdo em M.O por 30 min. O Esquema 17, descreve

a reacao entre as bases pirimidinicas protegidas com o brometo propargilico.

o R
R Br Base \CNBZ
NBz / >
\Lﬁ Iy + DMF A
NH ~O

R = H 44a, CH,44b, F 44c (46a -c)
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Esgquema 17. Sintese dos alcinos terminais a partir das bases pirimidinicas
protegidas.

Como forma de otimizar a reacdo, empregamos Vvariacbes ha
temperatura, na equivaléncia do brometo propargilico e na equivaléncia da base.
Foi observado que mantendo-se a temperatura e o tempo, mas aumentando a
equivaléncia do brometo propargilico e da base acarretaria num aumento do
rendimento (Entrada 1 e 2, Tabela 5). Apés 30 min de reacado, constatou-se por
meio da CCD o consumo parcial do material de partida. Em contrapartida, foi
adotado o dobro da equivaléncia do brometo propargilico com intuito de
promover o consumo total da base pirimidinica, o aumento no rendimento foi
notdrio, mas nao ocorreu de forma proporcional (Entrada 2 e 3). Neste sentido,
optou-se por manter as mesmas condicfes reacionais da entrada 2, mas
aumentado a temperatura para 60° C (Entrada 4), a reacao foi acompanhada por
CCD, onde foi percebido o consumo total do material de partida com a obtencéo

de 80% de rendimento.

Tabela 5. Condi¢fes reacionais empregadas em micro-ondas para a sintese do
alcino terminal (46a).

1 1,2 1,5 40
2 30 50 1,5 63
3 3 2 72
4 60 1,5 80

Os testes preliminares foram feitos com a base uracila protegida, como
a entrada 4 forneceu o maior rendimento, adotou-se essas condi¢cdes reacionais
para a sintese das bases monoalquiladas proveniente da timina (46b), do qual
foi obtido um rendimento de 85%. A purificacdo do produto foi realizada em
coluna cromatografica usando como eluente uma mistura 8:2 (AcOEt:Hex),
houve tentativas de purificacdo por meio da recristalizagdo com acetona e agua
(1:1), foi observado a formacé&o de cristais, mas por meio da CCD constatou-se

a presenca de impurezas.
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Entretanto, apesar dos bons rendimentos obtidos dos alcinos
terminais, a metodologia em micro-ondas tinha como fator limitante o tamanho
do tubo, a qual impedia de produzir as bases propargilicas em quantidade
consideravel. Neste sentido, com o intuito de sintetizar em quantidade os alcinos
terminais recorreu-se posteriormente a uma metodologia ja existente na
literatura (GLOWACKA et al., 2013). A referida metodologia utilizava como base
1,1 equiv. de K2COs, 1,2 equiv. do brometo propargilico, e como solvente foi
empregado o DMF, a agitacdo da mistura reacional ocorreu a temperatura
ambiente. Foram obtidos bons rendimentos dos alcinos terminais, conforme

visualizado na tabela 6.

Tabela 6. Resultado obtido da sintese das bases pirimidinicas monoalquiladas.

PRODUTO TEMPO RENDIMENTO PONTO DE
(%) FUSAO (°C)

N
f /\@
N/&O 93% 136-138

| 20h
Nko 91% 178-180

I (\?
F\fN/\g
Nko 57% 171-174

Para a caracterizacdo dos alcinos foi empregado a Espectroscopia de
Infravermelho e de RMN. Neste sentido, foi observado no espectro de

infravermelho (Figura 16) do composto (46a) as absorc¢des caracteristicas de
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alcinos terminais, a saber: estiramento C-H sp em 3288 cm™ e estiramento C=C
em 2123 cm™. O estiramento C=C do anel pirimidinico ocorre em 1647 cm™,

além da presenca da absorcédo de estiramento referente a C=0 em 1739 cm™.
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Figura 16. Espectro de infravermelho do composto (46a)

Os dados espectroscopicos estdo consistentes com a estrutura
proposta, conforme pode ser observado no espectro de RMN 'H em 400 MHz do
composto (46a) na Figura 17 a confirmagao do alcino terminal. Assim sendo, 0
sinal de tripleto em 2,55 ppm € atribuido ao hidrogénio acetilénico H-9 (J = 2,72
Hz) para integragcdo de um hidrogénio. Em seguida & perceptivel um dupleto
referente aos hidrogénios H-7 (J = 2,72 Hz) com integracéo de dois hidrogénios.
Outrossim, em 5,89 ppm verifica-se um dupleto correspondente ao H-5 (J = 8,0
Hz) do anel pirimidinico. Por outro lado, em campo mais baixo € notado a
presenca de um tripleto atribuido aos hidrogénios arométicos meta H-16 e H-18
(J = 7,44 Hz) com integracdo de dois hidrogénios em 7,44 ppm, logo apos,
observa-se sinais de dupleto & 7,58 ppm e tripleto & 7,67 ppm referentes aos
hidrogénios H-6 (J = 8,0 Hz) e H-17 (J = 7,44 Hz). Por fim, verifica-se sinais de
dupleto conferidos aos hidrogénios orto aromaticos H-15 e H-19 (J = 7,04 Hz).
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Figura 17. Espectro de RMN *H (CDCls, 400MHz) do composto (46a)

5.7 Sintese dos derivados triazélicos monossubstituidos (50a-b)

Tendo em maos o azido—glicerol carbonato (47) e as bases pirimidinicas
monopropiniladas (46a-b), iniciou-se a sintese dos triazois pirimidinicos através
da cicloadigéo 1,3-dipolar, popularmente conhecido por “Click Chemistry”. Como
fonte de ions de Cu (I) na catalise foi utilizado o iodeto de cobre (Cul), e como
solvente foi empregado a acetonitrila, a reacdo aconteceu a temperatura

ambiente por 30 min. sob atmosfera inerte de argbnio, como mostrado no

Esquema 18.
o)
0 R
0 R NB2 [ NBz
o \f)\ Cul, Ar N) o
%Ng / CH,CN, t.a Ok{ojﬁ,\,&\ﬂ
47 Z 0 NN
R=H, (46a) R = H, (50a)
R = CHj, (46b) R = CH,, (50b)

Esquema 18. Cicloadicdo 1,3-dipolar entre o azido—glicerol carbonato e as bases
pirimidinicas N3-protegidas.



65

Apds a etapa de purificacdo por coluna cromatografica em sistema
gradiente de eluentes: (AcOEt:Hex = 8:2), AcOEt e (AcOEt:MeOH = 9:1), foram
obtidos rendimentos de 88% para o composto (50a) e de 72% para o composto
(50Db). A utilizacdo de argbnio é fundamental para evitar a oxidagéo do Cu(l) para
Cu(ll), neste aspecto preservar as espécies de Cu(l) é crucial para atingir o
sucesso da reacao de cicloadicdo 1,3-dipolar azida-alcino. O Esquema 19,
representa o ciclo catalitico atualmente mais aceito respaldado pelo
intermediario de cobre dinuclear (WORRELL et al., 2013).
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Esquema 19. Proposta mecanistica envolvida na sintese dos derivados triaz6licos
através do intermediario de cobre dinuclear.

De acordo com o ciclo catalitico proposto acima, a primeira etapa

ocorre com a formacéao do alcineto de cobre mononuclear. A coordenacéao do Cu
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() com alcino terminal é acompanhado pelo aumento da acidez do hidrogénio
acetilénico, isto €, o pKa diminui de ~25 para ~15 (SCHULZE, SCHUBERT,
2014). A utilizacao de gotas de trietilamina (EtsN) facilita desprotonacgao do alcino
terminal para fornecer o alcineto de cobre inicial. Em seguida, existe a
coordenacao do segundo cobre, gerando o intermediario de cobre dinuclear. O
azido—glicerol carbonato sofre ataque nucleofilico pelo carbono g—vinilidénico do
alcineto de Cu (I) dinuclear. A préxima etapa € a formacdo do ligacdo C-N
observada no intermediério contendo cobre de seis membros tensionado, por
conseguinte o complexo azido-alcino sofre acoplamento oxidativo,
seguidamente de uma contracdo do anel via eliminagéo redutiva, o triazolideo
resultante € submetido a protondlise, fornecendo assim, o derivado triazdlico
monossubstituido e concomitantemente o Cu (I) é regenerado para o ciclo

catalitico.

A Figura 18 mostra o espectro de RMN H em 400 MHz do composto
(50a), verifica-se sinais de um duplo dupleto em & 4,30 ppm e um tripleto em &
4,63 ppm atribuidos aos hidrogénios H-3’ (J = 6,28 e 8,64 Hz) e H-3 (J = 8,64
Hz), respectivamente. Em seguida, notamos um dupleto em & 4,79 ppm com
integracéo de dois hidrogénios referentes ao H-6 e H-6’ (J = 5,08 Hz). Esperava-
se para este sinal um duplo dupleto com deslocamento quimico proximos,
provavelmente devido a uma conformacdo menos flexivel um dos hidrogénios
nao deve ter mostrado acoplamento devido a angulo diedral proximo a 90°. Uma
possivel explicacdo para essa estrutura menos flexivel seria uma ligagdo de
hidrogénio de H-11 com o carbonato (ver Esquema 19, produto final).
Posteriormente, observa-se um simpleto em & 5,04 ppm atribuido aos
hidrogénios H-13/H-13’. Por causa dos hidrogénios diastereotopicos (H-3 e H-6)
do anel carbonato € observado na regido de 5,21-5,17 ppm a presenca de um
multipleto correspondente ao H-2. O hidrogénio do anel pirimidinico H-18 (J =
7,84 Hz) se encontra como dupleto em 5,88 ppm. Por outro lado, em campo mais
baixo é visto sinais de tripleto & 7,59 ppm atribuidos aos hidrogénios H-26 e H-
28 aromaticos na posi¢do meta. O proximo sinal de tripleto é conferido ao H-27
na posicao para. O dupleto & 7,93 ppm com integracdo de dois hidrogénios sao
referentes aos orto-aromaticos H-25 e H-29. O sinal de dupleto atribuimos em

7,98 ppm ao H-19 (J = 7,84 Hz). Por fim, o hidrogénio triazélico H-11 encontra-
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se como simpleto em 8,14 ppm, sendo considerado sinal mais desblindado
devido ao efeito indutivo retirador de elétrons e ao efeito anisotropico presente
no anel triazdlico. Portanto, os dados espectroscopicos estdo de acordo com a

estrutura do composto (50a).
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Figura 18. Espectro de RMN H (DMSO-ds, 400MHz) e expansdes do composto (50a)

5.8 Atividade Optica e atropoisomerismo

Ao observarmos no espectro de RMN a existéncia de sinais duplicados
para os derivados 48-50, pensamos na possibilidade de estereoisomeria devido
existéncia de possiveis rotameros (atropoisomerismo). Entretanto, os inéditos
glicero-pirimidinicos obtidos apresentaram atividade 6ptica, como visualizado na
tabela 7 sequir:



Tabela 7. Rotacao especifica dos derivados de triazbis e azido-glicero-pirimidinicos.

COMPOSTO
o O
[ I
SaY
N)Qo
o) <O
0 48a
o O
[ I
\fN/\©
N)QO
o) <O
o 48b
i
| NH
N)Qo
Hoj)
N3~ 49a
i
‘ NH
N)Qo
Hoj)
N 49b
O o

ROTACAO ESPECIFICA

[a]o® = - 9,8 (c = 0,102 /100 mL,
CH2Cly)

[a]p?® =-9,7 (c = 0,1 g/100 mL,
CH2Cl2)

[a]p?® = - 4,23 (c = 0,118 g/100 mL,
MeOH);

[a]p?® =-15 (c = 0,1 g/100 mL, MeOH)

[a]o? = - 9,17 (c = 0,109 g/100 mL,
(CH3)2CO)
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| PN [a]o? = - 4,8 (c = 0,104 g/100 mL,

\NV (CH2)2CO)
O \
0:<Oj NN 50p

De acordo com a tabela, todos os compostos sao levogiros, pois
possuem uma rotacéo especifica negativa. Como os materiais de partida (45 e
47) ndo apresentam atividade 6ptica por serem uma mistura racémica, pode-se
afirmar que a atividade Optica dos inéditos glicero-pirimidinicos nédo foi
proveniente do carbono quiral presente no anel carbonato. Neste sentido, existe
a possibilidade da atividade Optica dos referidos compostos esta associado ao
atropoisomerismo. Os atropoisdmeros sao conférmeros formados através de
uma restricdo estérica ou eletrénica, permitindo assim uma interconvenséo lenta
e o0 posterior isolamento. (CLAYDEN et al., 2009). Sabe-se que o
atropoisomerismo € mais comum em sistemas, a qual o eixo de quiralidade é
formado por sistemas sp?-sp? (SANTOS et al., 2007). Em contrapartida, o
fendmeno do atropoisomerismo é encontrado também em sistemas sp3-spS.
Neste contexto, a figura 19 abaixo demonstra a possivel representacdo do

atropoisomerismo em sistemas do tipo sp3-sp3 no composto 48a.
i

eixo estereogénico C-N -~ N\ 'N

NBz
L

0 <O
o 48a

Figura 19. Possivel representacdo do atropoisomerismo em sistemas do tipo sp3-sp®

do composto (48a).

Como forma de confirmacéo do atropoisomerismo deve-se recorrer a
resolucao por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia, onde permite
indicar o excesso de um atropoisdbmero em detrimento de outro e também

através da ressonancia magnética nuclear.
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5.9 Testeb de Citotoxicidade

Alguns compostos foram selecionados de forma a representar a
diversidade estrutural dos compostos sintetizados. O potencial citotdéxico dos
compostos 46a, 48a-b, 49b e 50a foi determinado pelo método MTT frente as
linhagens de células Vero e HepG2. Os valores de CCzo e CCso foi estabelecido
por meio de andlises estatisticas, no qual indicam a concentracdo dos referidos
compostos inerentes a 80% e 50% de viabilidade celular, respectivamente. A

figura 19 mostra os derivados pirimidinicos 46a, 48a-b, 49b e 50a que foram

o

submetidos ao teste de citotoxicidade.

O
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Figura 20. Estruturas dos derivados pirimidinicos.

A tabela 8 a seguir demonstra os valores de CC20 e CCso obtidos pelo

método MTT em células Vero.

Tabela 8: Valores de CC2 e CCso determinados pelo método MTT em células Vero.

COMPOSTO CCx CCso logP®
46a 10,72 M 728,2 uM 0,77
48a 443,8 uM >1000 pM 0,29
48b 173,4 yM 851,6 uM 0,99
490 924,2 uM >1000 pM -0,88
50a >1000 pM >1000 UM 0,04

@ JogP calculado utilizando o Molinspiration cheminformatics
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Conforme visualizado na tabela 8, o composto 50a apresentou a menor
toxicidade em células Vero com os resultados de CCz0 e CCso superior a 1000
MM. Entretanto, o composto 46a apresentou-se a maior toxicidade, visto que tém
um valor CCx e CCso de 10,72 e 728,2 uM, respectivamente. Todos o0s
compostos testados tém em comum a nucleobase pirimidinica, diferindo-se na
presenca do nucleo triazolico e do anel carbonato. Como observado, os
compostos apresentam logP baixos, indicando que possuem caracteristicas
polares. Entretanto, ndo foi notado nenhuma correlacéao entre os valores de CCzo

e 0 logP dos referidos compostos.

A quantidade de células viaveis foi determinada pelo método MTT nas
diferentes concentracbes empregadas no teste, a saber: 1000 uM, 500 uM, 250
MM, 125 uM, 62.5 uM, 30.3 uM e 15.6 uM. O grafico 1 representa o percentual
de células viaveis frente as referidas concentrages.

Grafico 1. Percentual de viabilidade celular em fungéo de diferentes concentracdes
dos compostos determinado pelo método MTT frente as células Vero.
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De acordo com os dados visualizados acima, observa-se que 0s
compostos 49b e 50a apresentam melhores resultados com um percentual de
células vidveis superior & 80% na concentracdo maxima. Nota-se também que
todos os compostos apresentam um percentual de viabilidade celular maior que
50% na concentracdo maxima (1000 uM) empregada no teste, indicando que a

série ndo é toxica para células Vero nas concentragdes utilizadas.
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A atividade citotdxica foi realizada também em células de carcinoma de

figado humano (HepG2) via método MTT. Sendo assim, a tabela 9 mostra os

valores de CC2zo e CCsp obtidos pelo MTT em células HepG2.

Tabela 9: Valores de CCy e CCso determinados pelo método MTT em células

HepG2.
COMPOSTO CCxo CCso logP®
46a 317,4 uM 909,4 uM 0,77
48a 529,2 uM >1000 uM 0,29
48b 138,1 uM 573,0 uM 0,99
49b 14,47 uM >1000 uM -0,88
50a >1000 uM >1000 uM 0,04

@ JogP calculado utilizando o Molinspiration cheminformatics

Conforme os resultados expressados na tabela 9, o composto 50a foi 0

menos téxico em células HepG2, apresentando assim CCzo e CCso superior a

1000 uM, assim como o mesmo se comportou em células Vero. O composto 49b

€ considerado 0 mais toxico por apresentar um valor de CC2 de 14,47 uM,

bastante inferior aos demais compostos. Como visualizado acima nao foi

observado uma correlacéo entre os valores de CCzo e 0s coeficientes de particéo

(logP) de cada composto.

O percentual de viabilidade celular foi determinado pelo método MTT nas

diferentes concentragdes utilizadas no teste, como: 1000 uyM, 500 pM, 250 uM,
125 uM, 62.5 uM, 30.3 pM e 15.6 uM. O grafico 2 retrata o percentual de

viabilidade celular nas referidas concentracoes.

Gréfico 2. Percentual de viabilidade celular em funcéo de diferentes concentracbes
dos compostos determinado pelo método MTT frente as células HepG2.
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Como analisado no grafico 2, os compostos 48a, 49b e 50a apresentaram
os melhores resultados, visto que possuem um percentual de viabilidade celular
préximo de 80% na concentracdo (1000 uM) maxima testada. Por outro lado, o
composto 46a tem a porcentagem de células viaveis cerca de 50% e 0 composto
58b tem o0 menor percentual de células viaveis, correspondendo a cerca de 20%.
Neste sentido, podemos considerar que 0s compostos testados possuem baixa
citotoxicidade e podem ser empregados na realizagao da atividade antiviral em

concentracdes seguras para as células.
5.10 Atividade Antiviral

Os compostos 46a, 48a-b, 49b e 50a foram direcionados para a avaliacédo
da atividade antiviral contra o virus da Zika (ZIKV). Para isso, empregou-se
células Vero, a qual foram infectadas com o ZIKV e posteriormente tratadas com
0s compostos selecionados. Neste sentido, o grafico 3 a seguir aborda o titulo
viral, bem como, o controle negativo (célula + virus) e o controle positivo
(6MMPY).

Gréfico 3. Resultados da atividade antiviral contra o ZIKV.
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Como visualizado no grafico acima, os compostos 48a e 48b néo
demonstraram significancia, visto que nao foi observado a diminuicéo do titulo
viral quando comparado ao controle negativo. Entretanto, os compostos 46a,
49b e 50a apresentaram atividade antiviral. O 6-metilmercaptopurina ribosidica
(6MMPr), um analogo de nucleosideo foi utilizado como controle positivo em
funcdo de apresentar uma potente atividade inibitoria in vitro contra o ZIKV em
células epiteliais e neuronais (CARVALHO et al., 2017).

A tabela 10 abaixo mostra os resultados da citotoxicidade e da atividade
antiviral acompanhados do indice de seletividade (IS), que determina a eficacia

relativa dos compostos na inibicdo da replicacao viral.

Tabela 10. Citotoxicidade (CCsp), atividade antiviral (ICso) e indice de seletividade (SI)

dos compostos 46a, 49b e 50a em células Vero.

Composto Resultados de citotoxicidade/antiviral
CCxo CCso ICso S| (CCso/ICs0)
6MMPr 60.5* yM 291* uyM 24,5* uyM 11,9*
46a 10,7 uM 728,2 uyM 0,7 uM 1040,3
49b 924,2 uM 3285 uM 44,2 uM 74,3
50a 1215 uM 4700 M 34,7 uM 135,4

Como analisado na tabela 10, os compostos 49b e 50a sdo menos toxicos
em relagdo ao 6MMPr, pois apresentam uma CCzo de 924,2 yM e 1215 uM
respectivamente. Por outro lado, 0 composto 46a € 0 mais toxico por possuir
uma CCz de 10,7 yM. Dentre os compostos, aquele que expressou um melhor
resultado na atividade antiviral foi o 46a devido ao ICso de 0,7 uM, sendo um
valor muito inferior em comparac¢éo ao composto referéncia 6MMPr, assim como,
49b e 50a. Por fim, o melhor resultado para o indice de seletividade (IS) foi para
0 composto 46a, indicando que o mesmo é mais seletivo contra o ZIKV e tem

um menor efeito sobre as células Vero. Dos compostos testados, o que ha de
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comum entre as estruturas sdo a existéncia do anel pirimidinico, diferindo-se
apenas pela presenca do grupo azido—alcool, alcino terminal e do nucleo
triazdlico. Recentemente, Dantas e colaboradores (2021), descreveram a
avaliacdo da citotoxicidade e da atividade antiviral contra o ZIKV para 14
compostos hibridos que contém os grupos 1H-1,2,3-triazéis, naftoquinonas e
ftalimidas. A atividade antiviral acerca das bases propargilicas e dos azido-

alcoois pirimidinicos sdo poucos discutidos na literatura.
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CONCLUSAO

A sintese do carbonato de glicerol tosilado 45 e do azido-glicerol
carbonato 47 foi realizada com rendimentos de 61% e 79%, respectivamente.
Em seguida, foi feito a protecdo das bases pirimidinicas por meio da N3-
benzoilagdo, obtendo-se assim, os compostos 44a-c. Os alcinos terminais 46a-
c foram obtidos com bons rendimentos entre 57% - 93%, através de
metodologias convencional e por irradiacdo de micro-ondas. Os triazoOis
monossubstituidos inéditos 50a-b foram preparados via cicloadi¢cao 1,3-dipolar
catalisada por sais de cobre (CUAAC) entre o azido-glicerol carbonato 47 e as
bases pirimidinicas monopropiniladas 46a-b. Em uma segunda rota sintética foi
realizado a sintese dos glicero-pirimidinicos 48a-b, empregando-se assim, as
bases pirimidinicas protegidas 44a-b e o carbonato de glicerol tosilado 45, com
a obtencdo dos seguintes rendimentos: 81% e 72%. Logo apds, a abertura do
anel carbonato dos derivados de glicero-pirimidinicos com azida de sédio (NaNz)
sob refluxo foi feito para a preparacdo dos azido-glicero pirimidinicos 49a-b

inéditos, a qual foi observado a saida do grupo protetor.

Foram realizadas as atividades de citotoxicidade via método MTT frente a
linhagens de células Vero e HepG2. Desta forma, o composto 50a foi menos
toxico tanto nas células Vero como na HepG2 com um valor de CCz2 e CCso
superior a 1000 uM. Por outro lado, o composto 46a apresentou-se 0 mais toxico
em células Vero, devido & um valor de CCzode 10,72 yM e o composto 49b foi
considerado o de maior toxicidade em células HepG2 em funcéo de apresentar
um valor de CCz2o de 14,47 yM. De acordo com os resultados de CC20 e com o
percentual de viabilidade celular, podemos considerar que a série de compostos
testados ndo sdo muito toxicos, visto que a maioria atingem um percentual de
células viaveis maior que 50%. Neste sentido, os compostos 46a, 48a-b, 49b e
50a testados podem ser empregados ha avaliacdo da atividade antiviral. Por fim,
foi realizado a atividade antiviral contra o ZIKV em células Vero, aos quais foram
constatados que os compostos 46a, 49b e 50a apresentaram uma moderada

atividade antiviral.
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PERSPECTIVAS

v' Realizar a abertura do anel carbonato dos derivados triazélicos
monossubstituidos (50a-b) com azida de sdédio (NaNs) sob refluxo.

v' Avaliar o efeito citotoxico dos compostos 46b-c, 49a e 50b frente a
linhagens de células Vero e HepG2.

v' Encaminhar os derivados de glicero-pirimidinicos para a realizacdo da
atividade antiviral, com especial atencao para os virus do Zika e do SARS-
Cov-2.
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Infravermelho do composto (50b)

MRacle10 (Dia/ZnSe)
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