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(57) Resumo: DERIVADOS ARILOXIBUTANILIDENO-HIDRAZIL-TIAZOL COM ATIVIDADE ANTIVIRAL FRENTE AO ZIKA
VIRUS. A presente invencéo se refere a moléculas ativas frente ao Zika virus (ZIKV). Mais especificamente, as moléculas da
presente invengao referem-se a derivados ariloxibutanilideno-hidrazil-tiazol Gteis no tratamento da infecgdo causada pelo ZIKV.
Os testes em modelos experimentais in vitro permitiram observar que houve uma redugao significativa do titulo do ZIKV inibi¢édo e
0s compostos apresentaram percentuais de inibicdo que variaram de 94,94% a 99,92%. Esses resultados em modelos
experimentais in vitro colocam os derivados ariloxibutanilideno-hidrazil-tiazol como candidatos a novos agentes para o tratamento

da infec¢é@o causada pelo ZIKV.
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DERIVADOS ARILOXIBUTANILIDENO-HIDRAZIL-TIAZOL COM
ATIVIDADE ANTIVIRAL FRENTE AO ZIKA VIRUS

[0001] A presente invengdo se refere a moléculas ativas frente ao Zika virus
(ZIKV). Mais especificamente, as moléculas da presente invencdo referem-se a
derivados ariloxibutanilideno-hidrazil-tiazol uteis no tratamento da infeccao
causada pelo ZIKV.

[0002] O ZIKV ¢ um virus de RNA fita simples que pertence a familia
Flaviviridae e género Flavivirus. O virus contém 10.794 nucleotideos que
codificam 3.419 aminoacidos. Também fazem parte desta familia o virus da febre
amarela (YFV), dengue (DENV), encefalite japonesa (JEV) e virus do oeste do
Nilo (WNYV) (Fauci; Morens, 2016).

[0003] O ZIKV foi isolado pela primeira vez na Floresta Zika, em Uganda, em
1947 em um macaco Rhesus (Pastula et al., 2016). Em 1954, houve o primeiro
isolamento desse virus em humano. O ZIKV ¢ considerado uma infecgao
emergente, com diagndstico clinico e sorologico dificil em regides endémicas
para dengue (Nhan et al., 2014; Patifio-Barbosa et al., 2015; Yasri; Wiwanitkit,
2015). O virus ja foi isolado em varias espécies de Aedes sp., como Ae. africanus,
Ae. luteocephalus, Ae. furcifer, Ae. apicoargenteus, Ae. vitattus, Ae. aegypti e Ae.
albopictus, sendo esse Ultimo encontrado em algumas regides ndo tropicais (Nhan
etal.,2014).

[0004] Antes de 2007, havia alguns relatos de infecgdes isoladas ou pequenos
surtos por ZIKV, porém, foi ap6és 2007 que se iniciou notificacdes de grandes
surtos, como o ocorrido na ilha Yap, pertencente a Micronésia, com 7500
habitantes na época. Nenhuma morte ou internagdo foi relatada, mas estudos
comprovaram que 73% da populacdo com idade superior a 30 anos havia sido
infectada (Faye et al., 2014; Nhan et al., 2014).

[0005] Em 2013 e 2014, novos surtos foram relatados na Polinésia Francesa, e
11% da populacdo apresentaram casos clinicos de infec¢ao por ZIKV e o principal

vetor identificado foi o A. aegypti (Faye et al., 2014; Fonseca et al., 2014; Nhan et
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al.,2014). Em 2014 e 2015, esse virus passou a ser notificado nas Américas, em
casos confirmados na Ilha de Pascoa, no Chile e, mais recentemente no Brasil
(Patino-Barbosa et al., 2015).

[0006] Segundo Faye er al. (2014), houve duas introdugdes independentes do
virus, com duas distintas linhagem circulando na Africa e uma terceira linhagem
formada por cepas encontradas na Micronésia e Malasia. Esse estudo sugeriu uma
taxa de substituicdo de nucleotideos de 7,74 x 10™ por ano, com um ancestral
comum mais recente ao ZIKV ha 325 anos.

[0007] A infeccdao por ZIKV tem caracteristicas similares a outras infecgdes
arbovirais, apresentando caracteristicas muito proximas ao quadro
sintomatologico da Dengue e outras doencgas tropicais. A manifestagdo clinica de
conjuntivite ndo purulenta presente nas infec¢oes por Zika ¢ a unica diferenga
apresentada entre as duas enfermidades, e foi observada em 55% dos casos
durante o surto na Ilha Yap. Existem relatos de transmissdo de forma atipica para
esse virus, como a transmissdo por contato sexual, transplacentaria e por
transfusdo de sangue. Na Polinésia Francesa, observou uma prevaléncia do virus
em 2,8% dos doadores de sangue, todos assintomaticos. Ja foi reportada também,
a presenca desse virus em saliva e urina de humanos contaminados (Fonseca et
al., 2014; Musso et al., 2015; Nhan et al., 2014; Patifio-Barbosa et al., 2015;
Yasri; Wiwanitkit, 2015).

[0008] Em 2013, um caso diagnosticado como Sindrome de Guillain-Barre foi
relacionado com infec¢do por ZIKV e DENV em uma mulher de 40 anos na
Polinésia Francesa (Ochler et al., 2014). O primeiro relato no Brasil ocorreu no
inicio do ano, em um paciente na cidade de Natal, RN. Em marco, véarios
pacientes que apresentaram quadros clinicos similar a DENV, obtiveram resultado
de exame sorologico negativo para DENV e Chikungunya (CHIKYV). Ap6s analise
por qRT-PCR (reagdo em cadeia da polimerase em tempo real), foi confirmado
infeccdo por ZIKV (Zanluca et al., 2015)

[0009] O recente relato de uma possivel associa¢do entre a infeccao pelo ZIKV e

uma epidemia de microcefalia entre os recém-nascidos no Brasil tem atraido a
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atengao global (Schuler-Faccini et al.,, 2016; Chan et al. 2016). A répida
disseminagdo do ZIKV além da Africa e Asia para as Américas e Europa, além do
potencialmente surto de "sindrome de Zika congénita" levaram a Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) a declarar a epidemia de ZIKV como uma emergéncia
global de saude publica em 1 de Fevereiro de 2016 (WHO, 2016).

[0010] O grande impacto global, social e econdmico, devido a morbidade e
mortalidade associada a doengas causadas por flavivirus (como o ZIKV) exige
urgentemente intervengdes terapéuticas eficazes. Nao existe atualmente qualquer
terapia antiviral especifica disponivel para o tratamento eficaz de infecgdes
clinicas por qualquer um dos Flaviviridae (Kok, 2016), sendo realizado apenas
tratamento de suporte nos casos mais graves (Nhan et al, 2014). O
desenvolvimento de vacinas mais eficazes e agentes antivirais para a prevencao e
tratamento da maioria das infec¢des por flavivirus continua sendo uma prioridade
na saude publica (Kok, 2016).

[0011] O planejamento das moléculas obtidas nesse trabalho foi feito partindo dos
trabalhos de Jadav er al. (2015) e Micewicz et al. (2018). Em 2015, Jadav e
colaboradores sintetizaram uma série de compostos contendo um ntcleo tiazol
ativos contra o virus da Dengue 2, que pertence a familia dos Flavivirus, a mesma
do ZIKV (Figura 1). Em 2018, Micewicz e colaboradores forneceram orientagdes
gerais para o planejamento dos inibidores do ZIKV, no qual devem conter um
conjunto de 3 anéis aromaticos ou alifaticos na configuracdo para ou meta e com
ou sem modificagdes adicionais. Considerando essas duas informacdes, foi
planejada a sintese de inéditos compostos contendo trés anéis, sendo um deles o
nucleo tiazol.

[0012] O grupo ligante e os substituintes em R; (bromo e fltor) foram escolhidos
com base em uma triagem anterior feita com mais de 50 compostos do banco de
dados do LpQM (P. A. T. M. Gomes, dados nao publicados). Com a presenga dos
substituintes halogenados na por¢ao ariloxi, ¢ possivel avaliar a contribuicdo da
densidade eletronica na atividade biologica das moléculas. Substituintes

halogenados possibilitam, ainda, a melhoria da absor¢do oral, da permeabilidade,
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da estabilidade metabolica e quimica, ¢ a formagdo de ligagdo com o alvo
farmacologico, contribuindo para a estabilidade da ligagdo farmaco-receptor
(Hernandes et al., 2010).

[0013] O processo de obtencdo dos novos derivados hidrazil-tiazois ocorreu
através da reacdo de condensacdo com quantidades equimolares de
ariloxitiossemicarbonas substituidas por bromo ou flior na posi¢do R1 na
presenca de solventes, tais como acetona e isopropanol, em temperatura ambiente
ou superior ao ponto de fusdo dos reagentes. A Figura 2 apresenta a estrutura
geral dos compostos obtidos.

[0014] Foram realizadas etapas de sintese, purificagdo e elucidagdo estrutural de
novos compostos ariloxibutanilideno-hidrazil-tiazol acompanhados por ensaios in
vitro visando a avaliag¢ao de suas atividades antivirais frente ao ZIK'V.

[0015] Esse procedimento permite obter os compostos reivindicados, através de

reacoes de condensagdo do grupo hidrazil-tiazol. Estes derivados sdo

quimicamente denominados: (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-
ilideno)hidrazil)-4-feniltiazol (DLT-1A); (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-
ilideno)hidrazil)-4-(4-p-toluil)tiazol (DLT-1B); (E)-2-(2-(3-(4-

bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-4-(4-metoxifenil )tiazol (DLT-1C); (E)-2-
(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-nitrofenil tiazol ~ (DLT-1E);
(E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-4-(4-fluorofenil))tiazol

(DLT-1F); (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-4-(4-
clorofenil)tiazol (DLT-1G); (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-
4-(2-nafil)tiazol (DLT-1H); (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil))-
4-(4-bromofenil)tiazol (DLT-11); (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-
ilideno)hidrazil )-4-(1,1-difenil )tiazol (DLT-1J); (E)-2-(2-(3-(4-
fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-feniltiazol (DLT-2A); (E)-2-(2-(3-(4-
fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-4-(4-p-toluil)tiazol (DLT-2B); (£)-2-(2-(3-
(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-metoxifenil )tiazol (DLT-2C); (E)-
2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-4-(4-nitrofenil )tiazol (DLT-2E);
(E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-4-(4-fluorofenil )tiazol
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(DLT-2F); (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-4-(4-
clorofenil)tiazol (DLT-2G); (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-
4-(2-nafil)tiazol (DLT-2H); (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-
4-(4-bromofenil)tiazol (DLT-20); (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-
ilideno)hidrazil)-4-(1,1-difenil )tiazol (DLT-2J).

[0016] Elucidacdo dos novos derivados ariloxibutanilideno-hidrazil-tiazol (DLT):
(E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-4-feniltiazol (DLT-1A).
CioH13BrN3;OS; 416,33 u; RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ppm: 1.4 (d, J = 6.6
Hz, 3H, CHs), 1.8 (s, 3H, CHj3), 4.9 (q, J = 6.5 Hz, 1H, CH), 5.8 (s largo, 1H,
NH), 6.9 (m, 2H, ArH), 7.3 (m, 4H, ArH), 7.8 (m, 4H, ArH). RMN "*C (DMSO-
ds, 75MHZz) & ppm: 11.6 (CH3), 18.5 (CH3), 76.7 (CH), 103.9 (CH, tiazol), 112.3
(C-Br, Ar), 118.0 (CH, Ar), 118.0 (CH, Ar), 125.5 (CH, Ar), 125.5 (CH, Ar),
127.5 (CH, Ar), 127.5 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar),
132.1 (C, Ar), 134.5 (C, tiazol), 150.3 (C=N), 156.6 (C—Ar), 169.5 (S-C=N).
[0017] (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-p-toluil)tiazol
(DLT-1B). Cy0H»BrN;OS; 430,36 u; RMN 'H (DMSO-ds, 300MHz), & ppm: 1.44
(d, 3H, J 6.8 Hz, CH3), 1.89 (s, 3H, CH3), 2.31 (s, 3H, CH3), 4.97 (q, 1H, J 6.4
Hz, CHO), 6.94 (d, 2H, ArH), 7.2 (m, 3H, ArH), 7.42 (d, 2H, ArH), 7.72 (d, 2H,
ArH), 10.42 (s largo, 1H, NH). RMN "“*C (DMSO-ds, 75MHz) & ppm: 11.67 (CH3),
18.54 (CH3), 20.77 (CH3), 76.72 (CH), 103.37 (CH, tiazol), 112.41 (C-Br, Ar),
118.01 (CH, Ar), 118.01 (CH, Ar), 125.52 (CH, Ar), 125.52 (CH, Ar), 129.17
(CH, Ar), 129.17 (C, Ar), 131.62 (C, Ar), 132.11 (C, Ar), 136.92 (CH, Ar),
136.92 (CH, Ar), 149.69 (C, tiazol), 150.62 (C=N), 156.67 (C-0O, Ar), 169.45 (S-
C=N).

[0018] (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-4-(4-
metoxifenil)tiazol (DLT-1C). CyHyBrN;O,S; 426,36 u; RMN 'H (DMSO-dg,
300MHz), & ,pm: 1.44 (d, 3H, J 6.8 Hz, CH3), 1.89 (s, 3H, CH3), 3.77 (s, 3H, CHz),
4.97 (q, 1H, J 6.4 Hz, CHO), 5.80 (s largo, 1H, NH), 6.95 (d, 4H, ArH), 7.12 (s,
1H, ArH), 7.42 (d, 2H, ArH), 7.76 (d, 2H, ArH). RMN "*C (DMSO-de, 75MHz) &
ppm: 11.67 (CH3), 18.53 (CH3), 55.13 (CHs), 76.71 (CH), 101.94 (CH, tiazol),
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112.41 (C-Br, Ar), 113.97 (CH, Ar), 113.97 (CH, Ar), 118.02 (CH, Ar), 118.02
(CH, Ar), 126.93 (CH, Ar), 126.93 (CH, Ar), 126.93 (C, Ar), 132.10 (C, Ar),
132.10 (C, Ar), 149.30 (C, Ar), 150.70 (C, tiazol), 156.66 (C=N), 158.86 (C-O,
Ar), 169.44 (S-C=N).

[0019] (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-4-(4-nitrofenil )tiazol
(DLT-1E). C19H17N4038S; 461,33 u; RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), § ppm: 1.44
(d, 3H, J 6.8 Hz, CH3), 1.89 (s, 3H, CHs), 4.72 (s largo, 1H, NH), 4.98 (q, 1H, J
6.4 Hz, CHO), 6.94 (d, 2H, ArH), 7.42 (d, 2H, ArH), 7.77 (s, 1H, ArH), 8.08 (d,
2H, ArH), 8.26 (d, 2H, ArH). RMN "*C (DMSO-dg, 75MHz) & ppm: 11.73 (CH3),
18.52 (CH3), 76.71 (CH), 108.88 (CH, tiazol), 112.41 (C-Br, Ar), 118.02 (CH,
Ar), 118.02 (CH, Ar), 124.10 (CH, Ar), 124.10 (CH, Ar), 126.93 (CH, Ar),

126.93 (CH, Ar), 126.93 (C, Ar), 132.10 (C, Ar), 132.10 (C, Ar), 140.72 (C, Ar),
146.14 (C—N, Ar), 148.43 (C, tiazol), 150.59 (C=N), 156.66 (C-O, Ar), 169.98
(S-C=N).

[0020] (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-4-(4-
fluorofenil)tiazol (DLT-1F). C;9H;7BrFN;0S; 434,33 u; RMN 'H (DMSO-dg,
300MHz), 6 ppm: 1.44 (d, 3H, J 6.8 Hz, CH3), 1.88 (s, 3H, CH3), 4.97 (q, 1H, J 6.4
Hz, CHO), 6.94 (d, 2H, ArH), 7.25 (m, 3H, ArH), 7.42 (d, 2H, ArH), 7.88 (d, 2H,
ArH), 10.88 (s largo, 1H, NH). RMN "*C (DMSO-ds, 75MHz) & ppm: 11.67 (CH3),
18.53 (CHs), 76.72 (CH), 103.78 (CH, tiazol), 112.40 (C-Br, Ar), 115.28 (CH,
Ar), 115.57 (CH, Ar), 118.02 (CH, Ar), 118.02 (CH, Ar), 127.46 (C, Ar), 127.57
(CH, Ar), 127.57 (CH, Ar), 131.13 (C, Ar), 132.10 (C, Ar), 149.03 (C, tiazol),
150.42 (C=N), 156.67 (C-0O, Ar), 159.95 (C-F, Ar), 169.64 (S-C=N).

[0021] (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-clorofenil)tiazol
(DLT-1G). CioH17BrCIN;OS; 450,78 u; RMN 'H (DMSO-ds, 300MHz), & ppm:
1.44 (d, 3H, J 6.8 Hz, CH3), 1.88 (s, 3H, CHs3), 4.97 (q, 1H, J 6.4 Hz, CHO), 5.84
(s largo, 1H, NH), 6.94 (d, 2H, ArH), 7.40 (m, 5H, ArH), 7.85 (d, 2H, ArH).
RMN "C (DMSO-d¢, 75MHz) & ppm: 11.67 (CH3), 18.53 (CH3), 76.71 (CH),
104.82 (CH, tiazol), 112.40 (C-Br, Ar), 118.02 (CH, Ar), 118.02 (CH, Ar),
127.23 (CH, Ar), 127.23 (CH, Ar), 128.60 (CH, Ar), 128.60 (CH, Ar), 131.89 (C,
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Ar), 132.11 (CH, Ar), 132.11 (CH, Ar), 133.45 (C-Cl, Ar), 148.96 (C, tiazol),
150.39 (C=N), 156.66 (C-0O, Ar), 169.67 (S-C=N).

[0022] (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(2-nafil)tiazol
(DLT-1H). C»3H2BrN3OS; 466,39 u; RMN 'H (DMSO-ds, 300MHz), & ppm: 1.44
(d, 3H, J 6.8 Hz, CHs3), 1.90 (s, 3H, CHs3), 4.99 (q, 1H, J 6.4 Hz, CHO), 6.53 (s
largo, 1H, NH), 6.96 (d, 2H, ArH), 7.45 (m, 5H, ArH), 7.93 (m, 4H, ArH), 8.37
(s, 1H, ArH). RMN "°C (DMSO-ds, 75MHz) & ppm: 11.67 (CH3), 18.53 (CHj),
76.73 (CH), 104.81 (CH, tiazol), 112.40 (C-Br, Ar), 118.02 (CH, Ar), 118.02
(CH, Ar), 123.92 (CH, Ar), 124.01 (CH, Ar), 125.99 (C, Ar), 126.44 (CH, Ar),
126.44 (CH, Ar), 127.54 (CH, Ar), 128.74 (CH, Ar), 128.74 (CH, Ar), 132.11
(CH, Ar), 132.11 (CH, Ar), 132.40 (C, Ar), 133.11 (C, Ar), 149.03 (C, tiazol),
150.42 (C=N), 156.68 (C-0O, Ar), 169.61 (S-C=N).

[0023] (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-4-(4-
bromofenil)tiazol (DLT-1I). C;9H;7Br;N;0S; 495,23 u; RMN 'H (DMSO-dg,
300MHz), 6 ypm: 1.44 (d, 3H, J 6.8 Hz, CH3), 1.88 (s, 3H, CH3), 4.97 (q, 1H, J 6.4
Hz, CHO), 6.94 (d, 2H, ArH), 7.40 (m, 3H, ArH), 7.58 (d, 2H, ArH), 7.78 (d, 2H,
ArH), 8.87 (s largo, 1H, NH). RMN *C (DMSO-ds, 75MHz) & ppm: 11.67 (CH3),
18.54 (CHj), 76.69 (CH), 104.91 (CH, tiazol), 112.40 (C—Br, Ar), 118.02 (CH,
Ar), 118.02 (CH, Ar), 120.50 (C-Br, Ar), 127.55 (CH, Ar), 127.55 (CH, Ar),
131.52 (CH, Ar), 131.52 (CH, Ar), 132.11 (CH, Ar), 132.11 (CH, Ar), 133.78 (C,
Ar), 148.99 (C, tiazol), 150.40 (C=N), 156.66 (C-O, Ar), 169.67 (S-C=N).

[0024] (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(1,1-difenil )tiazol
(DLT-1J). CsH2,BrN3OS; 492,43 u; RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ppm: 1.45
(d, 3H, J 6.8 Hz, CHs), 1.90 (s, 3H, CH3), 4.98 (q, 1H, J 6.4 Hz, CHO), 6.45 (s
largo, 1H, NH), 6.94 (m, 3H, ArH), 7.25 (m, 5H, ArH), 7.71 (m, 4H, ArH), 7.93
(d, 2H, ArH). RMN °C (DMSO-ds, 75MHz) & ppm: 11.67 (CH3), 18.57 (CHj3),
76.72 (CH), 104.25 (CH, tiazol), 112.41 (C-Br, Ar), 118.03 (CH, Ar), 118.03
(CH, Ar), 126.12 (C, Ar), 126.45 (CH, Ar), 126.45 (CH, Ar), 126.83 (CH, Ar),
126.83 (CH, Ar), 127.46 (CH, Ar), 127.46 (CH, Ar), 128.95 (CH, Ar), 128.95
(CH, Ar), 132.12 (CH, Ar), 132.12 (CH, Ar), 133.60 (C, Ar), 139.10 (C, Ar),
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139.61 (C, Ar), 149.65 (C, tiazol), 150.43 (C=N), 156.68 (C-O, Ar), 169.59 (S-
C=N).

[0025] (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-feniltiazol (DLT-
2A). CioHisFN30S; 355,43 u; RMN 'H (DMSO-ds, 300MHz), 6 ppm: 1.4 (d, J =
6.6 Hz, 3H, CHs), 1.9 (s, 3H, CH3), 4,5 (s largo, 1H, NH), 4.9 (q, /= 6.3 Hz, 1H,
CH-CH3), 7.0 (m, 6H, ArH), 7.4 (d, 3H, ArH), 7.8 (d, 1H, ArH). RMN "C
(DMSO-ds, 75MHz) § ppm: 11.6 (CH3), 18.6 (CH3), 77.1 (CH), 103.9 (CH, tiazol),
115.6 (CH, Ar), 115.9 (CH, Ar), 117.1 (CH, Ar), 125.5 (CH, Ar), 127.5 (CH, Ar),
127.8 (CH, Ar), 128.2 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 133.7 (CH, Ar), 134.4 (C, Ar),
149.9 (C, tiazol), 150.7 (C-0O, Ar), 151.6 (C-F, Ar), 153.6 (C=N), 169.5 (S-C=N).
[0026] (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-4-(4-p-toluil)tiazol
(DLT-2B). CH20FN30S; 369,46 u; RMN 'H (DMSO-ds, 300MHz), 6 ppm: 1.44
(d, J=6.6 Hz, 3H, CH3), 1.91 (s, 3H, CHs), 2.24 (s, 3H, CH3), 4.95 (q, /= 6.5 Hz,
1H, CH), 6.75 (d, 2H, ArH), 7.15 (m, 3H, ArH), 7.44 (m, 4H, ArH), 10.56 (s
largo, 1H, NH). RMN "C (DMSO-ds, 75MHz) & ppm: 19.94 (CH3), 20.72 (CH3),
25.47 (CHs), 76.7 (CH), 104.42 (CH, tiazol), 110.91 (CH, Ar), 110.91 (CH, Ar),
118.79 (CH, Ar), 118.79 (CH, Ar), 125.30 (CH, Ar), 125.90 (CH, Ar), 128.58
(CH, Ar), 128.83 (CH, Ar), 129.64 (C, Ar), 137.04 (C, Ar), 138.58 (C, tiazol),
140.64 (C-O, Ar), 140.73 (C—F, Ar), 165.18 (C=N), 176.64 (S-C=N).

[0027] (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-4-(4-
metoxifenil)tiazol (DLT-2C). Cy0Hy0FN30,S; 385,46 u. RMN 'H (DMSO-dg,
300MHz), 6 ppm: 1.44 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3), 1.90 (s, 3H, CH3), 3.77 (s, 3H,
CHs), 4.93 (q, J = 6.5 Hz, 1H, CH), 6.97 (m, 4H, ArH), 7.10 (m, 3H, ArH), 7.75
(d, 2H, ArH), 9.53 (s largo, 1H, NH). RMN “*C (DMSO-dg, 75MHz) & ppm: 11.75
(CHs3), 18.63 (CH3), 55.17 (CH3), 77.07 (CH), 102.06 (CH, tiazol), 113.67 (CH,
Ar), 114.03 (CH, Ar), 115.72 (CH, Ar), 115.95 (CH, Ar), 117.17 (CH, Ar),
117.25 (CH, Ar), 126.62 (CH, Ar), 127.01 (CH, Ar), 129.21 (C, Ar), 153.64 (C,
tiazol), 153.67 (C-0O, Ar), 155.50 (C-F, Ar), 157.86 (C=N), 158.99 (C-O, Ar),
169.48 (S-C=N).
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[0028] (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-nitrofenil)tiazol
(DLT-2E). C19H17FN4O3S; 400,43 u; RMN 'H (DMSO-ds, 300MHz), 6 ppm: 1.44
(d, J=6.6 Hz, 3H, CH3), 1.90 (s, 3H, CH3), 4.94 (q, J = 6.5 Hz, 1H, CH), 6.99 (d,
2H, ArH), 7.09 (d, 2H, ArH), 7.68 (s, 1H, ArH), 8.09 (d, 2H, ArH), 8.26 (d, 2H,
ArH), 11.13 (s largo, 1H, NH). RMN "“*C (DMSO-ds, 75MHz) & ppm: 11.66 (CH3),
18.59 (CH3), 77.07 (CH), 108.83 (CH, tiazol), 115.69 (CH, Ar), 115.92 (CH, Ar),
117.16 (CH, Ar), 117.23 (CH, Ar), 124.09 (CH, Ar), 124.09 (CH, Ar), 126.27
(CH, Ar), 126.27 (CH, Ar), 140.75 (C, Ar), 146.14 (C-N, Ar), 150.88 (C, tiazol),
153.66 (C-O, Ar), 155.48 (C-F, Ar), 157.82 (C=N), 169.98 (S-C=N).

[0029] (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-fluorofenil )
tiazol (DLT-2F). Ci9H7N3F,0S; 373,42 u; RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), & ppm:
1.43 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3), 1.88 (s, 3H, CH3), 4.92 (q, J = 6.5 Hz, 1H, CH),
5.79 (s largo, 1H, NH), 6.97 (m, 2H, ArH), 7.08 (m, 2H, ArH), 7.25 (m, 3H,
ArH), 7.25 (m, 2H, ArH). RMN “C (DMSO-ds, 75MHz) & ppm: 11.69 (CH3),
18.61 (CH3), 77.12 (CH), 103.83 (CH, tiazol), 115.36 (CH, Ar), 115.58 (CH, Ar),
115.72 (CH, Ar), 115.95 (CH, Ar), 117.18 (CH, Ar), 117.26 (CH, Ar), 127.53
(CH, Ar), 127.62 (CH, Ar), 131.02 (C, Ar), 153.68 (C, tiazol), 155.50 (C-O, Ar),
157.86 (C=N), 160.42 (C-F, Ar), 162.84 (C-F, Ar), 169.78 (S-C=N).

[0030] (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-clorofenil)tiazol
(DLT-2G). C19H;7CIFN30S; 389,87 u; RMN 'H (DMSO-ds, 300MHz), 6 ppm: 1.43
(d, J=6.6 Hz, 3H, CH3), 1.88 (s, 3H, CHs3), 4.93 (q, J = 6.5 Hz, 1H, CH), 5.81 (s
largo, 1H, NH), 6.98 (m, 2H, ArH), 7.08 (m, 2H, ArH), 7.25 (m, 3H, ArH), 7.86
(d, 2H, ArH). RMN *C (DMSO-ds, 75MHz) § ppm: 11.68 (CH3), 18.64 (CH3),
77.12 (CH), 104.84 (CH, tiazol), 115.72 (CH, Ar), 115.95 (CH, Ar), 117.19 (CH,
Ar), 117.27 (CH, Ar), 127.27 (CH, Ar), 128.42 (CH, Ar), 128.64 (CH, Ar),
131.96 (CH, Ar), 133.40 (C, Ar), 148.86 (C—Cl, Ar) 150.91 (C, tiazol), 153.89
(C-0, Ar), 155.80 (C—F, Ar), 157.86 (C=N), 169.72 (S-C=N).

[0031] (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-4-(2-nafil )tiazol
(DLT-2H). C23H»0FN30S; 405,49 u; RMN 'H (DMSO-ds, 300MHz), 6 ppm: 1.44
(d, J=6.6 Hz, 3H, CH3), 1.91 (s, 3H, CHs), 4.61 (s largo, 1H, NH), 4.94 (q, J =
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6.5 Hz, 1H, CH), 6.98 (m, 2H, ArH), 7.07 (m, 2H, ArH), 7.86 (m, 3H, ArH), 7.94
(m, 4H, ArH), 8.37 (s, 1H, ArH). RMN "C (DMSO-ds, 75MHz) & ppm: 11.72
(CH3), 18.66 (CHs), 77.15 (CH), 104.89 (CH, tiazol), 115.75 (CH, Ar), 115.98
(CH, Ar), 117.21 (CH, Ar), 117.28 (CH, Ar), 123.96 (CH, Ar), 124.14 (CH, Ar),
126.08 (CH, Ar), 126.51 (CH, Ar), 127.60 (CH, Ar), 128.15 (CH, Ar), 128.15
(CH, Ar), 131.84 (C, Ar), 132.46 (C, Ar), 133.14 (C, Ar), 149.79 (C, tiazol),
153.70 (C-O, Ar), 155.52 (C-F, Ar), 157.87 (C=N), 169.67 (S-C=N).

[0032] (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil )-4-(4-bromofenil)
tiazol (DLT-2I). C9H7BrFN;OS; 434,33 u; RMN 'H (DMSO-ds, 300MHz), &
ppm: 1.43 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3), 1.89 (s, 3H, CH3), 4.92 (q, J = 6.5 Hz, 1H,
CH), 6.53 (s largo, 1H, NH), 6.99 (d, 2H, ArH), 7.08 (d, 2H, ArH), 7.37 (s, 1H,
ArH), 7.58 (d, 2H, ArH), 7.78 (d, 2H, ArH). RMN "*C (DMSO-dg, 75MHz) & ppm:
11.67 (CHj3), 18.63 (CHs), 77.12 (CH), 104.91 (CH, tiazol), 115.71 (CH, Ar),
115.94 (CH, Ar), 117.18 (CH, Ar), 117.25 (CH, Ar), 120.53 (C-Br, Ar), 127.57
(CH, Ar), 127.57 (CH, Ar), 131.54 (CH, Ar), 131.34 (C, Ar), 133.72 (C, Ar),
150.85 (C, tiazol), 153.88 (C-O, Ar), 155.48 (C-F, Ar), 157.84 (C=N), 169.70 (S-
C=N).

[0033] (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(1,1-difenil)tiazol
(DLT-2J). C2sH2FN3OS; 431,53 u; RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), § ppm: 1.44
(d, J= 6.6 Hz, 3H, CH3), 1.90 (s, 3H, CH3), 4.83 (s largo, 1H, NH), 4.94 (q, J =
6.5 Hz, 1H, CH), 6.98 (m, 2H, ArH), 7.08 (m, 2H, ArH), 7.36 (m, 2H, ArH), 7.47
(m, 2H, ArH), 7.70 (m, 4H, ArH), 7.92 (m, 2H, ArH). RMN "“C (DMSO-dg,
75MHz) & ppm: 11.70 (CH3), 18.66 (CH3), 77.13 (CH), 104.29 (CH, tiazol), 115.73
(CH, Ar), 115.96 (CH, Ar), 117.19 (CH, Ar), 117.27 (CH, Ar), 126.16 (CH, Ar),
126.47 (CH, Ar), 126.47 (CH, Ar), 126.86 (CH, Ar), 126.86 (CH, Ar), 127.51
(CH, Ar), 127.51 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 133.44 (C, Ar),
139.16 (C, Ar), 139.61 (C, Ar), 151.09 (C, tiazol), 153.68 (C-O, Ar), 155.51 (C-
F), 157.86 (C=N), 169.64 (S-C=N).

[0034] No ensaio de citotoxicidade as concentracdes iniciais e dilui¢oes dos

compostos testados foram previamente escolhidas e preparadas com meio de
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cultura DMEM + 2% SBF como solvente. Foram utilizadas placas de 96 pocos.
Apds o meio de cultura ser descartado, 150 pL das dilui¢des foram inseridas nos
pocos em varias repetigdes. Uma linha da placa para controle celular foi
adicionada. A placa foi incubada a 37°C e 5% atm de CO, por 5 dias. Apds esse
periodo de incubagdo, observou-se visualmente o efeito citotéxico causado pelos
compostos. O meio de cultura com os compostos foi descartado. Uma solugao
com MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio) foi
preparada em uma concentracao de 1mg/mL com meio de cultura MEM. A placa
recebeu essa solugdo, onde cada pogo teve 50 uL. Apds o procedimento, a placa
foi novamente incubada, nos mesmos parametros, por 3 a 4 horas. Depois da
incubagdo, a solucdo com o MTT foi descartada. Por ultimo, foi inserido 100 pL
em cada poco de DMSO e levado para agitacdo por 15 min. A leitura
espectroscopica foi realizada com 570 nm de comprimento de onda. O método
utilizado foi baseado no proposto por Mosmann em 1983, com algumas
modificagoes.

[0035] Para a avaliagdo da atividade antiviral dos compostos, protocolos ja
validados para o virus dengue foram utilizados com pequenas modificagdes para
ZIKV, uma vez que os virus apresentam muitas similaridades (Moghaddam et al.
2014). Os diferentes cultivos celulares foram infectados com o virus Zika
utilizando-se o MOI (Multiplicidade de Infeccdo, que ¢ a relacdo entre a
quantidade de virus pela quantidade de célula) de 0,1 e, a seguir, incubados a
37°C com 5% de CO; durante duas horas, quando, entdo, o indculo foi retirado.
Nesses testes, incluiu-se ainda o controle celular (célula e meio) e o controle do
virus (célula, meio, virus). Os compostos foram adicionados apds a inoculagao
viral. Em todos os tratamentos, foi utilizada a concentracdo de CCyy para as
células Vero, determinada em experimento anterior. ApoOs cinco dias de
incubacgdo, os meios de cultivo foram coletados e o titulo do virus de cada pogo
foi determinado por TCIDsy. Os dados obtidos em cada experimento foram
testados quanto a normalidade e comparados utilizando o teste ANOVA seguida

pelo pos-teste de comparagdo multipla de Dunnett. Para realizagdo da andlise
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estatistica, foi utilizado o programa GraphPadPrism 5.0. Apenas os valores de P <
0.05 foram considerados significativos.

[0036] Inicialmente os compostos foram avaliados quanto a citotoxicidade em
células Vero. Foram obtidos valores de CCyy (concentragdo citotdoxica para 20%
das células) e CCsy (concentracdo citotoxica para 50% das células) que estdo
dispostos na Tabela 1. Os valores de CC,y foram utilizados no teste de atividade

antiviral.

Tabela 1. Resultado do CC,y e CCs da série DLT para células Vero.

Composto CCy (uM) CCso (uM)
DLT-1A 71.42 416.34
DLT-1B 13.60 145,7
DLT-1C 5,267 112,0
DLT-1E 9,668 279,0
DLT-1F 13,92 148,3
DLT-1G 24,25 126,4
DLT-1H 19,37 55,79
DLT-1I 33,46 112,3
DLT-1J 1,667 4,565
DLT-2A 132.9 355.43
DLT-2B 9,494 240,2
DLT-2C 11,39 154,2
DLT-2E 3,369 9,979
DLT-2F 18,32 83,03
DLT-2G 21,86 75,60
DLT-2H 21,60 72,03
DLT-21 3,68 116,3
DLT-2J 1,45 5,03
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[0035] Dez dos compostos apresentaram valores de CCsy acima que 100uM. Nao
foi possivel observar um padrdo em relagdo as estruturas destes compostos € o0s
seus respectivos valores de CCsp, no entanto, os dois compostos que apresentam
um fenil sem substitui¢do ligado ao C4 do anel tiazol (DLT-1A e DLT-2A)
tiveram os melhores valores de CCsy. De um modo geral, os compostos ndo foram
toxicos para células Vero.

[0036] Apos os testes de citotoxicidade, os compostos foram testados quanto a
capacidade de inibir a replicacdo do virus Zika. Como controle positivo, utilizou-
se 0 6MMPr (6-metilmercaptopurina ribosidica), um andlogo de nucleosideo que
recentemente foi retratado como sendo capaz de reduzir 99% do titulo do Zika
(Carvalho et al., 2017). O experimento durou 96h. Para confirmar a inibi¢do do
ZIKYV foi realizado um teste de titulagao do virus (Figura 3).

[0037] Nove compostos apresentaram uma redugdo significativa do titulo do
ZIKV (DLT-1A, DLT-1F, DLT-1G, DLT-1H, DLT-11, DLT-2A, DLT-2C, DLT-
2G e DLT-H), com destaque para DLT-1G, DLT-1H e DLT-11. Os compostos
DLT-1A e DLT-2A, que tiveram os maiores valores de CCsp, também
apresentaram bons indices de redugao do titulo do ZIK'V.

[0038] Os nove compostos apresentaram percentuais de inibi¢do que variaram de
94,94% a 99,92%. Quatro compostos (DLT-1G, DLT-1H, DLT-1I e DLT-2H)

apresentaram inibi¢do maior que 0 6MMPr na dose do CC, (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de inibicao viral na dose do CCy.

Composto  Inibi¢do Viral (%)+DP

DLT-1A 97,65+1,658
DLT-IF 97,431,316
DLT-1G 99,74+0,1350
DLT-1H 99,77+0,1769
DLT-11I 99,92+0,03464
DLT-2A 98,74+1,189
DLT-2C 97,031,518
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DLT-2G 94,94+1,045
DLT-2H 99,21+0,3753
6MMPr 98,74+1,189
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REIVINDICACOES

1. DERIVADOS ARILOXIBUTANILIDENO-HIDRAZIL-TIAZOL COM
ATIVIDADE ANTIVIRAL FRENTE AO ZIKA VIRUS, caracterizado por

conter a sintese de dezoito derivados com féormula geral:

o \/H _n —
AT O

em que Ry ¢é selecionado entre Bromo e Fluor e R; ¢ selecionado entre o grupo que

compreende: 4-CH3, 4-OCHj3, 4-NO», 4-F, 4-Cl, 2-Naftil e 4-fenil.

2. PROCESSO DE OBTENCAO DE DERIVADOS
ARILOXIBUTANILIDENO-HIDRAZIL-TIAZOL, conforme reivindica¢do 1,
caracterizado por compreender as etapas de: preparo das ariltiossemicarbazonas

intermediarias e preparo dos derivados 1,3-tiazdis.

3. DERIVADOS ARILOXIBUTANILIDENO-HIDRAZIL-TIAZOL COM
ATIVIDADE ANTIVIRAL FRENTE AO ZIKA VIiRUS, de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizada por ter compostos ariloxibutanilideno-hidrazil-

tiazol, testados em modelos experimentais antivirais in vitro.

4. DERIVADOS ARILOXIBUTANILIDENO-HIDRAZIL-TIAZOL COM
ATIVIDADE ANTIVIRAL FRENTE AO ZIKA ViRUS, de acordo com as
reivindicagdes 1 e 2, caracterizada por ter compostos ariloxibutanilideno-hidrazil-
tiazol serem utilizados individualmente ou em combina¢do com outros agentes

antivirais, para fins de tratamento da infec¢ao causada pelo Zika virus.

5. DERIVADOS ARILOXIBUTANILIDENO-HIDRAZIL-TIAZOL COM
ATIVIDADE ANTIVIRAL FRENTE AO ZIKA VIRUS, de acordo com as
reivindicagdes 1 a 5, caracterizada para a producgdo de preparacdes farmacéuticas
sob a forma de: pos, granulos, comprimidos revestidos, capsulas, solugdes orais

e/ou injetaveis, pomadas, cremes, elixires, xarope, emulsdes, suspensoes, lo¢des,
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emplastos, géis, sistemas de liberagdo controlada como micro e nanocépsulas,
micro e nanoparticulas, complexos de inclusdo, micro e nanoemulsdes,

lipossomas e hidrogéis, juntamente com um ou mais adjuvantes e/ou veiculos.
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NC = Controle Negativo (Célula + Virus).
6MMPr = 6-metilmercaptopurina ribosidica, Controle Positivo.

*¥*% = p <0,001 em comparagdo com o Controle Negativo (CN).
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RESUMO

DERIVADOS ARILOXIBUTANILIDENO-HIDRAZIL-TIAZOL COM
ATIVIDADE ANTIVIRAL FRENTE AO ZIKA VIRUS

A presente invengdo se refere a moléculas ativas frente ao Zika virus (ZIKV).
Mais especificamente, as moléculas da presente inven¢ao referem-se a derivados
ariloxibutanilideno-hidrazil-tiazol tteis no tratamento da infec¢ao causada pelo
ZIKV. Os testes em modelos experimentais in vitro permitiram observar que
houve uma reducdo significativa do titulo do ZIKV inibicdo e os compostos
apresentaram percentuais de inibicdo que variaram de 94,94% a 99,92%. Esses
resultados em modelos experimentais in vitro colocam os derivados
ariloxibutanilideno-hidrazil-tiazol como candidatos a novos agentes para o

tratamento da infec¢do causada pelo ZIKV.
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