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RESUMO

Barbalho, M. S. Investigacao da atividade tripanocida de derivados 1,3 tiazéis
substituidos. Tese (Doutorado). Universidade Federal de Pernambuco, Recife,

Pernambuco, Brasil, 2022.

O Brasil lidera o numero de casos na América Latina ao se tratar de doencga de
Chagas, estimando-se 2 milhdes de pessoas acometidas pela doenga em nosso pais.
O tratamento da doenga ainda € baseado no benzonidazol, porém essa droga € mais
efetiva na fase aguda e possui alta toxicidade. Diante disso, uma nova série de 1,3-
tiazdis (2-17), derivados de 2,4-diclorofenil tiossemicarbazona ou 2,3,4-triclorofenil-
tiossemicarbazona, foram investigados em ensaios in vitro e in silico sobre as formas
evolutivas do T. cruzi. Contra a forma tripomastigota, alguns derivados de 1,3-tiazol
apresentaram valores de IC50 que foram pelo menos 10 vezes mais potentes que o
benznidazol, como os compostos 8 (2,64(1M), 4 (3,27(1M), 10 (4,08 [IM) e 16 (4,82
[1M). Contra a forma amastigota, o composto 15 apresentou o melhor valor de 1C50
(3,65[1M) sendo mais ativo que o farmaco padrdo, benznidazol (5,64(1M). Os
compostos 11 (5,9600M) e 12 (4,46(JM) exibiram atividade equipotente quando
comparados ao benzonidazol. Em relagao a citotoxicidade em macrofagos, alguns dos
tiazbéis apresentaram baixa citotoxicidade (os compostos 6, 8, 9, 14, 16 e 17
apresentaram CC50 > 44,18 [1M). Os resultados de docking molecular sugerem que
os compostos que possuem anéis aromaticos como substituintes, como fenil
(compostos 8 e 17) ou naftil (composto 9), apresentaram maior afinidade prevista para
o sitio de ligagdo da cruzaina quando comparados com as moléculas com
substituintes ndo aromaticos. Portanto, essa nova seérie de 1,3-tiazdis apresentou
compostos com potencial promissor para o avanco de estudos pré-clinicos contra
doenca de Chagas.

Palavras-chave: Tripanossomiase americana, tiazois, in silico, amastigota,
tripomastigota



ABSTRACT

Barbalho, M. S. Anti-T. cruzi activity of novel 1,3-thiazole derivatives. Thesis

(Doctorate). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil, 2022.

Chagas disease remains a major public health problem in Latin America, with Brazil
leading the number of cases and an estimated 2 million people affected in the country.
The treatment is still based on benznidazole, which is more effective in the acute phase
and has high toxicity. Therefore, a new series of 1,3-thiazoles (2—-17), derived from 2,4-
dichlorophenyl thiosemicarbazone or 2,3,4-trichlorophenyl thiosemicarbazone, was
investigated through in vitro and in silico assays against the evolutionary forms
of Trypanosoma cruzi. Against the trypomastigote form, some 1,3-thiazole derivatives
showed IC;5, values at least 10 times more potent than benznidazole, such as
compounds 8 (2.64 uM), 4 (3.27 uM), 10 (4.08 pM), and 16 (4.82 uM). Against the
amastigote form, compound 15 exhibited the best ICs, value (3.65 uM), being more
active than the reference drug benznidazole (5.64 uM). Compounds 11 (5.96 pM) and
12 (4.46 pM) showed equipotent activity compared to benznidazole. Regarding
macrophage cytotoxicity, some thiazoles showed low cytotoxicity (compounds 6, 8, 9,
14, 16, and 17 presented CC;, > 44.18 pM). Molecular docking results suggested that
compounds with aromatic ring substituents, such as phenyl (compounds 8 and 17) or
naphthyl (compound 9), exhibited higher predicted affinity for the cruzain binding site
compared with molecules bearing non-aromatic substituents. Therefore, this new
series of 1,3-thiazoles demonstrated promising potential for advancing preclinical
studies against Chagas disease.

Key-words: American  trypanosomiasis, thiazoles, in silico, amastigote,
trypomastigote.
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1 INTRODUGAO

A doencga de Chagas é uma antropozoonose que atinge principalmente as
populagdes rurais pobres e uma das patologias parasitarias de mais larga distribuigao
da América Latina, com impacto social e econémico de peso bem maior do que os
efeitos combinados de outras doengas parasitarias como malaria, leishmaniose e
esquistossomose. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) existem cerca
de 6 a 7 milhdes de pessoas infectadas com Trypanosoma cruzi (T.cruzi), com 3 a 3,3
milhées de casos sintomaticos e incidéncia anual de 200 mil casos em 21 paises.
Estima-se que 75 milhdes de pessoas estejam em risco de infeccdo (Who, 2022;
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2019).

O agente etiologico da doenga de Chagas € o parasito flagelado da familia
Trypanosomatidae, Trypanosoma cruzi, que possui um ciclo evolutivo
complexo e compreende diferentes estagios de desenvolvimento. Suas
formas evolutivas sdo epimastigota e tripomastigota metaciclica presentes no
inseto vetor, tripomastigota sanguinea circulante, e as formas amastigotas
intracelulares obrigatérias. (Tanowitz et al., 1992).

A transmissao se da, principalmente, através da urina e das fezes de vetores
triatomineos, porém ha outras formas de transmissdo como por transfusao de sangue
contaminado, transplante de érgéo, via oral e por via vertical (Faral-Tello et al., 2014).

O curso da doenca de Chagas no homem pode apresentar as fases aguda e
cronica. O inicio da fase aguda acontece logo apdés a entrada do parasita no
organismo do hospedeiro (Moncayo e Ortiz Yanine, 2006) e caracteriza-se

normalmente por apresentar alta parasitemia.

A fase cronica acontece quando as manifestagdes clinicas da fase aguda (se
presentes) desaparecem e o numero de formas tripomastigotas no sangue
periférico diminui, chegando a niveis indetectaveis. A resposta imune do
hospedeiro é responsavel por essa queda da parasitemia sanguinea,
principalmente em pacientes nao tratados (Cardoni e Antinez, 2004).

Aldasoro et al (2018) afirma:

Nenhuma nova droga foi aprovada nos ultimos 40 anos para o tratamento da
doenca. O tratamento utilizado atualmente é baseado em duas drogas: o
benzonidazol (produzido pelo LAFEPE como Benznidazol LAFEPE® no
Brasil e pela Maprimed/ELEA na Argentina como Abarax®) e o Nifurtimox
(Lampit™, Bayer HealthCare AG, Leverkusen, Germany), porém eles sdo
mais efetivos na fase aguda da doenga em detrimento da fase crénica, além
de possuirem uma alta toxicidade.
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Segundo Dias et al (2009):

Apenas o tratamento com o benzonidazol & permitido no Brasil.Varias
moléculas vém sendo exploradas em programas de quimica medicinal com a
aplicacdo de métodos de planejamento de farmacos baseados na estrutura
do receptor (SBDD - structure-based drug design) e na estrutura do ligante
(LBDD - ligand-based drug design).

De acordo com Clayton (2010):

A cruzaina, também chamada cruzipaina (GP57/51 ou TCC) — alvo dos
compostos testados no presente projeto — constitui a mais abundante
proteina da familia das cisteino-proteases de T. cruzi, e é a enzima-chave da
replicacao intracelular do parasita, representando um alvo molecular para o
desenho de novos farmacos antichagasicos.

Portanto, no presente projeto, a atividade antiparasitaria e os mecanismos
celulares e moleculares dos compostos da série 1,3-tiazois substituidos foram

avaliados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da doenga de Chagas

A doenga de Chagas (DC), ou tripanossomiase Americana € uma doenca
tropical negligenciada causada pelo parasita Trypanosoma cruzi (T. cruzi),
considerada negligenciada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Afeta cerca
de 6 a 7 milhdes de pessoas no mundo, onde 6 milhdes de pessoas infectadas
encontram-se em 21 paises da América Latina e causa aproximadamente 10.000
mortes por ano na regiao (Figura 1). Outros 75 milhdes de pessoas estdo vivendo em
area de risco de contrair a infecgéo. (Dias et al., 2016; ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2019; ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2019).

No Brasil entre o periodo de 2012 a 2016, foram registrados no Sistema de
Informagao de Agravos de Notificagdo (Sinan) 19.914 casos suspeitos da doencga de
Chagas Aguda (DCA), sendo 1.190 (5,9%) confirmados, sendo identificada na maioria
dos estados brasileiros. Entretanto, a maior distribuicdo, cerca de 95%, concentra-
se na regiao Norte. Destes, o estado do Para é responsavel por 83% dos casos.
Mesmo com o controle da ocorréncia de novos casos da doenca na maioria do
territério nacional, a magnitude da DC no Brasil permanece relevante.

Apesar de nao haver dados sistematicos relativos a prevaléncia da doenca,
em estudos recentes as estimativas de prevaléncia variaram de 1,0 a 2,4% da
populacao, o equivalente a 1,9 a 4,6 milhdes de pessoas infectadas por T. cruzi.
Reflexo disso é a elevada carga de mortalidade por DC no pais, representando uma
das quatro maiores causas de mortes por doencgas infecciosas e parasitarias.
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2019; MINISTERIO DA SAUDE, 2020).
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Figura 1- Distribuicdo dos casos de infec¢ao por Trypanosoma cruzi, com base em estimativas oficiais
e status da transmisséo de vetores, 2018.

Global distribution of cases of Chagas disease, based on official estimates, 2018

Estimated number of Teruz infiecied cases
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Fonte: Organizagdo Mundial de Saude, 2018.
Legenda: Mapa ilustrando a distribuigdo geografica da Doenga de Chagas.

2.2 Vetor, hospedeiro e agente etiolégico

Os vetores da DC sdo os insetos hematofagos da ordem Heteroptera, familia
Reduviidae, mais conhecidos como triatomineos, devido a denominacéo da subfamilia
Triatominae. A espécie mais importante no nosso meio é o Triatoma infestans (Figura
2). Os vetores da DC sao popularmente chamados de “barbeiros” ou “chupancgas”. O
motivo mais relevante para a transmissao da doenca é o comportamento que estes
triatomineos tém de defecar durante ou logo apds a hematofagia, sendo comum a
deposicdo de suas fezes contaminadas com o T. cruzi.

Neste momento, as formas infectantes do parasita sao transferidas para a
circulagdo do hospedeiro. Os triatomineos sado insetos de hematofagismo que
possuem habitos noturnos. Tal habito permite um estreito relacionamento com
animais reservatorios silvestres e domésticos. Os hospedeiros silvestres sao

marsupiais, desdentados, roedores, primatas e morcegos de varias espécies. Entre
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os hospedeiros domésticos estao o gato, cachorro, rato, coelho e o proprio homem.
(Tartarotti et al., 2004).

Figura 2- inseto vetor da DC

Fonte: NovaMais, 2015.
Legenda: Triatoma infestans, popularmente conhecido como barbeiro.

O Trypanosoma cruzi (T. cruzi), € o agente etiolégico da DC, sendo um
protozoario intracelular flagelado que pertencente a ordem Kinetoplastida e familia

Trypanosomatidae.

As trés formas evolutivas do T.cruzi se diferenciam através da posigdo do
cinetoplasto em relagdo ao nucleo da célula e a posigao do flagelo (figura 3)
A forma amastigota, intracelular obrigatéria, possui um flagelo rudimentar e o
cinetoplasto se localiza entre o nucleo e o flagelo; a forma epimastigota
(presente no tubo digestivo do inseto vetor) possui flagelo e cinetoplasto
anteriores ao nucleo; a forma tripomastigota (infectiva e sanguinea circulante)
possui cinetoplasto posterior ao nucleo e o flagelo torna-se livre na regido
anterior (TEIXEIRA et al., 2011).

Possui a capacidade de infectar qualquer tipo de célula, principalmente
macrofagos, fibroblastos e células epiteliais. A DC foi nomeada em homenagem ao
seu descobridor, Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, que constatou o parasita em uma
paciente pela primeira vez em 14 de fevereiro de 1909 no estado de Minas Gerais,
Brasil. (Lidani et al., 2019; Brener, Z.; Andrade, Z.A.; Barral-Netto, M., 2000).
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Figura 3- Formas evolutivas de T. cruzi

Fonte: Adaptado de Docampo et al. (2005).
Legenda: A — Epimastigota, B — Amastigota, C — Tripomastigota.

O T. cruzi se reproduz predominantemente por divisdo binaria, o que levou a
criagcao da teoria da propagacao clonal (Tibayrenc, 1990). Entretanto outros autores
discordam da hipotese clonal ao confirmar a existéncia de cepas hibridas
(Westenberger et al., 2005; Freitas et al., 2006; Baptista et al., 2014). As cepas de
T.cruzi foram classificadas em sete unidades descritas de tipagem (DTUs), Tcl- TcVI
e Tcbat, as quais foram associadas pela semelhanca evolucionaria e distribuicdo

geografica (Ramirez et al., 2017).

2.3 Ciclo Biolégico

O ciclo de vida do T. cruzi comega quando o vetor realiza o repasto sanguineo
em um mamifero infectado e ingere formas tripomastigotas metaciclicos. Os
tripomastigotas ingeridos se transformam na forma epimastigota no intestino médio
do vetor, se multiplicando através de divisao binaria e em seguida, se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos no intestino posterior (figura 4).

A contaminacdo de um hospedeiro vertebrado ocorre quando o barbeiro
infectado pica o mamifero. Neste processo geralmente o inseto defeca e urina,
depositando, assim, sobre a pele ou mucosa do mamifero a forma tripomastigota
metaciclica, que é a forma infectiva, porém nao replicativa. Entdo quando o
hospedeiro se coga, o parasita tem acesso a circulagdo sanguinea, aderindo e
invadindo uma gama de células nucleadas, células musculares e epiteliais. Ao

invadirem as células as formas tripomastigotas, se diferenciam em amastigotas, sua



22

forma intracelular. Multiplicam-se por divisdo binaria dentro da célula e passam por
processo de diferenciagao em tripomastigotas sendo

liberadas na corrente sanguinea, que irdo infectar outras células em variados
tecidos provocando novos locais de infecgdo e transformando-se em amastigotas
novamente. As manifestagdes clinicas podem variar de acordo com esse ciclo

infeccioso (Azambuja; Garcia, 2017).

Figura 4— Ciclo de vida do T.cruzi

Fonte: CDC (2014).
Legenda: Ciclo evolutivo: 1 Um inseto vetor triatomineo infectado ao alimenta-se de sangue, elimina

pelas fezes, tripomastigotas proximo do local da picada. Os tripomastigotas entram no hospedeiro
através do ferimento da picada ou por mucosas intactas. 2 Dentro do hospedeiro, os tripomastigotas
invadem células préximas ao ponto de entrada onde diferenciam-se nas formas intracelulares, os
amastigotas. 3 Os amastigotas multiplicam-se por divisdo binaria. 4 Entdo diferenciam-se em
tripomastigotas e sdo liberados na circulagdo sanguinea. Os tripomastigotas infectam células de uma
grande variedade de tecidos e transformam-se em amastigotas intracelulares, num ciclo infectante
continuo. 5 O triatomineo infecta-se ao ingerir sangue de um hospedeiro vertebrado contendo
parasitas circulantes. 6 Os tripomastigotas ingeridos transformam-se em epimastigotas no intestino
médio do vetor. 7 Multiplicando-se por divisdo bindria. 8 No intestino posterior o parasita se diferencia
na forma infectante, o tripomastigota metaciclico.
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Outras vias de transmissao incluem: transfusbes de sangue, transplante de
orgéaos, durante a gravidez e pela ingestao do inseto acidentalmente triturado junto a
alimentos/bebidas (contaminag&o oral). (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

2.4 Diagnostico laboratorial da Doenga de Chagas

O diagndstico na fase aguda da doenga de Chagas € baseado na presenga de
febre prolongada (mais de 7 dias) e outros sinais e sintomas sugestivos da doenca,
como fraqueza intensa e inchagco no rosto e pernas, presenca de fatores
epidemioldgicos compativeis e na observagado do parasito presente no sangue dos
individuos infectados, através de testes parasitologicos diretos como exame de
sangue a fresco, esfregaco e gota espessa.

O teste direto a fresco € mais sensivel que o esfregago corado e deve ser o
método de escolha para a fase aguda. Caso estes testes sejam negativos, devem ser
usados meétodos parasitologicos indiretos. Os testes de concentragdo (micro-
hematocrito ou Strout) apresentam 80 a 90% de positividade e sdo recomendados no
caso de forte suspeita de doenca de Chagas aguda e negatividade do teste direto a
fresco. Em casos sintomaticos por mais de 30 dias, devem ser os testes de escolha,
uma vez que a parasitemia comega a declinar (segundo | Consenso Brasileiro em
Doencga de Chagas do Ministério da Saude em 2005), revisto em 2015 na forma do |l
Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas.

Muitas vezes, a fase aguda nao € diagnosticada porque ndo ha sintomas ou
devido a falta de conhecimento dos profissionais de saude sobre a doenca de Chagas.
Paralelo a isso, também é feita a sorologia para detecgéo de imunoglobulinas M (IgM)
anti-T. cruzi. Na figura 5, esta descrito o fluxograma do diagndstico laboratorial da

doenca na fase aguda.


http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/consenso_chagas.pdf
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/consenso_chagas.pdf
http://scielo.iec.pa.gov.br/pdf/ess/v25nesp/2237-9622-ess-25-esp-00007.pdf
http://scielo.iec.pa.gov.br/pdf/ess/v25nesp/2237-9622-ess-25-esp-00007.pdf
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Figura 5 — Fluxograma para diagnostico laboratorial da doenga de Chagas aguda.

Coletade amostra de sangue penifénco para testes parasitologicos e sorologicos sumultaneamente

Resuliado dos exames Resultado dos exames Resultado dos exames
parasitologicos positive? positivos para lgh? * positivos paca JgG? *
Sim Mo Smm MNan J Sun Miio
Confirma o caso Repetir o exame Confirma o caso Avaliar o Confirma o caso Descarta o caso
resultado
IgG ®
Resultado dos exames
; - B
pan asitologicos oSt o . .
Soroconversao Mio reagente ou
Sim Niio ou ammento de 2 Teagente sem aMunento
onmas titulos de 2 titulos

Confima o caso Resultado dos exames

sorolégicos negativos

S Mo

Descanta o caso Avaliacao conforme resultados
dos exames sorolomcos

Fonte: Adaptado de Brasil (2018).

Legenda: 2A confirmagdo pelo critério sorolégico deve ser avaliada rigorosamente, levar em
consideragao o intervalo entre as datas de inicio de sintomas e coleta da amostra de sangue, além de
considerar evidéncias clinicas epidemioldgicas. b Na deteccao de IgM, descartar o caso somente apds
a avaliagdo da sorologia por IgG. ¢ Para confirmagado por IgG, s&o necessarias duas coletas com
intervalo minimo de 15 dias entre uma e outra, sendo preferencialmente execugéo pareada (inclusao
da primeira e da segunda amostras no mesmo ensaio para efeitos comparativos).

Na fase cronica da doenga o diagndstico parasitolégico direto torna-se
comprometido em virtude da auséncia de parasitemia. Os métodos parasitolégicos
indiretos (xenodiagndstico — ou hemocultivo) que podem ser utilizados, apresentam
baixa sensibilidade (20-50%).

Sendo assim, a doencga é geralmente diagnosticada por detectar IgG que se
liga especificamente ao antigeno, T. cruzi. Portanto, na fase crdnica o
diagnéstico é essencialmente sorolégico e deve ser realizado utilizando-se
dois testes de principios metodologicos diferentes: um teste de elevada
sensibilidade (ELISA com antigeno total ou fragdes semi-purificadas do
parasito ou a IFl) e outro de alta especificidade (ELISA, utilizando antigenos
recombinantes especificos do T. cruzi) ou dois testes sorolégicos com
diferentes preparagdes antigénicas, ambos os quais devem ser realizados
concomitantemente (Gomes, 2017; Lima et al., 2019).

Na figura 6 esta descrito o fluxograma do diagnéstico laboratorial na fase

crbnica da doenca.
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Figura 6- Fluxograma Fase cronica

Coleta de amostra de sangue penifénco para testes parasitologicos e sorolégicos simullaneamente

Resultado dos exames Resultado dos exames Resultado dos exames
parasitologicos positive? posttrvos para [gM? * positivos para lgG? 4
S INETE Smm Nio J S Mo
Coufirma o caso Repetin o exame Confirma o caso Avaliar o Confinma o caso Descarta o caso
resultado
IgG ®
Resuliado dos exames
. - B
pa II\lI‘u]nglLl'ﬁ positive . !
Soroconversao Niio reagente ou
Sim Nia on ﬂlllu.d::llu-d-: 2 reagente sem aumento
oumais titulos de 2 titulos

Confirma o caso Resultado dos exames

sorologicos negativos

Sum Niio

Descarta o caso Avaliagdo conforme resultados
dos exames soroldgicos

Fonte: Brasil, (2018).
Legenda: Fluxograma a ser seguido na fase crdnica, segundo o |l Consenso Brasileiro em Doenga de
Chagas, 2016.

Além dos achados clinicos, também deve ser levado em consideragao a historia
epidemioldgica do paciente, ressaltando que ele ndo apresente nenhum sintoma é
relevante destacar os seguintes contextos de risco e vulnerabilidade:

. Ter residido, ou residir, em area com relato de presenca de vetor
transmissor (barbeiro) da doenca de Chagas ou ainda com reservatorios animais
(silvestres ou domésticos) com registro de infecgao por T. cruzi;

. Ter residido ou residir em habitagdo onde possa ter ocorrido o convivio
com vetor transmissor (principalmente casas de estuque, taipa, sapé, pau-a-pique,
madeira, entre outros modos de construgdo que permitam a colonizagdo por
triatomineos);

. Residir ou ser procedente de area com registro de transmissao ativa de
T. cruzi ou com histérico epidemioldgico sugestivo da ocorréncia da transmissao da
doenca no passado;

. Ter realizado transfusdao de sangue ou hemocomponentes antes de
1992;
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. Ter familiares ou pessoas do convivio habitual ou rede social que tenham
diagnostico de doenca de Chagas, em especial ser filho (a) de mae com infecgao
comprovada por T. cruzi (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Outra ferramenta importante € a Reagdo em Cadeira da Polimerase (PCR) para
diagnodstico, de acordo com a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da
Saude (2005), no caso de sorologia inconclusiva. Outras utilidades importantes da
técnica séo a deteccao de reativagdo da doenga em imunossuprimidos cronicamente
infectados e detecgdo em pacientes que receberam érgaos de doadores cronicamente

infectados (Qvarnstrom et al., 2012).

2.5 Manifestagoes clinicas da Doenca de Chagas

A DC compreende a fase aguda e a fase crénica da doenga. A fase aguda pode
ocorrer em qualquer idade, sendo assintomatica na maioria dos casos. Os sintomas
sdo geralmente inespecificos incluindo febre, mal-estar, hepatoesplenomegalia e
linfocitose atipica. Em casos raros, o ndédulo cutadneo (chagoma) ou edema palpebral
prolongado e indolor (Sinal de Roma#fia), indicam o local de inoculagéo.

A fase aguda pode durar de 4 a 8 semanas e entao ocorre uma diminui¢cao da
parasitemia a partir dos 90 dias apds a infecgdo, o controle envolve anticorpos,
linfécitos T CD8+ (citotoxicos) e linfécitos T CD4+ (auxiliares, respostas Th1)
produtores de altos niveis de IFN-y (interferon gama). A doenga aguda grave ocorre
em menos de 1 a 5% dos pacientes e inclui miocardite aguda e meningoencefalite
(risco de mortalidade de 0,2 a 0,5%). (Basso, 2013; Padilla; Bustamante; Tarleton,
2009).

A transmissao oral através de alimentos ou bebidas contaminadas causam
maior mortalidade, do que a transmitida pelo vetor (Vargas et al., 2018). Apds essa
fase aguda, a resposta imune mediada por células controla a replicagcao do parasita
fazendo com que ele regrida e os sintomas desaparegam espontaneamente (Rassi et
al., 2012). Um tergo dos pacientes evoluem para a fase crénica da doenca de Chagas
a maioria das pessoas permanecem assintomaticas, mas ficarao infectadas por toda
a vida (Rassl, 2009).

Nessa fase o paciente é caracterizado por soropositividade para T. cruzi,

auséncia de sinais e sintomas clinicos de comprometimento cardiaco e digestivo,
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apresentando radiografia do térax e eletrocardiograma sem alteragdes (DIAS, J. C.,
1989). Cerca de 30 a 40% dos pacientes infectados na forma crénica, apés 10 a 30
anos da infecgdo aguda podem apresentar megaes6fago/ megacolon ou
cardiomiopatia (Bittencourt et al.,1975; Coura et al.,1985).

Essa forma possui como caracteristica histopatolégica principal inflamacéao
miocardica, podendo levar ao aumento do coragdo (megalocardia), junto com
miocitdlise e fibrose (Machado et al., 2013). Segundo Cardoso et al. (2014) as doengas
cardiovasculares ocorrem com mais frequéncia em pacientes com DC, o acidente
vascular cerebral por exemplo, € mais comum duas vezes mais em pacientes

Chagasicos.

2.6 Aspectos imunolégicos da Doenca de Chagas

Existem duas principais hipoteses sobre a patogénese da DC, que foram
elucidadas. A primeira baseada na persisténcia do parasita e a segunda hipotese
baseada na resposta imune do hospedeiro a infeccdo, sendo o papel imunoldgico
relevante tanto na fase aguda como na fase crénica da doenga. O papel da resposta
imune tem sido relatado nas fases aguda e crbnica da doenga (Boari et al., 2012;
Pérez et al., 2012; Ponce et al., 2012).

2.6.1 Infecgdo Aguda

A resisténcia do hospedeiro contra o T. cruzi depende tanto da
imunidade inata quanto da imunidade adquirida, onde ambas sao reguladas por
citocinas perfil Th1 (pré inflamatérias). O perfil Th2 esta relacionado com a
suscetibilidade a doenca, onde a principal citocina envolvida é IL-4 (Hiyama et al.,
2001). Diferentes tipos de células e moléculas estdo envolvidos na resposta imune a
infeccdo por T.cruzi. Em geral, a auséncia de alguns constituintes da resposta imune
acarreta a uma maior suscetibilidade a infecgdo pelo parasita, resultando em maior

probabilidade de parasitemia e mortalidade.

O DNA do T. cruzi é reconhecido por receptores especificos, que estimulam
macréfagos e células dendriticas a expressarem IL-12, fator de necrose
tumoral (TNF) — alfa e o6xido nitrico. A citocina IL-12 ativa as células
apresentadoras de antigeno e as Natural Killer (NK), a produzir IFN-y (Gao;
Pereira, 2002; Lieke et al.,2006).
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Pellegrini e colaboradores (2011), estudaram o papel da IL-12 na resposta
imune a infecgao pelo Trypanosoma cruzi, utilizando camundongos BALB/c infectados
com a cepa Tulahuen. Observaram que a administragéo de IL-12 para camundongos
infectados com o Trypanosoma cruzi resultou em uma redug&o na parasitemia e um
atraso no tempo de morte destes animais.

Além disso, a neutralizagdo de IL-12 enddgena resultou em um aumento na
parasitemia, bem como uma diminui¢do dos niveis séricos de IFN-y, demonstrando
que o efeito protetivo da IL-12 € dependente do IFN-y e TNF-alfa. Além disso entender
a interacdo dos compostos com o toll-like receptors (receptores toll-like, TLRs) é
importante para estimular a capacidade de resposta das células imunes em responder
ao parasito (Rodriguesoliveira-Bellio, 2012).

Os TLRs sao uma familia de proteinas transmembrana, evolutivamente
conservadas entre insetos e humanos que fazem parte de um grupo de moléculas
chamado de pattern recognition receptors (receptores de reconhecimento de padrao,
PRRs). Ao interagir e reconhecer moléculas chamadas de pathogen-associated
molecular pattern (padrées moleculares associados a patdégenos, PAMPs) podem
induzir resposta imune tanto inata quanto adquirida. Diversas moléculas do parasito
tém sido identificadas como PAMPs para os TLRs. (Campos et al., 2001, Ropert;
Gazzinelli, 2000).

A atuacédo da resposta imune inata tem importante papel no combate inicial ao
parasito. Estudos mostram aumento da producgao de citocinas e quimiocinas, com a
atividade de macrofagos, células dendriticas e células natural killer (NK, assassina
natural). (Andrade; Gollob; Dutra et al., 2014; Kania et al., 2013; Machado et al., 2008;
Pinho et al., 2014; Rezendeoliveira; Sarmento; Rodrigues-junior, 2012).

O parasito também pode induzir aumento da produgao de IL-12, interferindo na
producao de IFN-y pela ativagao de células NK e indugao de células da resposta Th1
(Kayama; Takeda, 2010). Além disso, essas células NK ativadas por IL-12 levam a
expansao de células TCD4+ e CD8+ pela producao de IFN-y, as quais produzem mais
IFN-y. Esse ultimo, juntamente com TNF e IL-12, ativa macrofagos que estado
infectados com T. cruzi a produzir 6xido nitrico (ON) e a expressado da enzima 6xido
nitrico sintase induzida (iNOS) controlando a divisao intracelular do parasito e elimina-
lo (Daff, 2010; Dos-Santos et al., 2016; Gupta; Wen; Garg, 2009; Gutierrez et al., 2009;

Silva; Machado; Martins, 2003). No entanto, ON em excesso também pode levar a
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danos teciduais, mostrando o seu papel dual e a importancia do controle imunolégico
(Tatakihara et al., 2015)

Além da resposta imune inata, a resposta imune adaptativa € de extrema
importancia e vem sendo elucidada (Basso, 2013; Padilla; Bustamante; Tarleton,
2009). Tarleton e colaboradores (2002) mostraram que as células T CD4 + do tipo Th1
sdo importantes para controlar a infeccdo por T. cruzi, enquanto as do tipo Th2
contribuem para a persisténcia do parasita e aumentam a gravidade da doenga. Na
literatura podemos verificar varios trabalhos abordando a importancia da citocina IFN-
y, que é a principal citocina do tipo Th1, na resisténcia a infec¢ao por T. cruzi, tanto
em modelos animais, quanto em seres humanos apresentando as formas
indeterminada e cardiaca da DC.

Torrico et al. (1991), demonstraram que animais resistentes se tornam
susceptiveis quando tratados com anticorpos anti-IFN-y. A IFN-y, tem a capacidade
de ativar macrofagos impedindo a proliferagédo do T.cruzi, juntamente com o auxilio
de TNF-a, ativando a expressao da enzima oxido nitrico sintase induzida (NOSi), que
desta forma produz o6xido nitrico (NO), para a atividade microbicida a partir da
producao de metabdlitos reativos do oxigénio (Souza et al., 2007; Lieke et al., 2006;
Chandra et al., 2002). O 6xido nitrico (ON), produzido sobretudo por macréfagos
dependentes de IFN-y, € um dos importantes agentes tripanocidas. As citocinas
regulatorias IL-10 e TGF-alfa inibem in vitro a producédo de ON e a atividade
tripanomicida de macréfagos infectados e ativados por IFN-y (Gazzinelli et al., 1992).

Recentemente, Andrade; Magalhdes; Pessina, 2012, observaram a
importancia do TNF-a no desenvolvimento da fase aguda da doenca de Chagas em
camundongos, neste estudo puderam observar que apesar desta citocina ser
importante na sobrevida do animal por favorecer a diminuicdo da parasitemia, em
contrapartida, induziria a necrose de érgaos como o coracgao, elevando a taxa de
mortalidade destes animais.

Em diversos estudos as citocinas de perfil Th2 apresentam-se como
importantes fatores na regulagdo da resposta imune, mas por outro lado poderiam
favorecer o crescimento do parasita e sua disseminacéo tecidual (Souza et al., 2007).

Apesar de toda essa resposta imune desenvolvida para que haja o
combate ao parasito, muitos pacientes evoluem da forma aguda para a forma cronica

da doencga. Alguns dos fatores envolvidos nessa evolugao séo a evasao de T. cruzi
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ao sistema imune, a cepa envolvida na infeccdo inicial e o sistema imune do
hospedeiro (Magalhaes et al., 2015; Nagajyothi et al., 2012; Rodrigues et al., 2010).

Um estudo com duas cepas de dois DTUs diferentes (Tcl e Tcll) na infecgao
aguda demonstrou que a cepa Col cl1.7, pertencente a Tcl, levou a uma maior
ativacao de mondcitos e producao de IL-10, enquanto a cepa Y, pertencente
a Tcll, ativa menos os mondcitos, no entanto, causa uma maior produgao de
citocinas proé-inflamatérias por células periféricas mononucleares (Magalhaes
et al., 2015).

DTU €& um conjunto de unidades populacionais geneticamente mais
semelhantes entre si do que a qualquer outra unidade e podem ser identificados por

marcadores genéticos/moleculares/imunolégicos comuns (Tibayrenc, 2003).

2.6.2 Infecgao Crénica

Na fase cronica, a resposta imunolodgica estar diretamente ligada aos sinais
e sintomas do paciente, ou até mesmo a auséncia dele. Na forma cardiaca
ha o perfil Th1 de citocinas (IFN-y, TNF, IL-2, IL-6, IL9, IL-12) com baixo nivel
de citocinas do perfil Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13), enquanto na forma
indeterminada é totalmente contrario. (Dutra et al., 2009; Poveda et al., 2014).

Estudos relatam, que o infiltrado inflamatorio encontrado no tecido cardiaco de
pacientes com cardiomiopatia por DC forma cronica, contém macréfagos, linfécitos T
CD8+ e linfécitos T CD4. As células de perfil Th1, expressam IFN-y que suprimem
citocinas IL-4 expressas por células Th2, e também elevados niveis plasmaticos de

TNF-a corroboram com essa supressao.

Além disso, células mononucleares do sangue periférico de pacientes cronicos
produz mais IFN-y e menos IL-10, reforcando a hipotese de que os pacientes com
cardiomiopatia por doenga de Chagas exacerbam uma resposta imune de perfil Th1
(Bilate; Cunha-Neto, 2008). Da mesma maneira, os estudos de Sardinha e
colaboradores (2006) e Reyes e colaboradores (2006), demonstram que a deficiéncia
das citocinas Th1 como IFN-y, TNF-a e IL-12, além dos macréfagos, em
camundongos € fator importante de susceptibilidade a infeccdo, assim como no
estudo de Ferraz e colaboradores (2007), que demonstrou a importancia destas
citocinas para o melhor resultado do tratamento da doenga com as drogas

Posaconazole e Benzonidazol.
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A citocina IL-6 também apresenta papel interessante no que diz respeito a
resisténcia e sinalizagcdo de comprometimento causados pelas lesdes
cardiacas na doenga de Chagas, verificou-se que os niveis desta citocina
elevados favoreciam os animais infectados por diminuir o pico de parasitemia,
no entanto, havia uma migragdo maior de parasitas para o tecido cardiaco
(Gao; Pereira, 2002).

Por outro lado, niveis elevados dessa citocina associada a maiores niveis
séricos de proteina C reativa poderiam estar relacionados a maior gravidade de lesdes
no parénquima cardiaco de individuos do sexo masculino (Lopez et al., 2006).

Em relagao a forma indeterminada, ha um aumento da expresséao de citocinas
e fatores de transcri¢cao relacionados aos perfis Th2, Th9, Th22 e Treg, associado ha
uma expressao reduzida das citocinas pré-inflamatérias como IFN-y e TNF (Guedes
et al., 2016; Souza et al., 2017).

Ha uma correlagdo entre a produgao de citocinas inflamatérias por células T
CD4+ e mondcitos de pacientes com a forma cardiaca (Souza et al., 2007). Isso indica
que as citocinas anti-inflamatérias podem ajudar a neutralizar a acao das citocinas
pré-inflamatérias e consequentemente podem levar a redugcdo dos danos teciduais
(Gomes et al., 2002; Villani et al., 2010).

Apesar da quantidade de perfis imunolégicos que estdo envolvidos na resposta
imune a doenca de DC, ha a importancia de estudar de que maneira um possivel novo
tratamento ira auxiliar o sistema imunoldgico, ajudando na protecdo e combate a

doenca.

2.7 Tratamento da Doenc¢a de Chagas

Os primeiros compostos testados experimentalmente para o tratamento da DC,
foram arsénico, fucsina, antimonial pentavalente e cloreto de Mercurio, empregados
experimentalmente por Mayer e Rocha Lima (1912- 1914) e todos sem resultados
efetivos (Coura; Castro, 2002).

O tratamento é baseado em duas drogas descoberta no final dos anos 1960 e
1970 respectuvamente, o Nifurtmox (Lampit™, Bayer HealthCare AG, Leverkusen,
Alemanha) e o benzonidazol (produzido pelo LAFEPE como Benznidazol LAFEPE®
no Brasil e pela Maprimed/ELEA na Argentina como Abarax®). Ambos possuem maior
efetividade na fase aguda da doenca em detrimento da fase crbénica, além de
possuirem uma alta toxicidade (figura 7) (Morilla; Romero, 2015).
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Figura 7— Estruturas quimicas de farmacos utilizados no tratamento da DC
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Fonte: Bosquesi et al., 2008.
Legenda: (a) Benzonidazol e (b) Nifurtimox.

Segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doencgas (2019) os efeitos
colaterais mais comuns no tratamento com benzonidazol incluem: dermatite alérgica,
neuropatia, anorexia e insénia. Os efeitos colaterias mais comuns do nifutimox
incluem: anorexia, perda de peso, polineuropatia, nausea, vomito, dor de cabeca e
tontura. Nenhuma droga foi aprovada nos ultimos 40 anos para o tratamento da
doenca (Bellera et al., 2015).

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (2016), o
tratamento é indicado para todas as pessoas com infecgdo aguda, infecgdo congénita,

imunossuprimidos e criangas com a forma crbénica da doenga (quadro 1).

Quadro 1- Esquema terapéutico da Doenga de Chagas

Medicamento Faixa etaria Dose e duragao
Benzonidazol <12 anos 5-7,5 mg/kg/dia, via oral, duas vezes
ao dia por 60 dias
12 anos ou mais 5-7 mg/kg/dia, via oral, duas vezes
ao dia por 60 dias
=10 anos 15-20 mg/kg/dia, via oral, 3 a 4
vezes ao dia por 90 dias
Nifurtimox 11-16 anos 12,5-15 mg/kg/dia, via oral, 3 a 4

vezes ao dia por 90 dias

17 anos ou mais 8-10 mg/kg/dia, via oral, 3 a 4 vezes
ao dia por 90 dias

Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (2019).

Apesar do seu potencial de salvar vidas, menos de 1% dos pacientes com
doenca de Chagas recebem tratamento etiolégico. Uma grande preocupagao € a
ocorréncia de efeitos colaterais como ja citado anteriormente, que sdo mais frequentes

e graves a medida que a idade dos pacientes aumenta.
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Assim, ha uma grande urgéncia em melhorar o perfil de tolerabilidade dos
tratamentos atuais e identificar a dosagem e duragao ideais do regime, bem como
desenvolver alternativas mais seguras e eficazes. Isso facilitara a adogdo dos
medicamentos para a doenga de Chagas nos sistemas de saude publica dos paises
afetados (Batista C. et al., 2018).

No ano de 2011 uma significativa inovagao para a populagao pediatrica afetada
por Chagas foi alcangada. Foi desenvolvido e langado o benzonidazol na dosagem
12.5mg, incluido na Lista de Medicamentos Essenciais da OMS. Ainda que o
tratamento com benzonidazol fosse recomendado para criangas, os comprimidos
eram apenas disponiveis na dosagem de 100mg para adultos. Nessa formulagao, é
necessario o fracionamento do comprimido em até 12 pedacos para o tratamento de
criangas pequenas, o que muitas vezes resulta em dosagem inadequada e imprecisa.

A parceria da DNDi com o Lafepe (Laboratério Farmacéutico do Estado de
Pernambuco) possibilitou o desenvolvimento da primeira formulagdo em dosagem
pediatrica, adaptado a idade e facil de usar. Considerando a eficacia do tratamento
etiolégico em populagdo pediatrica e maiores chances de cura da infecgdo neste
grupo, considera-se de grande importancia assegurar a adogao e ampliacdo ao
acesso ao tratamento para esta populacédo (Batista C. et al.,, 2018; DRUGS FOR
NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2019).

Um estudo randomizado, duplo-cego, de fase clinica 2, que pesquisou a
atividade do E1224 - um pré-farmaco do ravuconazol soluvel em agua. O estudo
concluiu que o E1224 tem um efeito supressor transitério na eliminagao do parasito,
enquanto o benzonidazol mostrou eficacia precoce e que se manteve por 12 meses

de acompanhamento (Torrico et al., 2018).

Visando avaliar a eficacia, seguranca e perfil de efeitos adversos do
posaconazol, foi desenvolvido o estudo clinico prospectivo e randomizado
denominado CHAGASAZOL. No entanto, significativamente mais pacientes nos
grupos tratados com o posaconazol do que no grupo tratado com o benzonidazol
tiveram falha no tratamento durante o estudo (Molina et al., 2014). Outro estudo mais
recente, o0 New ThErapies and Biomarkers for ChagaS infEctiOn (TESEQO) visa
comparar a seguranca e eficacia de dois novos regimes de quimioterapia de
benzonidazol e nifurtimox em adultos com a doenca de chagas crénica com o

tratamento padrao atual, avaliados por PCR em tempo real e biomarcadores por 36
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meses 41 pos-tratamento e correlacionados com a sorologia convencional da doencga
de Chagas. (Alonso-Vega, 2021). Esse ensaio clinico ainda esta em desenvolvimento.

Devido a esses aspectos, € notavel a necessidade de continuar pesquisando
novos tratamentos que tenham eficacia e baixa toxicidade, facil acesso e que tenha

resposta em ambas as fases da doencga.

2.8 Desafio no estudo de drogas eficazes para a Doen¢a de Chagas

Ha um urgente desafio no desenvolvimento de novos tratamentos eficazes e
seguros para ambas as fases da DC, desde baixo investimento até a falta de
padronizagao metodologica entre os grupos de pesquisa. Nao ha consenso sobre 0s
protocolos adequados de triagem in vitro e in vivo, bem como a falta de biomarcadores
para prever o risco de pacientes da progressao para a doenga cronica, ou para avaliar
a eficacia do tratamento e da cura. (Chatelain E., 2014).

A tarefa de projetar e desenvolver novos compostos para a DC € prejudicada
de diversas maneiras diferentes. Como o fato das intera¢des parasito- hospedeiro e a
relevancia das variadas cepas de T.cruzi na etiologia da doenca ainda ndo serem
totalmente compreendidas. As ferramentas disponiveis para testes in vitro e in vivo
em modelos animais experimental ainda tem um baixo valor preditivo, que afeta na
compreensao das relagdes farmacocinéticas/ farmacodinamicas para DC, durante o
processo de descoberta do medicamento (Chantelain E.; Konar N., 2015). Também
ha dificuldade de padronizagcdo de testes in vivo e in vitro para o screening dos
compostos. (Pinazo et al., 2014; Romanha et al., 2010).

O desenvolvimento de drogas contra a DC é dificultado por vastas questoes

ainda nao respondidas (quadro 2).

Quadro 2 - Questionamentos sem resposta em relagdo a DC.

Modelos de doenga Desenho do experimento (eficacia

final, comparadores, esquemas de

tratamento)
Como a variabilidade observada em Qual é a importancia do tempo de
diferentes modelos animais poderia inicio do tratamento, regime de

ser diminuida? dosagem e duragao do tratamento?




A eficacia de um composto em um
modelo agudo validado pode ser
aplicada com sucesso em um modelo

cronico da doenga?

Como se definiria cura em um modelo

de escolha?

Modelos de doenca crdnica
envolvendo cepas de T. cruzi menos
suscetiveis ao benzonidazol séo

melhores?

Quais seriam os melhores compostos
ou controles utilizados para
comparacao que deveriam ser usados
em modelos animais selecionados
para validar os testes dos compostos

e extrapolar para o homem?

A avaliagao in vitro da eficacia de um
composto contra um painel de cepas
representativas do parasito pode ser
uma substituta para testes in vivo em
modelos animais com as mesmas

cepas?

Fonte: Adaptado de Chatelain e Konar (2015).
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Como forma de promover e estabelecer novas ferramentas responsaveis pela

padronizacao de diferentes perfis de produtos esperados, mesmo em variadas

condi¢bes de uso, a Organizagao Pan-Americana da saude (OPAS), em colaboragao

com a DNDi, Médicos Sem Fronteiras e o Programa Especial de Pesquisa e

Treinamento em Doencgas Tropicais, convocou um grupo do Rio de Janeiro, Brasil

(abril 2010), para discutirem e promoverem encontros para desenvolvimento e debate de

Target Product Profile (TPP, Perfil do Produto-Alvo) para a Doenga de Chagas, tanto para

a fase aguda da doencga quanto para a crénica (quadro 3).

Nos ultimos cinco anos, o TPP para a doenga de Chagas foi atualizado
algumas vezes até chegar a versao atual, validada na reunido da Plataforma
de Pesquisa Clinica em Doenga de Chagas de margo de 2010, realizada em
Buenos Aires, Argentina. (Porras et al, 2015; PLATAFORMA DE PESQUISA
CLINICA EM DOENGA DE CHAGAS, 2011).
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Quadro 3- Perfil do produto alvo contra a doenga de chagas

Novo tratamento para adultos e criancas contra as -A prioridade é uma formulacéo pediatrica
fases aguda e crénica - Util frente aos tipos de parasita presentes em todas as
regioes

Perfil de maior seguranca que o dos medicamentos
existentes e que idealmente precise de pouco ou
nenhum monitoramento clinico e laboratorial

Perfil de eficacia igual ou superior a dos
medicamentos existentes

Facilidade de uso - ldealmente por menos de 30 dias
- Uso oral preferencialmente uma vez ao dia
- |dealmente sem internagao

Economicamente acessivel

Estavel em climas tropicais

Fonte: Adaptado PLATAFORMA DE PESQUISA CLINICA EM DOENGA DE CHAGAS, 2011

Dados todos os problemas em relagdo ao tratamento e desafios de novos
compostos tripanocidas, também €& necessario procurar alternativas que sejam
eficientes. Os principais alvos dos grupos de pesquisas para a busca de alternativas
sdo produtos de origem natural, “screening” de bibliotecas de compostos,
caracterizacdao de enzimas do parasita, busca de inibidores especificos e o

reposicionamento de farmacos, além de esquemas de combinagao de drogas.

2.9 Drogas sintéticas e novas abordagens terapéuticas para a doenga de Chagas

As pesquisas por novos farmacos para o tratamento da doenga de Chagas tém
evoluido sensivelmente nas ultimas décadas, com destaque para o sequenciamento
dos genomas do T. cruzi, T. brucei e Leishmania (Duschak et al., 2007; Mckerrow et
al., 2008; Moreira et al., 2009) que permitiu a identificagdo de varios genes, muitos
deles existentes apenas no parasita e ndo no homem.

Além disso, varias moléculas pequenas vém sendo exploradas em programas
de quimica medicinal com a aplicacdo de métodos de planejamento de farmacos
baseados na estrutura do receptor (SBDD - structure-based drug design) e na
estrutura do ligante (LBDD - ligand-based drug design). As inovagdes cientificas e
tecnolégicas tém contribuido fortemente no direcionamento do processo moderno de
P&D na area de doencgas negligenciadas (Dias et al., 2009).

Além dos diversos avangos, o sequenciamento do genoma do T. cruzi também

contribui com a identificagao de diversos alvos biolégicos promissores, sendo a maior
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parte deles enzimas (Duschak et al., 2007; Mckerrow et al., 2008; Soeiro M. N. C,;
Castro S. L., 2009).

Alguns dos alvos mais explorados sdo as: proteases, esterdis, via glicolitica,
lipideos, quinases, organelas celulares, entre outros.

Os esterdis, no caso dos organismos unicelulares, sdo essenciais ao
crescimento celular. O principal esterol para o crescimento do T. cruzi € o ergosterol,
0 que torna, portanto, a via de biossintese desse lipideo um alvo atrativo para o
desenvolvimento de farmacos (Andricopulo et al., 1998).

Em relagao a via glicolitica estas formas infectivas sao altamente dependentes
da mesma como fonte de energia através da produgao de ATP, esta se torna, portanto,
um alvo atrativo para o desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos para a
doenca de Chagas (Verlline et al., 2001; Souza et al., 2008). Podem-se destacar ao
menos trés enzimas que tém sido bastante exploradas como alvos bioldgicos: a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, a hexoquinase, e a fosfofrutoquinase (Urbina,
J. A.; Crespo, A., 1984).

As proteases sdo enzimas que quebram ligagdes peptidicas entre aminoacidos
de proteinas e peptideos. Se ndo houvesse essa participagdo catalitica, ndo seria
possivel ocorrer a hidrolise de um simples peptideo (Sajid, M.; Mckerrow, J. H.,
2002). Em protozoarios como o T. cruzi, as proteases possuem multiplas fungdes que
envolvem desde a invasdo celular até o escape do parasita do sistema imune do
hospedeiro (Soeiro, M. N. C.; Castro, S. L., 2009).

Considerando-se o papel essencial dessa classe de enzimas no ciclo de vida
do T. cruzi, algumas proteases tém sido selecionadas como alvos para o
desenvolvimento de novos agentes tripanocidas. Cisteino proteases, serino
proteases, metaloproteinas e treonino proteases sdo exemplos de proteases
amplamente estudadas (Sajid, M.; Mckerrow, J. H., 2002; Soeiro, M. N. C.; Castro, S.
L., 2009).

Dentre estas, a cruzaina, também chamada cruzipaina ou GP57/51, alvo dos
compostos testados no presente projeto, que constitui a mais abundante proteina da
familia das cisteino proteases do T. cruzi sendo a enzima chave de replicacédo
intracelular do parasita, tem sido muito explorada levando a descoberta de varios
inibidores potentes e seletivos. Das patentes depositadas através da Organizagao

Mundial da Propriedade Intelectual (WIPO - World Intellectual Property Organization)
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sobre moduladores de rotas metabdlicas do T. cruzi, os inibidores de cruzaina
merecem especial destaque.

As principais classes de inibidores desta enzima incluem: derivados peptidicos
(Sealey-Cardona, 2007); derivados nao-peptidicos (triazais,
pirimidinas, tiossemicarbazonas e chalconas (Sealey-Cardona, 2007; Zanatta, N. et
al., 2008); complexos de rénio e ouro (oxorénios e ciclometalados de ouro (Fricker,
S. P. et al., 2008); e doadores de Oxido nitrico (nitrosotidis e nitrosilo complexos de
ferro e ruténio) (Ascenzi, P. et al., 2001; Silva et al., 2007).

Uma gama de estudos tem descrito a potente atividade inibitoria de
tiossemicarbazonas frente ao T. cruzi. Du e colaboradores (2002) descreveram a 3'-
bromopropilfenonatiossemicarbazona e a 3,4-dicloroacetofenona como uns dos mais
eficazes inibidores da cruzaina, com atividade tripanocida em niveis que nao sao
téxicos para células de mamiferos.

Tantos derivados de tiossemicarbazonas como 4-tiazolinonas possuem
atividade antitumoral, antibacteriana, antifungica e como agente antiprotozoarios
(Espindola et al., 2015; Gupta et al., 2016; Henandes et al., 2010; Leite et al., 2007,
Kobylinska et al., 2016; Moreira et al., 2012; Tendrio et al., 2005).

Os tiazois tém despertado o interesse dos quimicos medicinais por causa de
suas atividades bioldgicas. O nucleo tiazol é altamente eficaz para o tratamento de
doencgas fungicas e tem efeitos supressores contra infecgdes por T. cruzi em
experiéncias com seres humanos ou animais (Graebin et al., 2009). Caputto e
colaboradores (2011) desenvolveram uma série de compostos com fungao de tiazol
na sua estrutura, os quais apresentaram excelente atividade in vitro contra cepas de
epimastigota, tripomastigota e amastigota do T. cruzi, esses estudos indicam que o
nucleo tiazol é bastante importante como um protétipo estrutural a farmaco
antichagasico.

Baseado nisto, foi planejado uma série inédita de 17 compostos tiazolinonicos,
série DGM, no qual para o planejamento da série de tiazolinonas trocou-se
bioisostericamente o heterociclo tiazolidin-4-ona pelo 1,3-tiazol, ocorrendo as
substituigdes na posi¢cao C4 do anel tiazol, os quais foram realizados seus parametros

fisico-quimicos.

2.10 Gene reporter para teste de descoberta de novos farmacos em larga escala
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Os genes reporteres permitem visualizar o seu produto de expressao
(produtos fluorescentes ou corados) e tém uma série de caracteristicas que
favorecem a sua fungdo como: auséncia de produgdo enddgena, proteina
sintetizada sem interagéo fisioldgica na célula hospedeira e atividade protéica
medida de forma simples, rapida e sensivel (Dube et al., 2009).

Esta tecnologia é uma ferramenta muito utilizada para monitorar o crescimento
e a proliferagao de bactérias, virus e outros parasitas em estudos in vitro (Ashutosh et
al., 2005). E também uma técnica promissora em estudos de progresséo de doencas
em modelos experimentais in vivo. Os principais genes reporteres utilizados sao a B-
galactosidase, a proteina verde fluorescente (GFP) e a luciferase.

A luciferase é uma potente molécula repérter utilizada em triagens biolégicas,
codificada pelo gene luc, clonado do vaga-lume (Photinus pyralis), catalisa uma
reagdo de bioluminescéncia que requer a luciferina como substrato, ATP, Mg?* e Oa.
Na presenca desses reagentes e mediante a acéo da luciferase presente no lisado de
células, ocorrera uma reagao de oxidacgao da luciferina com emissdo de um flash de
luz que decai rapidamente. O sinal luminoso é detectado por um lumindmetro. A
emissao total de luz é proporcional a atividade da luciferase na amostra que, por sua
vez, reflete a taxa de transcricdo do gene "reporter” sob agdo do promotor em estudo
(Lin; Barbosa, 2002).

O sistema luc tem algumas vantagens quando comparado aos outros sistemas
usualmente empregados: apresenta uma sensibilidade 10 a 100 vezes superior, 0
processamento das amostras € bem mais rapido, ndo requer o uso de is6topos,
apresenta atividade enddgena desprezivel em células de mamiferos.

Além de diminuir os erros manuais, possui alta reprodutibilidade, pode ser
utilizada em testes de descobertas de novos farmacos em larga escala e como é
distinguida facilmente das proteinas endégenas, pode ser utilizada como método de
quantificagdo parasitaria em experimentos in vitro e acompanhar a progressdo da
doencga, como a determinagédo da carga parasitaria em experimentos in vivo. O seu
ponto negativo é o alto custo do reagente para realizar a agao (Pazzagli M et al., 1992;
Lin, C. J.; Barbosa, A. S., 2002).

Visando a melhoria do screening de compostos reduzindo sua escala de
tempo em comparagdo com outros métodos convencionais, o0 presente
estudo iniciou o desenvolvimento de uma linhagem reporter de T. cruzi que
expressa a luciferase de pirilampo (luc) e a sua utilizagdo em sistemas de
screening de drogas in vitro. (Bustamante; Tarleton, 2011; Canavaci et al.,
2010; Kessler et al., 2010).
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3. JUSTIFICATIVA

As doencgas endémicas parasitarias representam um grave problema médico,
social e humano e sua prevengao, controle e tratamento representam um grande
desafio mundial. Por outro lado, do ponto de vista cientifico, as oportunidades de
estudos na area de planejamento de farmacos sao promissoras, especialmente nas
ultimas décadas com os avangos da biologia molecular e estrutural, bem como da
quimica medicinal e computacional, da sintese organica planejada e dos ensaios
biolégicos em larga escala.

O consideravel investimento requerido no desenvolvimento de novos farmacos,
aliado a perspectiva de retornos financeiros insuficientes, tem como resultado a quase
inexisténcia de recursos em P&D na area de doencgas parasitarias por parte das
principais companhias farmacéuticas e biotecnolégicas do mundo. Outro fator
interferente é a falta de protocolos definidos para que um composto seja considerado
um candidato ao desenvolvimento clinico (Romanha et al, 2010).

Estudos tém sugerido que o envolvimento do sistema imune de hospedeiros
infectados com Trypanosoma sp. pode desempenhar um importante papel na eficacia

da quimioterapia (Albareda, 2015).

Do mesmo modo que também é importante relacionar com a apoptose
celular, visto que drogas potenciais para tratar infecgdes parasitarias devem
ser capazes de eliminar o parasita e limitar os danos nas células do
hospedeiro (Jimenez et al. 2008; Menna-Barreto et al. 2009; Menna-Barreto;
Castro, 2014)

Andriani et al. (2011):

Entdo o desenvolvimento de ensaios in vitro para avaliagdo da atuacéo dos
compostos é essencial, visto que formas evolutivas de T. cruzi podem ser
facilmente obtidas através de cultura de células e a eficacia do medicamento
pode ser determinada usando uma variedade de abordagens, incluindo o
espectrofotdmetro ou avaliagao fluorométrica de crescimento do parasita.

Sendo assim, compostos desenhados por modificacbes estruturais ou por
analogia estrutural a farmacos e/ou protétipos com conhecida agao antiparasitaria
(1,3-tiazois substituidos) foram investigados in vitro quanto a agao anti-T. cruzi em
ensaios sobre as formas evolutivas desse parasito.

Além disso, visando a melhoria do screening de compostos reduzindo sua
escala de tempo em comparagao com outros métodos convencionais, o presente

estudo inciou o desenvolvimento de uma linhagem reporter de T. cruzi que expressa
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a luciferase de pirilampo (luc) e a sua utilizacdo em sistemas de screening de drogas
in vitro. A atividade da enzima luciferase expressa pelo parasita transgénico pode ser
detectada por luminometria e a intensidade de luminescéncia pode ser facilmente
quantificada utilizando-se o leitor de placas (luminémetro).
O uso dos métodos descritos acima evidenciam como novas ferramentas
podem contribuir na melhoria do rendimento da descoberta do potencial tripanocida

de drogas in vitro (Bustamante; Tarleton, 2011; Canavaci et al., 2010; Kessler et
al., 2010).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Contribuir para a compreensdo do mecanismo de acdo de compostos 1,3-tiazois

substituidos com potencial ag&o tripanocida.

4.2 Objetivos especificos

¢ Avaliar a atividade citotoxica de substancias obtidas por meio sintético;

e Determinar in vitro a atividade antiparasitaria das substancias avaliadas sobre formas
amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi;

e Avaliar caracteristicas fisico-quimicas e de Absorc¢ao, Distribuicido, Metabolismo e
Excrecdo (ADME) dos compostos utilizando ferramentas computacionais para

predicao dessas caracteristicas;
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Os dezesseis compostos testados da série DGM foram sintetizados com

colaboracdo com o laboratério de Laboratério de Sintese de Farmacos do

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE. A estrutura geral dos compostos

esta descrita na figura 8 e os substituintes e peso molecular de cada composto estar

descrito na tabela.1.

Figura 8 - Estrutura geral dos compostos DGM.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: Estrutura geral dos compostos DGM.
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Tabela 1 — Substituintes e pesos moleculares do 1,3-tiazol

Compostos R, R, M

(g/mol)
DGM 2 Cl Ph 396,72
DGM 3 Cl 4-F-Ph 414,71
DGM 4 Cl 4-Cl-Ph 431,17
DGM 5 Cl 4-MeO-Ph 426,75
DGM 6 Cl 4-NO,-Ph 441,72
DGM 7 Cl 3,4-diCI-Ph 465,61
DGM 8 Cl 4-Ph-Ph 472,82
DGM 9 Cl 2-Naphtyl 446,78
DGM 10 Cl 2,4-diCI-Ph 465,81
DGM 11 Cl 4-Br-Ph 475,62
DGM 12 Cl 3- NO,-Ph 441,72
DGM 13 H Ph 489,64
DGM 14 H 4-Cl-Ph 362,27
DGM 15 H 4-MeO-Ph 396,71
DGM 16 H 3,4-diCI-Ph 392,30
DGM 17 H 4-Ph-Ph 410,75

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Suas estruturas estao expostas na figura 9. Os compostos foram solubilizados
em DMSO (dimetilsulféxido) e estocados a -20°C. Para os ensaios, cada composto foi

diluido na concentragao apropriada utilizando-se o meio de cultura adequado.
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Figura 9— Estruturas e pesos moleculares de uma nova classe de compostos tiossemicarbazonas (série

DGM).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

5.2 Docking Molecular

As estruturas de todos os compostos foram desenhadas utilizando-se o
programa SPARTAN 08' (Wavefunction, Inc.) e a otimizagdo de cada estrutura foi
realizada utilizando o método RM1 (ROCHA et al., 2006) disponivel como parte do
programa SPARTAN 08’, usando as configuracbes padrdo para o critério de
convergéncia. Os calculos de docking molecular foram realizados utilizando-se a
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enzima cruzaina do parasita T. cruzi como alvo biolégico (PDB: 3IUT,
http://www.rcsb.org).

O sitio ativo foi definido como todos os atomos que estdo dentro do raio de 6,0
A a partir do ligante co-cristalizado (KB2). O programa GOLD 5.2 (Cambridge
Crystallographic Data Centre, UK) foi utilizado para realizar os calculos de docking
molecular, utilizando a fungao de pontuagao ChemPLP.

Para levar em consideragdo os graus de liberdade do receptor, com o intuito de
simular melhor o ajuste induzido, os seguintes aminoacidos tiveram seus grupos
laterais tratados como flexiveis, utilizando a biblioteca de conféormeros: CYS25,
TRP26, ASP60, SER64, LEU67, MET68, ASN70, MET160, ASP161 e LYS162.

Posteriormente, o programa BINANA (Durrant e Mccammon, 2011) foi utilizado
para analisar as interagdes intermoleculares das solugbes de docking, utilizando-se
0os parametros padrdo. As figuras foram geradas utilizando-se o programa Pymol
(Delano, 2002).

5.3 Animais

Para o ensaio de citotoxicidade foram utilizados camundongos Mus musculus
das linhagens isogénicas BALB/c, machos, com 6 - 8 semanas de idade, pesando 20
+ 2 g considerando-se CEUA (Comité de Etica no Uso de Animais) (anexo A). O
protocolo de experimentagdo animal utilizado para os ensaios de imunomodulagao,

foi avaliado com registro (anexo B).

5.4 Obtencao de esplendcitos murinos

Apo6s sacrificio do animal em camara de CO2, removeu-se o0 bago de cada
camundongo em condi¢cdes assépticas e colocado em tubo Falcon contendo meio
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) +1% de antibidtico. No fluxo vertical, transferiu-se cada
baco para placa de Petri onde foram macerados utilizando a parte fosca de laminas
de microscopia.

As suspensdes celulares foram transferidas para tubos Falcon contendo
aproximadamente 10ml de meio RPMI+1% de antibidtico por bago, centrifugadas 400


http://www.rcsb.org/
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x g durante cinco minutos. O sedimento (contendo as células) foi ressuspendido em
meio RPMI+1% de antibiético+10% de soro fetal bovino (SFB). Uma aliquota da
suspensao celular foi corada com azul de trypan para ser quantificada e verificada a

viabilidade celular em camara de Neubauer.

5.5 Avaliagao da atividade citotéxica

5.5.1 Células de linhagem macrofagica RAW 264.7

Macrofagos da linhagem RAW 264.7 (10° células/ml) foram semeados em
placas de 96 pocos (198 ul em cada poco) contendo meio DMEM completo em
atmosfera de 5% de COz2 a 37 °C overnight. Posteriormente, foram adicionados os
compostos em diferentes concentragées (100; 50; 25; 10; 5; 1 ug/ml), sendo
novamente incubados pelas mesmas condigdes durante 48h (Pereira et al., 1994).
Cada composto foi testado em duplicata.

ApOs esse periodo, foi adicionado MTT brometo de (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-
2,5-bifenil tetrazolium) em PBS(5 mg/mL, p/v), seguido de nova incubagao por 2h a
37°C. O meio de cultura, juntamente com o excesso de MTT sera aspirado e 100uL
de DMSO sera adicionado para dissolugcao dos cristais de formazan (Alley et al.,
1998). A densidade Optica sera lida em leitor de placas de 595 nm.

O controle negativo da reagéo foi obtido em pogos contendo apenas meio de
cultura e células (sem tratamento). Também foi avaliada a atividade da droga de
referéncia benzonidazol. A média da densidade optica (OD) dos pocos testes sera
comparada com a média da densidade éptica do grupo controle para determinagao
da CCso

5.6 Avaliagao da atividade tripanocida

5.6.1 Epimastigotas

Para determinar o efeito antiproliferativo para formas epimastigotas da cepa
DM28c (106 parasitos/ml), mantidas em meio LIT+1% de antibiético+20% de SFB,
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foram semeadas em placas de 96 pogos a 27 °C, juntamente com diferentes
concentragbes dos compostos (0,19; 1,56; 6,25; 25; 100 ug/ml) por 96h.

Testou-se cada composto em duplicata. O controle negativo da reacdo foi
pocos sem tratamento e a droga de referéncia utilizada como controle positivo foi o
benzonidazol. Determinou-se a viabilidade parasitaria por contagem direta em camara
de Neubauer e, a partir desses valores, obteve-se a IC50 (concentragdo que inibe o

crescimento de 50% de parasitos).

5.6.2 Tripomastigotas

As formas tripomastigotas (cepa Y) foram obtidas a partir da infecgéo in vitro
(107 parasitos) da linhagem de células Vero, apds estas obterem confluéncia em
cultura. Para determinar o efeito antiproliferativo para formas tripomastigotas da cepa
Y (4x106 parasitos/ml), mantidas em meio RPMI+1% de antibiotico+5% de SFB, foram
semeadas em placas de 96 pogos a 37°C, juntamente com diferentes concentragdes
dos compostos (0,19; 1,56; 6,25; 25; 100 ug/ml) por 24h a atmosfera de 5% de CO2.

Testou-se cada composto em duplicata. Obteve-se como controle negativo da
reagao pogos sem tratamento e a droga de referéncia utilizada como controle positivo
foi o benzonidazol. Determinou-se a viabilidade parasitaria por contagem direta em

camara de Neubauer e, a partir desses valores, obteve-se a IC50.

5.6.3 Amastigotas

As formas tripomastigotas (cepa Tulahuen) foram obtidas a partir da infecg¢ao in
vitro da linhagem de células L929, apos estas obterem confluéncia em cultura. Para a
obtencdo de formas amastigotas, células L929 foram semeadas em placas de 96
pocos, fundo reto e incubadas por 24h, a 37°C e atmosfera com 5% de COz2, para
aderéncia. Parasitas foram adicionados na propor¢ao de 10 tripomastigotas/L929.

Apés 3h de interagao, os parasitas nao internalizados foram removidos, e as
placas incubadas por 48h para a consolidagcao da infecgdo. Os compostos foram
adicionados em diferentes concentragbes (0,6 a 20 ug/mL), e as placas incubadas
novamente por 96h. Foram utilizados pocos apenas com meio de cultura como

controle negativo e pogos com Benzonidazol como controle positivo.
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Ao final da incubacéo foi adicionada a solu¢gao de CPRG (Chlorophenol red-3-
D-galactopyranoside, 500uM, 0,5% de Nonidet P-40, em PBS), seguida de nova
incubacgéo por 18h, a a 37°C. Foi realizada a leitura da absorbancia a 570 nm no
espectrofotdometroTHERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. Os valores de ICso foram
calculados por analise de regressao utilizando o software GraphPad Prism. Cada

ensaio foi realizado em triplicata.

5.7 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada empregando-se testes ndo paramétricos. Foi
feito teste de regressao linear simples para obtencdo da CC50 e da IC50. A analise
para medir a variabilidade entre o grupo tratado foi o teste Wilcoxon e entre grupos
tratado e controle foi o teste Mann-Whitney. Todas as conclusdes foram tomadas ao
nivel de significancia de 5% e todas as andlises foram feitas no software GraphPad
Prism 5.0.

5.8 Producgao de linha transgénica de T. cruzi expressando o gene reporter da

luciferase

5.8.1 Amplificagao do gene da luciferase, clonagem e subclonagem

Para a subclonagem do gene da luciferase no plasmideo pROCK, gentilmente
cedido pela Dr® Amaranta Muniz Malvezzi, foi necessario realizar uma troca de base
de nitrogenada que néo alterasse a proteina da luciferase. Foi realizado a técnica de
PCR em duas etapas. Na primeira etapa é amplificado o inicio do gene até onde sera
inserido a mutagao, modificando o primer reverse com a mutagao desejada.

Numa segunda PCR é realizada a amplificacédo do gene completo utilizando o
produto da primeira PCR como um megaprimer iniciador com o primer reverso comum
do fim do gene. E gerado assim o gene completo com uma mutagdo pontual no local
desejado. Para amplificacdo do gene a partir do plasmideo pLEW foram desenhados
primers (forward 5’- CTCGAGTTACAATTTGGACTTTCC- 3’) (reverse com mutagao —
5'- CCATCCTCAAGAGGATAG- 3’) e (reverse comum- 5'-
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TCTAGAGGCGGCAATGGAAGACGCC- 3’) com restricao para as enzimas Xbal e
Xhol Thermo Fisher Scientific).

Foram utilizadas as enzimas Pfx 50 (Thermo Fisher Scientific) e GoTaq
(Promega) na primeira e segunda etapa da PCR, respectivamente. Todas as
eletroforeses foram realizadas em gel de agarose 1% corado com SYBR Green
(Thermo Fisher) e analisadas em fotodocumentados L-PIX (Loccus).

As condi¢des da reacédo de PCR foram 94 °C por 3 minutos para desnaturagao
inicial, seguida de 35 ciclos (94°C — 30s/ 65 °C — 55°C — 1m/ 68 °C 30s) e 3 min 68°C
para extenséao final. O fragmento amplificado, foi purificado e clonado no vetor
de clonagem pGEM- T Easy (Promega) e transformado em células de E.coli
quimiocompetentes por choque térmico, sendo as col6nias selecionadas em
meio LB-AMP(50ug/mL) contendo IPTG (1 uL a 100mM) e X-Gal ( 1 uL a
20mg/mL).

O DNA plasmidial das colbénias brancas foram extraidos através da lise
alcalina e confirmados através de digestdo com a enzima EcoRI (Thermo
Scientific) a 37° C por 2 horas em banho-maria. As amostras que liberaram uma
banda no tamanho predito na digestdo foram submetidas ao sequenciamento,
realizado no equipamento ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosytems) do
Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do CPgAM-FIOCRUZ.

As sequéncias obtidas a partir dos eletroferogramas gerados nas reacgdes de
sequenciamento foram analisadas no programa EditSeq v 5.0 (DNAStar-Lasergene).
Em seguida estas foram submetidas a uma busca realizada pelo BLAST (Altschul, et
al 1990), para identificagao do gene da luciferase.

Para as subclonagens, a construcao plasmidial no vetor pGEMT-easy contendo
0 gene da luciferase foi digerido com enzimas de restricdo Xball Xhol (Thermo Fisher
Scientific), para obtengao dos fragmentos de DNA esperado. As bandas de interesse
foram excisadas e purificadas utilizando-se o sistema de purificagdo GFX (GE
Helthcare®) conforme recomendacgéao do fabricante.

O vetor plasmidial pROCK (figura 10) continha o gene da GFP, o qual foi
liberado através da digestdao com as enzimas de restricado Xbal/ Xhol (Thermo Fisher
Scientific), sendo posteriormente purificado com o sistema de purificagdo GFX (GE
Helthcare®) conforme recomendacéao do fabricante.
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A construgdo do plasmidio recombinante através da ligacdo do plasmidio
digerido e fragmento purificado com a enzima T4 DNA ligase 0.4 U (NEW ENGLAND
Biolabsinc.), juntamente 1 uyl de tampao10x (Ligase Buffer), 100 ng do vetor
linearizado e agua Milli-Q em quantidade suficiente para o volume final de 10 yl a 16°C
por 18 horas. Reagdes contendo o vetor com o gene GFP e reagdes o com o vetor
linearizado, foram utilizados como controles negativos da ligagao.

As construgbes foram transformadas em bactérias E. coli cepa TOP10
competentes, através de choque térmico (30 minutos imersas em gelo e 5 minutos em
banho-maria a 37°C) em solugdo tamponada de cloreto de magnésio. Em seguida,
estas células, foram plagueadas em meio LB sodlido contendo ampicilina na
concentragcédo de 100 ug/mL, crescendo durante 16 horas em estufa a 37°C.

ApoOs andlise das placas, colénias de cada gene foram escolhidas
aleatoriamente, isoladas e inoculadas em tubos contendo 3 mL de meio LB liquido
com ampicilina (100 pg/mL). Os in6culos foram entdo colocados sob agitagao
constante em temperatura de 37°C por aproximadamente 16 horas.

Apos o crescimento, foram retiradas aliquotas de 1,5 mL dos indculos, para
obtencao de um sedimento através de centrifugacao a 12.000 g por 3 minutos. A partir
do sedimento foi realizado o protocolo da extragdo de DNA plasmidial
(minipreparagdo) manual, e a analise do plasmideo obtido realizada em gel de

agarose a 1% corado com SYBR Green (Thermo Fisher).
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Figura 10 — Mapa do vetor de expressdo em T. cruzi. pPROCK-GFP-Neo
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Fonte: A autora, 2019.

A enzima de modificagdo Antarctic Phosphatase (NEW ENGLAND Biolabs),
possui a funcao de desfosforilar a extremidade 5" do DNA e sua utilizagdo foi
necessaria para minimizar os eventos de religacao de DNA plasmidial nas etapas de
subclonagem, eventos estes induzidos pela presenca de fragmentos resultantes de
apenas uma das duas enzimas, Xbal/ Xhol, utilizadas nas reacdes de subclonagem.
Para fins de utilizacdo dessa enzima foi seguida as instru¢des do fabricante.

A escolha desta enzima (Antarctic Phosphatase) de modificacdo em relagao a
fosfatase alcalina tradicional (Calf Intestinal Phosphatase - CIP) se deu pelo fato da
primeira possuir temperatura de inativagao, facilitando assim seu uso e possibilitando
um maior controle da reacédo. A confirmagdo das subclonagens foi feita através da
analise pela digestao (usando as enzimas BamH/I e Xhol) e corrida em gel de agarose
1%.
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6 RESULTADOS

6.1 Sintese e caracterizagao quimica

Uma vez realizado o planejamento estrutural, procedeu-se a sintese dos
compostos propostos. A figura 11 apresenta a sequéncia de reag¢des envolvidas na
sintese dos novos tiazois. Os compostos 2-17 foram sintetizados via condensacgao
com base de Schiff, em uma simples reagcado quimica de 2 etapas. Primeiramente, as
tiossemicarbazonas (1a-b) foram preparadas pela reagao de 2,3,4-tricloroacetofenona
ou 3,4-dicloroacetofenona comercialmente disponiveis com tiossemicarbazida em
banho de ultrassom na presenca de H2SOq4 catalitico.

Os tiazéis (2-17) foram preparados de acordo com a metodologia descrita por
Hantzsch, pela reagéo da respectiva aril tiossemicarbazona com a-haloacetofenonas
comercialmente disponiveis (Figura ). Essas reag¢des foram realizadas na presencga
de um excesso de NaOAc anidro sob refluxo, proporcionando compostos com
rendimentos variaveis (22-75%) e pureza aceitavel (>95%).

As estruturas quimicas dos compostos foram determinadas por ressonancia
magnética nuclear (RMN, ' H and '3C) e infravermelho (IV). A analise dos espectros
de RMN de ' H and '3C dos compostos (2-17) destacou os sinais relativos a metina
localizada na posi¢ao C-5 do anel heterociclico, que sao diagndsticos para esta classe
de compostos.

Em RMN '3C, o carbono metino C4 representativo do anel tiazol esta localizado
aproximadamente em & =105 ppm. Em |V, a presenga da banda referente as ligagdes
iminicas, bem como a auséncia de absorgdo na regido carbonilada, também sao
sugestivas da formacgao de compostos (2-17).

Outra caracteristica estrutural importante desses compostos € a posicao da
ligagdo dupla envolvendo o carbono C2 do anel heterociclico. Na RMN 'H dos
compostos (2-17), o deslocamento quimico do N-H apresenta uma mediana de 4,87
ppm (DMSO- d).
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Figura 11- Sintese dos compostos propostos

1 H A S H S B N 'H S
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R R (la-b) R (2-17)
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la Cl - : 6 Cl 4NO,-Ph! 12 Cl 3-NO,-Ph
b H -— + 7 Cl 34-Cl-Ph: 13 H Ph
2 Cl Ph + 8 Cl 4-Ph-Ph ' 14 H 4-Cl-Ph
3 Cl4FPh ' 9 Cl2Naph '@ 15 H 4-OMe-Ph
4 Cl 4CI-Ph ! 10 Cl 2,4-CI-Ph! 16 H 4-NO,-Ph
5 Cl 4-OMe-Phi 11 Cl 4-Br-Ph | 17 H 4-Ph-Ph

Fonte: A autora, 2022.
Legenda: Sintese dos compostos. (A) Obtencado de 1a e 1b (Reagentes e condi¢des): respectivamente
chloroacetonas, tiossemicarbazidas, etanol, H2SOQs4,))), 2hrs; (B) Obtencdo de 1,3-tiazois 2-17
(Reagentes e condi¢des): 1a ou 1b, respectivamente halo acetofenonas, isopropanol, refluxo a 100 °C,
com agitagao por 2-6h.

6.2 Avaliagao farmacolégica

Apos a caracterizagao estrutural dos 1,3 tiazois, foi determinada a agao
antiparasitaria e a citotoxicidade na célula hospedeira. Inicialmente, os compostos
foram avaliados quanto a sua capacidade de inibir a proliferacdo de epimastigotas da
cepa Dm28 de T.cruzi, bem como sua toxicidade contra tripomastigotas da cepa Y.
Em seguida, a citotoxicidade foi determinada em macréfagos RAW 264.7 e os
resultados foram expressos em uM.

Os resultados foram expressos respectivamente em termos de valores de IC50
e CC50. O medicamento de referéncia utilizado foi o benzonidazol (BZD), que
apresentou valor CC50 40,96 uM contra tripomastigotas. Os compostos que exibiram
CC50 inferior ao de BDZ neste ensaio foram considerados agentes ativos anti T.cruzi.

Na tabela 2, em relagdo a atividade antiproliferativa contra a forma
epimastigota, todos os compostos foram mais ativos que o benzonidazol e capazes
de inibir a proliferagao de epimastigotas, que apresentou IC50 menor que o BZD. Em
relagédo a atividade dos compostos contra a forma tripomastigota, os valores de IC50
revelaram que os compostos 8 (2,64uM), 4 (3,27uM), 10 ( 4,08 uM) e 16 ( 4,82uM)

foram pelo menos 10 vezes mais potente que o BDZ. Os compostos 2, 14 e 17 foram
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duas vezes mais ativos, enquanto os compostos 3,5,7,13 e 15 foram tao equipotentes
quanto o BDZ. O compost 9 estava inativo (65,96 uM).

Em relacéo a atividade tripanocida contra a forma amastigota, o composto 15
apresentou o melhor valor de IC50 (3,65 uM), sendo mais ativo que o farmaco padrap
BDZ ( 5,64uM). Os compostos 11 (5,96 uM) e 12 ( 4,46uM) exibiram atividade
equipotente quando comparados ao BDZ.

Sobre a citotoxicidade em macrofagos, alguns dos tiazois apresentaram baixa
citotoxicidade. Por exemplo, os compostos 6,8,9,14,16 e 17 apresentaram CC50>
44 18uM.

Tabela 2- Citotoxicidade dos compostos DGM em linhagem cellular de macréfago RAW 264.7 e
atividade tripanocida contra as formas epimastigota, tripomastigota e amastigote de T. cruzi.

Compostos Citotoxicidade . ICs,D- - ICsp _ 'CSP l'nd.ic_e de
DGM Ry R, (RAW 264.7) Epimastigota Tripomastigota Amastigota | Seletividade®
CCyp M@ um UM (cepa Y) M Amastigota

2 Cl Ph 30.19 13.84 11.54 20.58 2.61
3 Cl 4-F-Ph 42,22 159.44 21.48 27.9 1.96
4 Cl 4-C|-Ph 39.65 10.63 3.27 8.71 12.12
5 Cl 4-MeO-Ph 27.08 7.88 30.86 7.84
6 Cl 4-NO,-Ph 88.49 28.95 ND 45.27 -
7 Cl 3,4-diCl-Ph 44.90 32.15 25.45 25.45 3.47
8 Cl 4-Ph-Ph 62.24 8.62 2.64 12.88 23.65
9 Cl 2-Naphtyl 96.24 10.86 65.96 25.38 1.45
10 Cl 2,4-diCl-Ph 36.29 8.33 4.08 13.57 8.89
11 Cl 4-Br-Ph 29.85 5.25 ND 5.96 -
12 Cl 3- NO,-Ph 29.22 8.42 ND 4.46 -
13 H Ph 42.81 7.42 45,93 21.34 NR
14 H 4-CI-Ph 55.12 7.55 17.9 10.57 3.13
15 H 4-MeO-Ph 43.15 3.48 45.29 3.65 NR
16 H 3,4-diCl-Ph 97.3 6.41 4.82 28.26 20.27
17 H 4-Ph-Ph 80.12 20.2 10.56 14.88 7.58

BDZ - - 44,18 56.94 40.96 5.64 4.03

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: NS ndo seletivo
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6.3 Parametros ADME e fisico-quimicos

A notagcdo SMILES para todas as moléculas aqui investigadas foi
submetida ao servidor online SwissADME (swissadme.ch) para determinar os
descritores fisico-quimicos, as propriedades farmacocinéticas e a druglikeness de
todos os compostos.

De acordo com a regra dos cinco de Lipinski, compostos semelhantes a drogas
a serem administrados oralmente ndo devem ter mais de uma violagdo. Um composto
que obedece a pelo menos trés dos quatro critérios pode aderir a regra de Lipinski. A
predi¢cao para todas as moléculas também mostra concordancia com a regra de Veber
e colaboradores, 2002.

Um resumo dos parametros previstos como: peso molecular, LogP,
biodisponibilidade oral, area de superficie polar (TPSA), doadores e aceitadores de

ligacdes de hidrogénio, sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3- Propriedades fisico-quimicas dos compostos DGM (2-17), calculado por Swiss ADMW.

Cpd. Cpd. | Cpd. | Cpd. | Cpd. | Cpd. | Cpd. | Cpd. | Cpd. | Cpd. | Cpd. Cpd. | Cpd. | Cpd. Cp.d. Cpd. | Cpd. BDZ
2 3 4 5 6 7 [} 9 10 11 12 13 14 15 16 17
MW 396.72 | 414.71 | 431.17 | 426.75 | 441.72 | 465.61 | 472.82 | 446.78 46;"6 475.62 | 441.72 | 362.28 | 396.72 3902'3 407.27 | 438.37 | 260.25
#Rotatable bonds 4 4 4 5 5 4 5 4 4 4 5 4 4 5 5 5 6
#H-bond acceptors 2 3 2 3 4 2 2 2 2 2 4 2 2 3 4 2 4
#H-bond donors 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
MR 104.86 | 104.82 | 109.87 | 111.36 | 113.69 | 114.88 | 130.30 | 122.37 ! l;'ﬁ 11256 | 113658 | 99.85 | 104.86 1{]___?'3 108.68 | 12529 | 69.41
TPSA 65.52 | 65.52 | 65.52 | 7475 | 111.34 | 6552 | 65.52 | 65.52 | 65.52 | 65.52 | 111.34 | 6552 | 65.52 | 74.75 | 111.34 | 65.52 | 92.74
ESOL Log § -6.76 | 692 | -735 | 682 | 681 | -7O4 | B24 | 789 | -FO4 | 766 | 681 | 617 | -6.76 623 | 622 | -765 2.06
GI absorption High Low Low High Low Low Low Low Low Low Low High High High Low Low High
BBE permeant No No No No No No No No No No No No No No No No MNo
Pgp substrate No No No No No No Yes Yes No No No No No No No Yes No
CYP1A2 inhibi Yes Yes No No Yes No No Yes No No Yes Yes Yes Yes Yes Yes No
CYP2ZC19 inhibitor Yes Yes Yes Yes Yes No Yes Yes No No Yes Yes Yes Yes Yes Yes No
CYP2CY inhibitor Yes Yes Yes Yes Yes Yes No Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes No No
CYP2D6 inhibi No No No No No No No No No No Mo No No No No No No
CYP3Ad4 inhibitor No No No No Yes No Yes Mo No No Yes Yes No Yes Yes Yes MNo
Lipinski #violati 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 0
Ghose #violations 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1]
Veber #violations 0 0 0 0 0 0 0 0 1] 1] 0 1] 0 0 0 0 0
Egan #violations 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0
Muegge #violations 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
AlogP 6.61 6.75 7.26 6.62 6.51 7.91 8.27 7.76 7.91 7.37 6.51 5.95 6.61 5.96 | 0.7143 | 762 1.11
hllllll.':l\'r:lal:lnagru?]l}' 0.6571 | 0.6857 | 0.6429 | 0.5429 0.8 0.5714 | 0.6286 | 0.7714 0'?&1 0.6286 | 0.7429 | 0.6143 0.6 0'228 5.86 0.6 0.7286

Fonte: O autor

6.4 Docking molecular

Ao observar os valores de score (ChemPLP) das solugdes de docking dos
compostos DGM (tabela 3) observa-se que nao ocorreram grandes variacbes de

afinidade predita entre os isbmeros (E e Z) de cada composto, apresentando uma
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variacdo média de 1,12 pontos de ChemPLP. A diferenca de score variou entre 51,48
(DGM-E- 4) e 67,63 (DGM-Z-8), variagao de 16.15. Como os isbmeros Z costumam
ter maior afinidade pela cruzaina, em comparagdo com o isbmero E, para cada

molécula, apenas eles (Z) foram considerados.

Tabela 4 - Valores de score (ChemPLP) para as solugdes de docking dos compostos DGM em seus
respectivos isbmeros E e Z.

Composto | E r4 Z-E Composto E r4 Z-E
2 53,31 53,5 0,19 12 54,41 55,54 1,13
3 54,54 54,54 0,76
4 51,48 57,73 6,25 13 54,21 54,82 -2,22
5 56,08 58,15 2,07 14 54,93 55,2 0,27
6 54,4 52,74 -1,66 15 57,75 54,82 -2,93
7 53,79 59,18 5,39 16 56,59 54,51 -2,08
8 64,82 67,63 2,81 17 60,82 67,44 6,62
9 58,34 58,96 0,62

10 58,76 58,33 -0,43
11 52,73 54,52 1,79

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Os isbmeros dos compostos DGM-7, DGM-8, DGM-9, DGM-10 e DGM-17
estao entre os 9 melhores compostos em termos de afinidade predita, sendo que para
o composto DGM-7 apenas o isbmero Z apresentou um bom resultado (figura 12). Ao
analisar as estruturas dos compostos DGM, observou-se que a unica diferenca
estrutural entre os dois compostos que apresentaram a melhor afinidade predita pela
cruzaina (DGM-8: 67,63/DGM-17: 67,44) estd na presengca de um atomo de cloro
como substituinte na posi¢ao 2 de um dos anéis aromaticos no composto DGM-17.

Além disto, estes dois ligantes diferem em relacdo aos demais compostos desta
série pela utilizacdo de um grupo fenil como substituinte em um dos anéis aromaticos.
Ademais, o composto DGM-9, o qual possui um naftil substituindo um dos anéis
aromaticos, também apresentou uma boa afinidade predita, apresentando um efeito

similar ao observado na adi¢ao do fenil realizada pelos compostos DGM-8 e DGM-17.
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Figura 12- Interagéo entre os compostos da série DGM e a cruzaina

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
Legenda: As melhores solugbes de docking para os quatro melhores compostos (DGM-8, DGM-17,
DGM-7 e DGM-9), em termos de afinidade predita, posicionados no sitio ativo da cruzaina.

Em relagdo aos compostos DGM-7 e DGM-10 diferem estruturalmente no
posicionamento de atomos de cloro em um dos anéis aromaticos. Enquanto o
composto DGM-7 possui atomos de cloro posicionados nas posi¢coes 2 e 3 do anel
aromatico, o composto DGM-10 possui estes mesmos atomos de cloro nas posi¢oes
1 e 3 do anel aromatico.

O composto DGM-8 (Figura 13a) realizou uma ligagdo de hidrogénio com o
residuo ASP161 e contatos hidrofébicos com os residuos TRP26, GLY65, LEUG7,
MET68, ALA136, VAL137, ALA138 e GLY163. Ja o composto DGM-17 (Figura 13b)
realizou uma ligagado de hidrogénio com o residuo ASP161 e contatos hidrofébicos
com os residuos TRP26, GLY65, LEU67, MET68, ALA136, VAL137, ALA138, HIS162
e GLY163. Vale ressaltar que os compostos DGM-8 e DGM-17 realizaram interagoes
com os mesmos residuos, diferindo apenas no tipo de interacdo ocorrida com o
residuo HIS162, o qual realizou um pi-pi stacking com o composto DGM-8 e apenas

um contato hidrofébico com o composto DGM-17.
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Figura 13- As interagbes intermoleculareds que ocorrem nas melhores solu¢gdes de docking dos
compostos da série DGM e os residuos de aminoacidos do sitio ativo da cruzaina.

ASP-161 ASP-161

ALA-138 ALA-138 ASP-161 /
ASP-161
. N\ PN
l . ) . L)) His-162

C

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Legenda: (a) DGM-1.7 (ciano), (b) DGM-2.7 (magenta), (¢) DGM-1.6 (laranja) e (d) DGM-1.9 (azul). As
ligacdes de hidrogénio estdo na cor vermelha, pi-pi stackings estdo na cor amarela e contatos
hidrofébicos estdo na cor verde.

O composto DGM-7 (Figura 13c) realizou uma ligacdo de hidrogénio com o
residuo ASP161 e contatos hidrofébicos com os residuos CYS23, TRP26, GLYG65,
MET68, ALA138 e HIS162. Enquanto o composto DGM-9 (Figura 13d) realizou um pi-
pi stacking com o residuo HIS162 e contatos hidrofébicos com os residuos GLY23,
CYS25, TRP26, LEU67, MET68, ALA138, ASP161 e TRP184.

Além disto, alguns residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo da
cruzaina se mostraram importantes para estabilizacdo dos compostos DGM, sendo
eles: a) ASP161, o qual realizou uma ligacdo de hidrogénio com 14 isbmeros
diferentes; b) TRP26 e HIS162, os quais realizaram 3 e 2 pi-pi stackings,
respectivamente, além de realizarem contatos hidrofobicos com a maioria dos
isébmeros; c) GLY23, GLY65, LEUG67, MET68 e ALA138, os quais realizaram contatos
hidrofébicos com a maioria dos isémeros; d) LEU160 e GLU208, os quais realizaram
contatos hidrofébicos com a maioria dos isémeros E; e) TRP184, que realizou

contatos hidrofébicos com a maioria dos isbmeros Z.
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6.5 Amplificagao e clonagem no vetor pGEMT-easy

Na figura 14 estar representada em gel de agarose 1% as bandas referentes a
amplificagdo obtida pelo esquema de megaprimer na primeira etapa da PCR e a
amplificagdo completa do gene da luciferase no tamanho predito. Para as
amplificagdes até a regido da mutagéo, as bandas se encontram em =60pb (figura A).

Ja para o gene completo a amplificagdo € de = 1650pb (figura B).

Figura 14- Amplificagdo do gene da luciferase em duas etapas.

(A) M (B)

2500pb [ ]

800pb

1650pb —»

350pb —»
150pb

Fonte: A autora, 2022.

Nota: PCR dos esquemas do esquema de megaprimer demonstrando bandas de aproximadamente
~60pb em (A) e em (B) amplificagdo completa do gene da luciferase, demonstrando banda de
aproximadamente =1650pb. Marcador (M): 1 Kb plus (Invitrogen).

6.5.1 Clonagem em pGEM T- easy

Na figura 15 observa-se uma digestao de confirmagao da clonagem com a enzima
de restricdo EcoRI, para a verificagdo da insercdo do gene da luciferase amplificado
no vetor de clonagem pGEM T-easy. O gel apresenta o plasmideo no tamanho
aproximado de =3000pb. O gene da luciferase possui um sitio de EcoRI dentro dele

por isso o aparecimento de duas bandas, =1000pb e =750pb, respectivamente.
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Figura 15 - Digestao das clonagens do gene da luciferase.

3000pb —»

1000pb —»
750pb —»

Fonte: A autora, 2022.
Nota: Digestdo em gel de agarose 1%, com a enzima EcoRI, demonstrando o inserto no tamanho esperado de

1000pb e 750pb. Marcador (M): 1 Kb plus (Invitrogen).

6.6 Subclonagem no vetor de expressao

O gene reporter da luciferase obtido através da clonagem em pGEMT-easy foi
purificado e confirmado através de sequenciamento. Para obtencdo da linhagem
repérter de T.cruzi foi necessaria a subclonagem do gene da luciferase no vetor de
expressdo pROCK. Para essa subclonagem, o plasmideo pROCK foi digerido com as
enzimas de restricdo Xbah e Xhol, assim como o gene da luciferase. Na figura 16
observa-se o controle, plasmideo pROCK liberando um gene de tamanho diferente da
luciferase, =7000pb e =750pb, respectivamente. E o plasmideo pROCK =7000pb,

liberando o gene da luciferase no tamanho predito =1650pb.
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Figura 16- Confirmagéo de subclonagem do gene da luciferase no pROCK

X\\)(’
¥
o“‘60 %O(J
M S

7000pb —»
1650pb —»

750pb —»

Fonte: A autora, 2022.

Nota: Gel de agarose apos a eletroforese dos fragmentos de DNA resultantes da reagdo de
subclonagem. Digestdo enzimatica das minipreparagcdes com as enzimas Xbah e Xhol verificando a
liberacdo do fragmento no tamanho esperado de 1650 pb para os genes luciferase e 7000 pb para o
vetor plasmidial pPROCK. Como controle utilizou-se o plasmideo pROCK com as mesmas enzimas da
reagdo anterior, liberando um fragmento de tamanho diferente do gene da luciferase, de 750pb. O
tamanho dos fragmentos do marcador de peso molecular estda mostrados a esquerda.
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7 DISCUSSAO

Neste trabalho a atividade antiparasitaria e citotoxica dos compostos da série
1,3-tiazdis substituidos foram avaliados. Também iniciamos a construcido de uma
cepa transgénica fluorescente. Os compostos foram desenhados tendo como alvo
uma cisteino-protease de T. cruzi, a cruzaina, a qual € um alvo validado para os
estudos de novos compostos para a doenca de Chagas (ALVAREZ; NIEMIROWICZ;
CAZZULO, 2012; CAZZULO, 2002). O fato de ser uma enzima lisossomal, uma forma
de inibi-la é interrompendo sua producéo e transporte (APT, 2010). O principal modo
de acado dos compostos que inibem as cisteino-proteases € pela interrupgao da
produgao das enzimas e do transporte delas para lisossomos, pois elas sdo enzimas
lisossomais (APT, 2010).

Nesta série, os tiazéis foram obtidos a partir de dois diferentes derivados de
tiossemicarbazonas: a 2',3',4'-tricloroacetofenona (2-12) e a 2,2',4'-tricloroacetofenona
(13-17). Nao foi possivel estabelecer uma tendéncia quanto a influéncia da
substituigdo do cloro no anel fenil, uma vez que os compostos de ambas as sub-séries
foram altamente ativos contra as formas tripomastigota e amastigota de T. cruzi.

Também n&o ha tendéncia quanto a substituicdo em C4 do anel tiazol. No
entanto, observou-se que o grupo naftila € deletério para a atividade tripanocida, uma
vez que o composto 9 foi inativo para as formas tripomastigota (IC50 65,96 uM) e
amastigota (25,38 uM). Podemos destacar os compostos 4, 8, 10 e 16 por sua
interessante atividade contra as formas tripomastigotas do parasito.

Todos os compostos testados por esse ensaio mostraram algum grau de
atividade citotoxica. No entanto os compostos 4, 8 e 16 mostraram um bom indice de
seletividade para as formas amastigotas e tripomastigoas, sendo compostos
considerados promissores.

Observou-se que os compostos que possuem um anel aromatico como
substituinte, seja através da adigdo de um fenil (DGM-8 e DGM-17), quanto através
da modificagdo de um dos grupos fenil por um naftil (DGM-9), obtiveram solug¢des de
docking mais estaveis quando comparados com compostos que ndo possuem este
anel adicional. Isto ocorre porque ao aumentar o numero de atomos de carbono
presentes nos compostos ligantes, aumenta-se também a possibilidade de realizacao

de contatos hidrofébicos com um nimero maior de residuos.
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Além disto, por tratar-se de anéis aromaticos, aumenta-se também as chances
de realizagcao de interagdes do tipo pi-pi stackings. Vale ressaltar que trés dos cinco
pi-pi stackings observados ocorreram com isdbmeros destes compostos que, embora
nao tenham ocorrido com o anel aromatico adicional, pode ter sido possivel devida a
estabilidade estrutural destes compostos no sitio ativo da macromolécula.

Além disso, observou-se que a adigdo de atomos de cloro como substituintes
também aumentou a afinidade destes compostos pela cruzaina. Os compostos DGM-
7 e DGM-10 possuem cinco atomos de cloro, os quais estao distribuidos entre os dois
anéis aromaticos, dois em um dos anéis e trés no outro, também apresentaram boas
solugdes de docking (DGM-7: 59,18 e DGM-10: 58,76).

Assim, acredita-se que a utilizagcdo de anéis aromaticos e/ou atomos de cloro
como substituintes na série de moléculas DGM podem ser o motivo por traz do
aumento da afinidade destes compostos pelo sitio ativo da enzima cruzaina, quando
comparados com as demais moléculas desta série, que ndo possuem estas
substituicdes, potencializando as chances desses compostos como possiveis
candidatos a farmacos anti-T. cruzi, inibidores da enzima cruzaina.

No processo de descoberta e design de medicamentos, espera-se que
moléculas promissoras apresentem alta atividade biolégica, com baixa toxicidade e
propriedades ADME ideais, sendo assim parametros farmacocinéticos e
farmacodinémicos sdo extremamente importantes (PELLEGATI, 2012).

Os parametros ADME podem ser estimados através de abordagens in silico,
usando sua estrutura molecular para predicdes (ALQAHTANI, 2017). Conforme
demonstrado no presente trabalho, os compostos mais ativos (4, 8, 10 e 16)
mostraram concordancia com a regra de Lipinski, e possuem similaridade
farmacolégica quando comparados ao BDZ.

O druglikeness compara as propriedades de moléculas (candidatos a farmacos)
em desenvolvimento com farmacos ja aprovados (MIGNANI et al., 2018). As regras
que indicam que um composto € um bom druglikeness sao as regras de Lipinksi,
Ghose, Vebber, Egan e Muegge.

Os compostos mais ativos (4, 8, 10 e 16) apresentaram concordancia com a
regra de Lipinski, similares com o BZD, porém com baixa permeabilidade com base
na absorg¢ao gastrointestinal (Gl), e ndo sdo permeaveis a barreira hematoencefalica

(BHE). Como a Doencga de Chagas nao tem implicagdo no sistema nervoso central é
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importante que as moléculas nao atravessem (UPADHYAY, 2014), segundo o modelo
preditivo BOILED-Egg (Brain Or Método de permeacéao estimado intestinal).

A permeabilidade gastrointestinal pode ser ainda melhorada através da
tecnologia farmacéutica com recursos sofisticados, como por exemplo, por
conjugagao com carreadores de drogas acessiveis (drug delivery) para promover a
distribuicdo de drogas e a biodisponibilidade em circulagdo, como nanoparticulas,
nanovesiculas e a ciclodextrina (ARRUA et al., 2019).

Além disso, a impenetrabilidade do BBB enuncia uma provavel neurotoxicidade
nula dos compostos, ficando eles restritos a circulagdo e 6rgados onde residem os
parasitas. A unica diferenca estrutural entre os dois compostos mais bem classificados
em termos de afinidades previstas para o sitio de ligagdo da cruzaina (composto 8:
67,63; composto 17: 67,44) reside na presengca de um atomo de cloro como
substituinte para a posi¢cao 2 em um dos compostos aromaticos.

Anéis no composto 17 que esta ausente no composto 8. Adicionalmente, a
estrutura dos compostos 8 e 17 difere dos demais compostos usados neste estudo
por terem um grupo 4-Ph-Ph como substituinte.

Uma inspecdo detalhada das interagbes intermoleculares revela que
compostos que possuem anéis aromaticos adicionais, pela adicao de um substituinte
fenil (compostos 8 e 17) ou pela substituicdo de um dos grupos fenil por um grupo
naftil (composto 9), produziram afinidades mais altas previstas para a cruzaina alvo.

Esse efeito pode estar relacionado ao aumento do numero de atomos de
carbono, melhorando os contatos hidrofébicos com esses ligantes. Além disso, é
importante notar que trés dos cinco empilhnamentos pi-pi observados ocorreram com
ligantes que possuem esses anéis aromaticos adicionais, embora essas interagdes
nao tenham ocorrido com os substituintes fenil e naftil mencionados anteriormente.

Esses substituintes aromaticos adicionais podem desempenhar um papel
importante ao conceder um deslocamento conformacional no sitio de ligagado da
cruzaina, melhorando as afinidades previstas para esses compostos especificos.

E importante investigar a acdo dos compostos frente as formas evolutivas de
T. cruzi, pois espera-se que 0s compostos sejam mais ativos que a droga de referéncia
BZD (BUSTAMANTE; TARLETON, 2011). Todos os compostos demonstraram ter
melhor IC50 que a droga de referéncia frente a epimastigotas. Ja para tripomastigotas,
os compostos que demonstraram ter melhor atividade foram 4, 8,10, 16 e 17 e para

amastigotas foram 12 e 15.
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Os genes reporteres codificam um produto genétido, que permite facilmente
visualizar o seu produto de expressao (produtos fluorescentes ou corados) e
tém uma série de caracteristicas que favorecem a sua fungdo como: auséncia
de produgdo endodgena, proteina sintetizada sem interagéo fisiolégica na
célula hospedeira e atividade protéica medida de forma simples, rapida e
sensivel (DUBE et al., 2009).

Esta tecnologia € uma ferramenta muito utilizada para monitorar o crescimento
e a proliferacado de bactérias, virus e outros parasitas em estudos in vitro (ASHUTOSH
et al., 2005). E também uma técnica promissora em estudos de progressdo de
doengas em modelos experimentais in vivo.

Atualmente os genes reporteres podem ser classificados como extracelular ou
intracelular. Os produtos expressos intracelularmente ficam retidos dentro da célula
que expressam, por exemplo: acetiltransferase (CAT), a B-galactosidase, lactamase,
a proteina verde fluorescente (GFP) e a luciferase.

A luciferase é uma potente molécula repérter utilizada em triagens bioldgicas,
codificada pelo gene luc, clonado do vaga-lume (Photinus pyralis), catalisa uma
reacao de bioluminescéncia que requer a luciferina como substrato, ATP, Mg2+ e O2.
Na presenca desses reagentes e mediante a acao da luciferase presente no lisado de
células, ocorrera uma reacao de oxidagao da luciferina com emissdo de um flash de
luz que decai rapidamente. O sinal luminoso é detectado por um luminémetro.

A emissao total de luz é proporcional a atividade da luciferase na amostra que,
por sua vez, reflete a taxa de transcricao do gene "repérter" sob acdo do promotor em
estudo (LIN; BARBOSA, 2002).

O sistema /uc tem algumas vantagens quando comparado aos outros sistemas
usualmente empregados: apresenta uma sensibilidade 10 a 100 vezes superior, 0
processamento das amostras € bem mais rapido, ndo requer o uso de is6topos,
apresenta atividade enddgena desprezivel em células de mamiferos.

Além de diminuir os erros manuais, possui alta reprodutibilidade, pode ser
utilizada em testes de descobertas de novos farmacos em larga escala e como é
distinguida facilmente das proteinas enddgenas, pode ser utilizada como método de
quantificacdo parasitaria em experimentos in vitro e acompanhar a progressao da
doencga, como a determinagao da carga parasitaria em experimentos in vivo.

O seu ponto negativo é o alto custo do reagente para realizar a agao
(PAZZAGLI et al., 1992; LIN C. J.; BARBOSA, A. S., 2002). Entao a necessidade de
novas moléculas, € muito importante a criacao de cepas transgénicas que facilitem a

selegdo de novos compostos. Neste trabalho fizemos a amplificacdo dos genes da
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luciferase e a sua subclonagem em vetor de expressdo. Acreditamos que essa
importante etapa ajudara no desenvolvimento de uma linhagem reporter de T. cruzi
que expressa a luciferase de pirilampo (luc). Com isso teremos a sua futura utilizagéo

em sistemas de screening de drogas in vitro.
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8. CONCLUSOES

a) Avaliamos a atividade citotoxica dos 16 compostos sintetizados em células
macrofagicas (RAW 264.7). Todos os compostos apresentaram certo grau de
toxicidade;

b) Determinamos in vitro a atividade antiparasitaria das 16 substancias avaliadas
sobre formas amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi.
Elegemos como farmacos mais ativos os compostos 4, 8, 10 e 16.

c) Os compostos mais ativos (4, 8, 10 e 16) mostraram concordancia com a regra de
Lipinski, e possuiram similaridade farmacologica quando comparados ao BDZ.
Apresentaram ainda baixa permeabilidade com base na absor¢do gastrointestinal
(Gl), e ndo sado permeaveis a barreira hematoencefalica

d) Os compostos com maior afinidade predita pela cruzaina 8 e o 17 diferem dos
demais pela presenca de um atomo de cloro como subtituinte na posicéo 2 de um dos
anéis aromaticos. Além disto, estes dois ligantes diferem em relacdo aos demais
compostos desta série pela utilizagdo de um grupo fenil como substituinte em um dos
aneéis aromaticos.

e) Iniciamos a criagdo de uma linhagem repérter de Trypanosoma cruzi

bioluminescente.
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9. PESPECTIVAS

- Repetir e analisar ensaios do perfil imunomodulador dos compostos;
- Obter a linhagem reporter de T.cruzi para ensaios de screening de substancias com

atividade anti- T.cruzi.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Chagas disease is a deadly and centenary neglected disease that is recently surging as a potential global threat.
1,3-thiazoles Approximately 30% of infected individuals develop chronic Chagas cardiomyopathy and current treatment with

Chagas disease

the reference benznidazole (BZN) is ineffective for this stage. We presently report the structural planning,
Trypanocidal agents

Nk synthesis, characterization, molecular docking prediction, cytotoxicity, in vitro bioactivity and mechanistic
Bioisosterism i s E 1 : 3 . g 3
Crizaln studies on the anti-T. cruzi activity of a series of 16 novel 1,3-thiazoles (2-17) derived from thiosemicarbazones
ADME prediction (1a, 1b) in a two-step and reproducible Hantzsch-based synthesis approach. The anti-T. cruzi activity was
evaluated in vitro against the epimastigote, amastigote and trypomastigote forms of the parasite. In the bioac-
tivity assays, all thiazoles were more potent than BZN against epimastigotes. We found that the compounds
presented an overall increased anti-tripomastigote selectivity (Cpd 8 was 24-fold more selective) than BZN, and
they mostly presented anti-amastigote activity at very low doses (from 3.65 pM, cpd 15). Mechanistic studies on
cell death suggested that the series of 1,3-thiazole compounds herein reported cause parasite cell death through
apoptosis, but without compromising the mitochondrial membrane potential. In silico prediction of physico-
chemical properties and pharmacokinetic parameters showed promising drug-like results, being all the reported
compounds in compliance with Lipinski and Veber rules. In summary, our work contributes towards a more
rational design of potent and selective antitripanosomal drugs, using affordable methodology to yield industrially
viable drug candidates.

1. Introduction infection occurs when the faeces of infected triatomine insects known as
barbers are deposited in the skin [1]. Such transmission mechanisms and

Chagas disease or American trypanosomiasis is a potentially deadly the endemic characteristics of this disease reveal a profile of endemicity
disease caused by the protozoan Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Human in poverty areas, with a lack of an adequate sanitary system. Being
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prevalent in underdeveloped populations and countries, it is a neglected
disease by the worldwide pharmaceutical industry. In fact, about 6-7
million people are estimated to be infected around the globe [ 1], and it is
endemic in 21 countries across Latin America. The disease is also present
other emergent and developed countries in the world (2], spread
through human migration and arising as a potential global threat [3].
The current treatment of choice for Chagas disease is the first-line
drug Benznidazole (BZN) or the second-line drug Nifurtimox, which
has broader side effects. Clinically saying, chagas disease has two
different phases of infection - early phase/acute phase, when the para-
sites at the trypomastigote stage are circulating in the blood of the
infected host, and late phase/chronic phase, in which the parasite
penetrates specific tissues and multiplicate at the amastigote stage.
When administered in the acute phase, treatment with BZN is usually
satisfactory, leading to cure. However, in the chronic phase, when the
parasite is inside the host's tissues, BZN is ineffective in removing
parasitism. In addition, many patients are intolerant to treatment with
BZN, with toxic effects appearing within the long-term standard

I
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treatment [1,4]. Furthermore, the treatment is considerably long (twice
a day tablets for 60 days) and with several warnings, such as genotox-
icity and carcinogenicity potential, plus adverse reactions such as 25%
incidence of abdominal pain [5]. Given these reasons, there is an urgent
need to develop new effective and safer therapeutic drugs for the
treatment of Chagas disease [6,7]. Our group recently published a re-
view article on strategies assessed in vivo against neglected diseases over
the period of 2015-2021, including Chagas disease [8]. It was shown
that the most successfully assessed structures in vivo were heterocyclic
nuclei and metal-based compounds. The Drugs for Neglected Diseases
initiative (DNDi), a non-governmental organisation that focuses on
developing therapies and diagnostic tools for neglected diseases, is
currently carrying on a Phase I study on an analogue compound of
acoziborole, of the oxaboroles heterocyclic nuclei that active in vivo
against Chagas disease [9].

The growing knowledge of the basic biology of T. cruzi has allowed
the use of more rational approaches for the development of antichagasic
drugs. A useful and proven strategy is to develop potential inhibitors of

Cpd 20 de Oliveira Filho, 2015
“1Cq trypo = 1.7 uM™
no cruzain inhibition in vitro

Cpd 7 de Oliveira Filho, 2017
“ICsq trypo = 17.1 pM™
97% cruzain inhibition in vitro

Cpd 3a de Oliveira Filho, 2021
“ICso trypo = 1.12 pM™
no cruzain inhibition assay was performed

> e

Bioisosteric  Structural Scaffold hopping
replacement conservation  (non-classical
bioisosterism)

Cl

Cpd 18 Oliveira Cardoso, 2019

“ICq trypo = 2.6 pM™

27% cruzain inhibition in vitro
2.4-dichlorophenyl had 67.2% inhibition

Cpd 1g de Moraes Gomes, 2016
*1Csq trypo = 3.35 pM™

18% cruzain inhibition in vitro
p-methoxyphenyl had 72% inhibition

Fig. 1. Structural planning strategies utilized applied the present work to design the series of 1,3-thiazoles 2-17 [15,21,27

29].
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the T. cruzi enzyme cruzain, which is absent in the mammalian host [ 10,
11]. This enzyme is the main protease of the parasite, expressed at all
stages of the parasite’s life cycle and plays a fundamental role during
infection in host cells. Given this, cruzain is considered an important and
selective molecular target for the development of new antichagasic
drugs. In this regard, our group has been searching for anti-T. cruzi
compounds using the structure of the cruzain enzyme as a target model.
During those screenings, we have tested organic and inorganic synthetic
compounds, mainly heterocycles [11-20], and have found a diversity of
therapeutically relevant bioactivities.

Following our continuous progress on thiosemicarbazone com-
pounds, a series of potent antichagasic thiazolidinones were identified
[21]. After a few attempts at molecular modifications and progressive
upgrades, we obtained excellent selectivity results with cyclic 4-thiazo-
lidinone derivatives of 3,4-dichlorophenyl thiosemicarbazone, demon-
strating that cyclization of thiosemicarbazone increases selectivity and
decreases cytotoxicity whilst maintaining anti-T. cruzi activity compared
to non-cyclic structures [21]. The thiazole ring is a heterocyclic nucleus
that has been frequently described as a potent trypanocidal agent [8,15,
22-26]. Thus, we also assessed the scaffold hopping of the
thiazolidine-4-one ring to the 1,3-thiazole bioisostere, and we found
excellent percentages of cruzain in vitro inhibition in a competition
based assay [27]. Furthermore, other attempts on functionalised 1,3-thi-
azoles also showed interesting cruzain inhibition profiles in vitro and
good trypanocidal activity [15,28].

Based on these earlier results, in the current work, we investigated
the scaffold hopping of the thiazolidin-4-one heterocycle, with proven
trypanocidal activity, for the 1,3-thiazole heterocycle making a bio-
isosteric exchange on the 1,3-thiazole substitution (Fig. 1), following up
on the optimization proposed by de Moraes Gomes et al. (2016), de
Oliveira Filho et al. (2017) and de Oliveira Filho et al. 2021 [18,27,29].
Our compounds 2-17 were designed to vary the group linked to position
4 of the thiazole ring through the functionalization with aromatic rings
bearing different substitutions patterns.

In this work, we kept the C5 methylation pattern on the thio-
semicarbazone portion and explored the bioisosteric replacement on the
chlorination patterns of the attached phenyl ring. Mostly, we aimed to
assess the impact of the 1,3-thiazole functionalization patterns in com-
bination with the halogenated phenyl on the trypanocidal activity of our
derivatives. The 1,3-thiazoles were obtained from 2,3,4- trichloro
phenyl-thiosemicarbazide (1a) or 2,4-dichloropheny! thiosemicarbazide
(1b) on the left side of the molecules. As structural guides, we initially
exploited phenyl-phenyl substitution and p-bromo-phenyl substitution,
as well as other patterns, as these were proven beneficial to trypanocidal
activity on previous works ([15,27,28]). Our synthesised compounds
were docked in silico against cruzain, an important T. cruzi molecular
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mechanistic assays on cell death and mitochondrial/DNA damage were
also done to glimpse the action of the series in a primary level. In silico
prediction of drug-likeness was also performed to exploit the potential of
the series as drug candidates against the calculated physicochemical and
ADME parameters that fit to a market drug. With this, we aimed to
identify compounds with greater potency and selectivity than BZN to
treat Chagas disease infection and contribute towards the rational
design of future antichagasic drugs.

2. Results and discussion
2.1. Synthesis and chemical characterization

Once the structural planning was carried out, we proceeded towards
the synthesis of the proposed compounds. Scheme 1 presents the
sequence of reactions involved in the synthesis of the novel thiazoles.
Compounds 2-17 were synthesised via Schiff-base condensation, in a
simple 2-step chemical reaction based on Hantzsch [30] synthesis
strategy and on a previous work published by our group [21], with
adaptations where necessary. Firstly, thiosemicarbazides (1a-b) were
prepared by reacting commercially available 2,3,4- trichloro acetophe-
none or 2,4 -dichloroacetophenone (1eq) with thiosemicarbazide (1eq),
in ethanol (0.1 M) under ultrasonic bath (RT, 30 min to 2 h) in the
presence of catalytic amounts of H2S04 (0.2%). After synthesis, the
thiosemicarbazones (1a-1b) were recrystallised in ethanol. Thiazoles
(2-17) were prepared by reacting the respective aryl thio-
semicarbazones (1a or 1b, 1 eq) with commercially available «-halo
acetophenones (1.1 eq), in isopropanol (0.05 M) under reflux conditions
(85 "C for 2-6 h). These reactions were carried out in the presence of an
excess of anhydrous sodium acetate (3 eq), affording compounds in
variable yields (22-75%) and acceptable purity (>95%). Compounds
were washed with cold water and cold isopropanol and dried under
vacuum, with further drying over SiO2. Recrystallisation was carried out
in isopropanol or water where necessary. The chemical structures of
compounds were determined by nuclear magnetic resonance (NMR, 'H
and '°C) and infrared (IR). Based on previously synthesised and crys-
talised compounds of this type by our group, we suggest that the C2=N2
double bound on the hydrazine moiety is E-configured [13,19-21,27,29,
31,32]. Plus, another interesting feature of these compounds is the
imino-lactam tautomerism on the ‘C2=N3 bond, which in this series is
endocyclic due to the absence of a voluminous substituent in N3 [27].
The analysis of 'H and '>C NMR spectra of compounds (2-17) has
highlighted signals relating to the methine located at the C-4 position in
the heterocyclic ring, which are diagnostic for this class of compounds.
In NMR '3C, the representative methine carbon ‘C4 of thiazole ring is
approximately located at 105 ppm. In IR, the presence of the band

target, to predict potential intermolecular interactions. Further relating to iminic links as well as the absence of absorption in the
(o]
H H
A ~ N S 3 NN N
+ A N \f — ® NP 2
N f )
H,N N s
cl cl \[( SNH,  C cl NHy cl cl
R! : R (1a-b) R! (2-17)
Cpd. R' R? ! cpd. R' R? | Cpd. R' R}
1a Cl - ' 6 Cl - 4-NO,-Ph ! 12 Cl - 3-NO,-Ph
I H - 7 Co34cph ;13 H O ph
2 Cl  Ph ' 8 Cl  4.Ph-Ph | 14 H  4-Cl-Ph
3 Cl 4-F-Ph ' 9 Cl 2-Naph 15 H  4.0Me-Ph
4 CI 4Cl-Ph P10 Cohacph 1 160 H O 4No,Ph
§ Cl 4OMePh UL L gpepn 01T H o gy
Scheme 1. Synthetic route of proposed compounds. (A) 1a and 1b (chloroac hi icarbazide, Ethanol, H,804))) RT for 30 min to 2 h); (B) 1,3-thi-

azoles 2-17 (1a or 1b, halo acetophenones, isopropanol, reflux at 85 "C for 2-6 h, excess of sodium acetate).
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carbonyl region are also suggestive of the formation of compounds
(2-17) and consumption of the halo acetophenone. In the NMR 'H of
compounds (2-17), the chemical shift of the N-H presents a median of
4.87 ppm (DMSO-dg). A representative assigned 1H and 13 NMR spec-
trum of compound 13 is presented in Fig. 51 of supplementar y Material,
as well as remaining characterisation data of the 1,3-thiazole series.

2.2. Molecular docking studies on cruzain

Given our previous works indicating cruzain as one of the possible
molecular targets of 1,3-thiazoles derived from thiosemicarbazones [15,
27,28], we performed in silico molecular docking studies to predict the
potential intermolecular interactions of our synthesised compounds
with the cruzain enzyme. As the experimental data that indicates that
the C2=N2 double bound on the hydrazine moiety is E-configured, only
the (E) isomer of each compound was considered in this discussion.
Regarding the predicted affinities of these compounds on the cruzain
binding site, the docking score (ChemPLP) values have ranged from
51.48 (cpd 4) to 64.82 (cpd 8), showing a difference of 13.34. Com-
pound 8 (Fig. 2a) performed hydrophobic contacts with the residues
GLY23, CYS25, TRP26, LEU67, MET68, VAL137, HIS162, GLU163 and
GLU208. Compound 17 (Fig. 2b) performed a pi-pi stacking (T-shaped)
with the residue TRP26 and hydrophobic contacts with the residues
GLY23, CYS25, LEU67, MET68, ASN69, ALA136, VAL137, HIS162,
GLY163 and GLU208. It is important to note that both molecules per-
formed interactions with roughly the same residues, differing on the
kind of interaction performed with the residue HIS162, which was a
pi-pi stacking with the compound 17, while it was a hydrophobic con-
tact with the compound 8, and the fact that the compound 17 performed
hydrophobic contacts with two additional residues (ASN69 and
ALA136).

Moreover, the following amino acid residues performed important
interactions, stabilizing these compounds on cruzain’s binding site: i)

TRP-26
GLY-23
LEU-67 V
MET-68 U
GLY-163
GLU-208 '
VAL-137 HIS-162
ASN-69
GLU-208

Fig. 2. The intermolecular interactions between the cruzain binding site and
the compounds (a) 8 (cyan) and (b) 17 (magenta). The binding site residues are
colored according to the type of interaction: pi-pi stackings (yellow) and hy-
drophobic contacts (green).
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TRP26: performed 3 pi-pi stackings and performed hydrophobic con-
tacts with many compounds; iii) GLY23, GLY65, LEU67, MET68,
ALA138, LEU160 and GLU208, performed hydrophobic contacts with a
large number of compounds. The only structural differences between the
two top ranked compounds in terms of predicted affinities for the cru-
zain binding site (compound 8: 64.82; compound 17: 60.82) resides on
the presence of a chlorine atom as substituent for the position 3 on one of
the aromatic rings on the compound 8 that is absent on the compound
17

Additionally, the structure of compounds 8 and 17 differs from the
remaining compounds used in this study for having a 4-Ph-Ph group as
substituent. A detailed inspection on the intermolecular interactions
reveals that compounds possessing additional aromatic rings, by adding
a phenyl substituent (compounds 8 and 17) or by replacing one of the
phenyl groups for a naphthyl (compound 9) group, the 4th ranked
compound, yielded higher predicted affinities for the cruzain’s biding
site. This effect could be related to the increasing of the number of
carbon atoms, improving the number of hydrophobic contacts with
these ligands can perform. Besides, it is important to note that three out
of five pi-pi stackings that have been observed occurred with ligands
that possess these additional aromatic rings. These additional aromatic
substituents could play an important role by granting a conformational
displacement at this binding site of cruzain, improving the predicted
affinities for these specific compounds.

Although 1,3-thiazoles derived from thiosemicarbazones have pre-
viously shown to be active in vitro against cruzain [15,17,27,29], we also
noticed that the enzyme likely not the sole target of this class of com-
pounds. Thus, our docking studies mapped the important molecular
interactions of the compounds with this relevant target, but not
excluding other molecular targets such as ergosterol biosynthesis [17,
28]. Hence, we performed mechanistic studies on a cell level, evaluating
the ability of our class of compounds to induce parasite cell death and
effect mitochondrial and DNA damage.

2.3. Bioactivity evaluation against T. cruzi parasite evolutionary forms

After structural characterisation of 1,3 thiazoles, the antiparasitic
and host cell cytotoxicity was determined. Anti-proliferative activity
was evaluated against epimastigotes of T. cruzi Dm28 strain, as well as Y
strain trypomastigotes, and tulahuen strain-derived amastigotes. Cyto-
toxicity was determined in RAW 264.7 macrophages and results were
expressed as pM in terms of ICsp and CCsp values, with the reference
drug used being BZN. Compounds which exhibited lower ICsq than BZN
in this assay were considered significant anti-T. cruzi agents. All results
can be seen on Table 1.

As we can see in Tables 1 and 1,3-thiazoles derived from 2,4-
dichloro-fenil thiosemicarbazide seemed to yield better anti-
epimastigote activity (15 vs 5, 16 vs 17, 13 vs 2, and 14 vs 4),
whereas their 2,3,4-trichloro-phenyl congeners yielded better anti-
trypomastigote (4 vs 14, 7 vs 16, 8 vs 17, 2 vs 13, and 5 vs 15) and
anti-amastigote (4 vs 14, 8 vs 17, 2 vs 13, and 7 vs 16) activity.
Regarding cytotoxicity in macrophages, most of the thiazoles were be-
tween the 27.8 pM (Cpd 5) to 97.3 pM (Cpd 16) interval of toxicity, with
some of them exhibiting toxicities at higher concentrations than BZN
cytotoxicity. For instance, compounds 6, 8, 9, 14, 16 and 17 presented
CCso > 44.18 M.

In the assay of the antiproliferative activity against epimastigotes
form, all compounds were more active than BZN and were able to inhibit
epimastigote proliferation. On a note, 9 out of the 17 compounds
showed ICspepi lower than 10 pM. Concerning the activity of compounds
against trypomastigote form, the ICso values revealed that compounds 8
(2.64 pM), 4 (3.27 pM), 10 (4.08 pM), and 16 (4.82 pM) were at least 10-
fold more potent than BZN. Compounds 2, 14, and 17 were twice more
active than BZN.

It could be observed that the thiazoles exerted a relatively improved
anti-trypomastigote activity in terms of selectivity, being compound 8
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Table 1

Cytotoxicity of derivatives in RAW 264.7 macrophages cell line and inhibitory
activity against T. cruzi epimastigote (Dm28 strain), trypomastigotes (strain Y)
and amastigotes (Tulahuen strain). The results are expressed in micromolar
concentrations. ICs, = inhibitory concentration to 50% of the parasite popula-
tion; CCg = cytotoxic concentration to 50% of the mammalian cells population;
SI = selectivity index, calculated by dividing the CCs, for the IC55. ND = non
determined.

Cpd CCso (1M) 1Cs0 (uM) SI

RAW 264.7 Epi Trypo Ama Epi Trypo Ama
2 30.19 13.84 11.54 20.58 218 2.61 1.46
3 42.22 19.44 21.48 279 217 1.96 1.51
4 39.65 10.63 3.27 8.71 3.73 12.12 4.55
5 27.08 7.88 30.86 7.84 3.43 0.87 3.45
6 88.49 28.95 ND 45.27 3.05 ND 1.95
7 44.9 32.15 25.45 25.45 1.39 1.76 1.76
8 62.24 8.62 2.64 12.88 7.22 23.57 4.83
9 96.24 10.86 65.96 25.38 8.86 1.45 3.79
10 36.29 8.33 4.08 13.57 4.35 8.89 2.67
11 29.85 5.25 ND 5.96 5.68 ND 5.00
12 29.22 8.42 ND 4.46 3.47 ND 6.55
13 42.81 7.42 45.93 21.34 5.76 0.93 2.00
14 55.12 7.55 17.9 10.57 7.30 3.07 5.21
15 43.15 3.48 45.29 3.65 12.39 0.95 11.82
16 97.3 6.41 4.82 28.26 15.17 20.18 3.44
17 80.12 20.2 10.56 14.88 3.96 7.58 5.38
BZN 44.18 56.94 40.96 5.64 0.77 1.07 7.83

the most selective of all compounds (24 times more selective to trypo-
mastigote form, compared to the low selectivity of BZN, 1x. Five com-
pounds of the series displayed selectivity higher than 7-fold towards
trypomastigotes (cpds 8, 16 was 20x, 4 was 12x, 10 was 9x and 17 was
8x), all compounds having either a mono or dichlorinated, or phenylated
pattern of substitution on the 1,3-thiazole ring. The nitro-substituted
compounds (cpd 6 and cpd 12) and the 4-bromo substituted com-
pound (cpd 11) had no activity detected against trypomastigotes, and
cpd 9 with a naphthyl-substituted thiazole interestingly showed a rela-
tively low anti-trypomastigote activity (65.96 pM). Noticeably, the 2,4-
dichlorophenyl thiazole substitution pattern (cpd 10) resulted in a better
anti-trypanosome activity across all forms when compared to 3,4-
dichlorophenyl thiazole (cpd 7), being 2-fold (amastigote), 4-fold (epi-
mastigote) or even 5-fold (trypomastigote) more potent than its
congener.

Regarding anti-amastigote activity, compound 15 exhibited the best
IC50ama Value (3.65 uM, 12x more selective towards the parasite), being
more active than the standard drug, BZN (5.64 pM, 8x more selective).
For the anti-amastigote activity, although most of the compounds pre-
sented relatively low ICspama values (all <28.26 uM except cpd 6 at
45.27 uM), only two (cpd 15 and cpd 12) were more selective than the
standard BZN. Compounds 11 (5.96 pM) and 12 (4.46 pM) exhibited
equipotent activity compared to BZN. Interestingly, the previous inac-
tive 3-nitro compound 12 demonstrated significant activity (selectivity
of 6.6) and its 4-nitro congener showed a relatively weaker activity at
45.27 pM. Similarly, the previously inactive against trypomastigotes p-
bromo cpd 11 presented activity like BZN (ICspuma = 5.96 pM). A
summary of the structure-activity relationship can be seen on Fig. 3.

Aligning the in silico docking studies on cruzain with the biological
activity results, our biological activity findings align with the impor-
tance of the hydrophobic interactions of the 1,3-thiazole substitution
and the pi-pi stacking with His162 on the phenyl head (given the high
anti trypomastigote and anti epimastigote activity of cpd 8 and cpd 17)
[28,32]. Plus, tri-chlorinated cpd 8 from 1a had the most potent
anti-tripomastigote activity, as well as di-chlorinated cpd 17 (to a lesser
extent), in agreement with the studies, where it was found that
tri-chlorinated phenyl-hydrazone moieties favour cruzain binding.
Although not strongly bound on docking analysis, cpd 4, 10, and 16
were at least 4-fold more potent than BZN. Some non-conservative
changes on family II cruzipain were previously reported to be found
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Fig. 3. Summary of the structure-activity relationship of 1,3-thiazole series
based on their in vitro biological activity against tryp igotes, i
and epimastigotes of T. cruzi.

on Leu67, Met68 and Ala138 [33], which correlatively were found to be
the only residues to interact with cpd 9 (naphthyl). This aligns with the
low activity found for cpd 9 for trypomastigotes and amastigotes, but
significant (10.86 pM) for epimastigotes (where czpl is mainly
expressed). Furthermore, this result also corroborated with de Moraes
Gomes (2016), where it was found that 1,3-thiazoles functionalised with
naphthyl had depleted anti-trypomastigote activity in comparison to its
p-methoxyphenyl and p-phenyl-phenyl congeners, possible due to the
reduced bond flexibility of the group [28].

2.4. Flow cytometry analysis

2.4.1. Apoptotic parameters - annexin V and 7AAD assay on
trypomastigotes

Given that metacyclic trypomastigotes are the mammalian infective
form of T. cruzi, anti-trypanocidal activity is mainly evaluated when
investigating potential anti-T.cruzi compounds. Evaluation of apoptosis
and necrosis by flow cytometry is usually accomplished by the combined
use of annexin V (AV)-FITC and 7AAD. Annexin V-FITC accesses phos-
phatidylserine molecules exposed on the external membrane in the early
stage of apoptosis, and 7AAD allows the identification of nuclear alter-
ations in the late stages of apoptosis or necrosis, because of the increase
in membrane permeability. Most cells positive for AV were also 7AAD
positive, suggesting that apoptotic cells evolved into secondary necrosis
(representative Fig. 52 in supplementary material). As shown in Fig. 4,
all compounds tested induced significantly less early apoptosis (annexin
V+ 7AAD-) compared to the standard drug BZN in both concentrations
tested. In terms of late apoptosis/necrosis, all the compounds tested with
1 x ICsp induced lower levels of late apoptosis/necrosis when compared
to BZN. Nonetheless, when 2 x ICsy was tested, the compounds 7 (at
50.9 pM), 9 (at 131.92 pM) and 16 (at 9.64 uM) displayed higher levels
of late apoptosis/necrosis when compared to BZN (40.96 puM). There-
fore, we suggest that the series of 1,3-thiazole compounds herein re-
ported causes parasite cell death through apoptosis. This agrees with the
current literature, that establishes apoptosis as a usual mechanism for
thiazoles in the light of their predicted cruzain inhibitory activity [17,
24,27]. Noticeably, compound 16 (3,4-dichlorophenyl-1,3-thiazole
from 1b) exerted significant apoptotic activity on both stages (early by
5-fold and late by 4-fold more potent than BZN) whilst having one of the
relatively lowest cytotoxicity among the 16 compounds (CCsg = 97.3
puM).

2.4.2. Mitochondrial and DNA damage parameters — rhodamine and
acridine orange assays

To determine whether the activity of the compound series on para-
sites was related to an alteration of the mitochondrial membrane po-
tential, we performed flow cytometry using Rho 123 staining and
acridine Orange. As it can be observed in Fig. 5, the cells treated with the
compounds 3, 9 or 16 in 1 x ICsy or 2 x ICso had significantly less
damage to the mitochondria than the standard drug BZN, when evalu-
ated through this method. Increased levels of mitochondrial damage

84



M. Cox Holanda de Barros Dias et al

A Early apoptosis (1x ICs)

L 20
o
g -
=18 "
3 =
£ [T
'§1o —
H
gs
2, L1
5 A 8 6

6060\0‘9\&«“\"\6
o

European Journal of Medicinal Chemistry 257 (2023) 115508

B Late apoptosis/Necrosis (1x ICg,)

-
o

% Cells Annexin V+ 7AAD+
3

o

D  Late apoptosis/Necrosis (2x ICg)

-
o
E

% Cells Annexin V+ 7AAD+
5

Fig. 4. Effects of compounds 3, 7, 9, 15 and 16 treatments on Annexin V-FITC/7AAD labelling of Trypomastigotes. A,C Early apoptosis cells which are annexin V+

and 7AAD-, B,D Late apoptosis/necrosis cells which are annexin V + and 7AAD +.

were observed when parasite cells were treated with the compounds 7
(3,4-dichlorophenyl-1,3-thiazole from 1a) and 15 (4-Methoxyphenyl-
1,3-thiazole from 1a) when tested in 1 x ICsq or 2 x ICs, although no
statistically significant difference was observed. Therefore, data sug-
gests that the compounds 9 and 16 induce increased levels of late
apoptosis (Fig. 4D) but without compromising the mitochondrial po-
tential for the time point tested (overlay flow cytometric histograms are
in Fig. 53 of supplementary material).

The analyses of DNA damage (Iig. 6) indicated that compound 3
when tested in 1x ICso and 2x ICsq induced higher DNA damage effects
in the parasite when compared to the standard drug BZN. However, the
other compounds did not induce increased levels of DNA damage when
compared to BZN. The compound 16 in 2x ICs; induced increased levels
of DNA damage, although not significant, but also higher levels of early
apoptosis and late apoptosis when compared to reference BZN when
used at a much higher dose (i, 4C and D). Therefore, we postulate that
DNA damage might be involved in the mechanism of action of com-
pound 16 (3,4-dichlorophenyl-1,3-thiazole from 1b) and potentially
other 1,3-thiazoles in the series, although further experiments with
tuned experimental conditions are necessary.

To add, given the relatively less potent apoptotic activity of the
remaining thiazole derivatives combined with their significant ICs ac-
tivity, our findings indicate that functionalised 1,3-thiazoles may have
other biological targets in the T. cruzi system [17,28,34] beyond its
known anti-cruzain potential, A few possibilities would be the glycolytic
pathway by inhibition of triosephosphate isomerase dimer formation,
sterol biosynthesis via inhibition of the sterol 14-demethylase (CYP51),
and/or oxidative stress (superoxide dismutase and trypanothione
reductase), given the nitro heterocyclic/azole and hydrophobic char-
acteristics of the analogues [35,360]. This agrees with previous studies
published by our group [15,17,28] and highlights the versatility of this

drug building block. Further studies to assess other T. cruzi targets for
this series of 1,3-thiazoles will be conducted to better exploit its
potential,

2.5. Physicochemical and predicted ADME parameters

In the process of drug discovery and design, promising molecules are
expected to show high biological activity, with low toxicity and optimal
ADME properties. The ADME parameters can be estimated through in
silico approaches, using its molecular structure for predictions. Thus, the
SMILES notation for all molecules investigated here were submitted to
SwissADME to calculate the physicochemical descriptors, the predicted
pharmacokinetic properties and drug likeness for all compounds. Many
physicochemical descriptors are explored nowadays as indicators of
drug likeness when rationalised through rules, such as Lipinski's rule of
five (Lo5, or Pfizer filter), Veber rule (VR, GlaxoSmithKline filter), Ghose
filter (GF, Amgen filter) and Muegge rule (MR, Bayer filter). Most widely
applied in small synthetic molecules’ libraries, Lipinski's rule of five
proposes that drug-like compounds to be orally administered should
have no more than one violation of its defined parameters, Veber's rule
expanded to include rotatable bonds and polar surface area in the
calculation [19]. For Lo5, a compound obeying at least three of the four
criteria can adhere to the rule [15]. Within the thiazoles synthesised in
this work, all the reported compounds fit in Lo5 and VR rule, and each
one of them presented no or one violation to each of the other rules
(Egan, Muegge and Ghose), which was LogP >5.

Moreover, a particularity observed was that most of compounds with
TPSA >74.75A showed higher values for ICs; across all parasite forms
tested. Interestingly, all compounds were predicted to have a consensus
LogP higher than BZN (cLogP = 0.49, whereas compounds ranged from
4.73 to 6.88), which might be beneficial to their anti-amastigote
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Fig. 5. Effect of compounds 3, 7, 9, 15 and 16 on the mitochondrial membrane
potential of Trypomastigotes, (A) 1x ICso and (B) 2x ICso.

activities. An issue that hinders BZN application on chronic-phase in-
fections is the accessibility to the intra-tissue amastigote form, which
can be more achievable by compounds with higher LogP. Given that all
compounds presented relatively potent anti-amastigote activity (IC50ama
ranging between 45.27 and 3.65 uM), their molecular properties may be
proven beneficial to the bioactivity over BZN. A summary of predicted
parameters can be found in Table S1 of supplementary material.

The SwissADME tool also provides predictions regarding pharma-
cokinetic properties such as gastrointestinal absorption, blood barrier
permeability, Pgp substrate likeability and a few cytochrome (CYP) in-
hibition predictions. Compound 2, with moderate activity against all
parasite forms, is predicted to have a high GI absorption rate, as well as
compounds 5, and 13-15 that were active against epimastigotes.
Interestingly, most of the reported compounds were predicted as non-
Pgp substrates, except from compounds 8, 9 and 17 that have the
phenyl or the naphthyl ring as para-substituents. Most compounds in the
library were predicted to inhibit CYP2C9 and CYP2C19 (14 and 13
compounds each), no compounds would be CYP2D6 inhibitors, 9 com-
pounds would be CYP1A2 inhibitors, and 7 compounds would be
CYP3A4 inhibitors. The most active compounds against trypomastigotes
(4, 8,10 and 16) are not permeant to the blood-brain barrier, according
to the BOILED-Egg predictive model (Brain Or Intestinal EstimateD
permeation method). Although most compounds were predicted to not
be GI permeant, the gastrointestinal permeability can be further
improved, for example, by conjugation with affordable drug carriers to
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nucleic acid of Trypomastigotes.

promote drug delivery and bioavailability in circulation. Furthermore,
the impenetrability of the BBB enunciates the probably null neurotox-
icity of the compounds, being them restricted to the circulation and
organs where the parasites reside.

3. Conclusions

Herein we reported the structural optimization and rational planning
of a series of 1,3-thiazoles (2-17), using the scaffold hopping and bio-
isosterism approaches, being synthesised via an accessible two-step
methodology from functionalised thiosemicarbazones (1a-1b). In silico
analysis englobed molecular docking predictions on the cruzain biding
site and molecular properties predictions. The molecular docking studies
aimed to investigate the intermolecular interactions of the series with
the cruzain binding site, and indicated high predicted binding affinity
for some of the thiazoles which bioactivity was proven later by the
T. cruzi 1Csy assays. Furthermore, the ligand-receptor biding mode
analysis showed the importance of pi-pi stacking on the 1,3-thiazole
substituent. Molecular properties and drug-likeness analysis showed
that the molecules comply with the main drug design rules, are pre-
dicted to be non-toxic to the blood-brain barrier, most are non-Pgp
substrates and have potential cytochrome inhibitory activity. Notwith-
standing, most of the compounds were active against all forms of the
parasite, with highlights to compound 16 and 8 among trypomastigotes
and epimastigotes, and compound 15 for greater amastigote selectivity.
We found that the 1,3-thiazoles derivatives rationally planned and
synthesised in this work predictably bind to cruzain in silico, being it one
of its potential molecular targets, and may cause parasite cell death
through apoptosis, but without compromising the mitochondrial
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membrane potential. The DNA damage assay showed that compound 16
induced damage at a concentration 5x lower than the reference BZN.
The synthesis, rationale, in silico and biological analysis herein reported
broadens the way for future improvement and rationalisation of bio-
isosteric analogues of functionalised 1,3-thiazoles derived from thio-
semicarbazones and the expansion of the anti-tripanosomal biological
targets of this class of molecules.

4. Experimental protocols
4.1. Reagents and spectral analysis

All reagents were used as purchased from commercial sources
(Sigma-Aldrich, Acros Organics, Vetec, or Fluka). Progress of the re-
actions was followed by thin-layer chromatography (silica gel 60 Fys4 in
aluminium foil). The compounds were differentiated regarding their
melting points and retention factors. Melting point (M.p.) was observed
through a Fisatom model 430 D 60Hz fusiometer, and retention factors
(Rf) were calculated by silica gel 60 CCD using a 7:3 system (hexanes:
Ethyl Acetate) in solvent N, N-Dimethylformamide, with ultraviolet
light at a wavelength (1) of 254 nm as a revealer. DMSO-dg or D,0 were
purchased from CIL. Chemical shifts are reported in ppm, and multi-
plicities are given as s (singlet), d (doublet), t (triplet), q (quartet), m
(multiplet), and dd (double doublet), and coupling constants (J) in hertz.
NH signals were localised in each spectrum after adding a few drops of
D20. Structural assignments were corroborated by DEPT analysis. Mass
spectrometry experiments were performed on a Q-TOF spectrometer LC-
IT-TOF (Shimadzu). When otherwise specified, ESI was carried out in
the positive ion mode. Reactions in an ultrasound bath were carried out
under a frequency of 40 kHz (180 W) and without external heating. The
elucidation and confirmation of the chemical structure of the com-
pounds were done in partnership with the Department of Fundamental
Chemistry (DQF - CCEN) of UFPE by NMR of 'H (300 MHz/400 MHz,
DMSO-ds), NMR of **C and DEPT (100 MHz, DMSO-ds).

4.1.1. General procedure for the synthesis of thiosemicarbazones (1a-b)

To obtain the thiosemicarbazones (1a-b), 2,3,4-trichloroacetophe-
none (1a) or 2,4-dichloroacetophenone (1b) at 1.06 mmol concentra-
tion and thiosemicarbazide at 1.06 mmol were dissolved in ethanol (0.1
M) and 0.2% of H,SO4 was added as a catalyser. The mixture was sub-
jected to irradiation in the ultrasound bath at room temperature, for
about 30 min to 2 h, with further recrystallisation in ethanol.

(E)-2-(1-(2,3,4-trichlorophenyl)ethylidene)hydrazinecarbothioamide
(1a): M.w.: 296.60 g/mol. Rf: 0.400 in a Hexanes 7:3 Ethyl acetate
system. M.p. (°C): 222-225 °C.

(E)-2-(1-(2,4-dichlorophenyl)ethylidene) hydrazine-1-carbothioamide
(1b): M.w.: 262.152 g/mol. Rf: 0.533 in a Hexanes 7:3 Ethyl acetate
system. M.p. (°C): 185-189 “C.

4.1.2. General procedure for the synthesis of 1,3-thiazoles (2-17)
Thiosemicarbazones 1a or 1b at 1 mmol and the respective alpha-
halo acetophenones (1.1 mmol) were dissolved in isopropanol (0.05
M), the mixture was refluxed at 85 °C, with stirring, for about 2-6 h to
yield solids. The reactions were then treated for purification via Buchner
filtration with cold isopropanol and cold water washes, with recrystal-
lisation in isopropanol or water where necessary.
(E)-4-phenyl-2-(2-(1-(2,3,4-trichlorophenyl)ethylidene)hydrazinyl)
thiazole (2): MW.: 396.714 g/mol. Rf: 0.40 in a Hexanes 7:3 ethyl acetate
system. M.p. (°C): 222°-225 °C. 'H NMR (300 MHz, DMSO- de): 7.86 (d,
2H, J=8.7Hz, Ar), 7.71 (d, 1H, J=8.4Hz Ar),7.45 (d, 2H, J=9Hz), 7.39
(d, 1H, J="7.8Hz, Ar), 7.31 (m, 2H, C-H thiazole and Ar), 4.82 (bs, 1H, N-
H), 2,31 (5,3H, C-Hy). "°C NMR and DEPT (100 MHz, DMSO- ds): 18.2
(C-H, Ar), 104.25 (C-H, thiazole), 125.52 (C-H, Ar), 127.55 (C-H, Ar),
128.59 (C-H, Ar), 128.97 (C-H, Ar), 129.03 (C-H, Ar), 128.04 (C-H, Ar),
129.27 (C-H, Ar), 132.71 (C-H, Ar), 134.55 (C-H, Ar), 139.70 (C-H, Ar),
146.15 (C-H, Ar), 150.05 (C-H, Ar), 169.25 (S-C=N). NH at approx.
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3450 and C=N at approx. 1620-1680. Calculated exact mass: 394.9818,
HR-MS (ESI): 393.825 [M — HJ.
(E)-4-(4-fluorophenyl)-2-(2-(1-(2,3,4-trichlorophenyl)ethylidene)
hydrazinyl)thiazole (3): MW.: 414.7044 g/mol Rf: 0.133 in a hexanes 7:3
ethyl acetate system. M.p. (°C): 199-201 °C. "H NMR (300 MHz, DMSO-
de): 2.29 (s, 3H, CHz3), 3.42 (bs, 1H, N-H), 7.87-7.92 (m, 2H, Ar), 7.70
(d, 1H, J=8.1Hz, Ar), 7.44 (d, 1H, J=8.7Hz, Ar), 7.19-7.25 (m, 3H, Ar,
C-Hjheterocycle). 13C NMR and DEPT (100 MHz, DMSO- dg): 169.40 (S-
C=N), 163.13 (C=N), 149.39 (C-H, heterocycle), 145.32 (C-H, Ar),
139.91 (C-H, Ar), 132.42 (C-H, Ar), 131.48 (C-H, Ar), 129.29 (C-H, Ar),
128.89 (C-H, Ar), 127.52 (C-H, Ar), 127.41 (C-H, Ar), 115.51 (C-H, Ar),
115.24 (C-H, Ar), 103.50 (C-H, thiazole), 18.22 (C-Hj). FTIR (ATR - Ge):
NH at approx. 3450 and C=N at approx. 1620-1680. Calculated exact
mass: 412.9723, HR-MS (ESD): 413.538 [M+H]".
(E)-4-(4-chlorophenyl)-2-(2-(1-(2,3,4-trichlorophenyl)ethylidene)
hydrazinyDthiazole (4): M.w.: 431.1560 g/mol. Rf: 0.433 in a Hexanes
7:3 ethyl acetate system. M.p. ("C): 203-206 °C. 'H NMR (300 MHz,
DMSO- de): 7.88 (d, 2H, C-H Ar, J=8.1Hz), 7.71 (d, 2H, C-H Ar,
J=8.7Hz),7.67 (s, 1H, C-H thiazole), 7.38-7.52 (m, 2H, C-H Ar), 2.27 (s,
3H, C-H;), 4.87 (s, 1H, N-H). >C NMR and DEPT (100 MHz, DMSO- dg):
§179.23 (S-C=N), 169.40 (C=N), 149.17, 146.22 (C-F, J = 295 Hz),
139.66 (C-H, thiazole), 133.47 (C-H, Ar), 132.77 (C-H, Ar), 131.97(C-H,
Ar), 131.37(C-H, Ar), 130.80 (C-H, Ar), 129.53 (C-H, Ar), 129.28 (C-H,
Ar), 128.99 (C-H, Ar), 128.89 (C-H, Ar), 128.64 (C-H, Ar), 127.27 (C-H,
Ar), 105.14 (C-H, thiazole), 18.26 (CH3). Calculated exact mass:
428.9428: HR-MS (ESI): 427.758 [M — H]".
(E)-4-(4-methoxyphenyl)-2-(2-(1-(2,3,4-trichlorophenyl)ethylidene)
hydrazinyD)thiazole (5): M.w.: 426.74 g/mol. Rf: 0.32 in a Hexanes 7:3
ethyl acetate system. M.p. (°C): 176-180 °C. "H NMR (300 MHz, DMSO-
de): 11.34 (s, 1H, N-H), 7.8 (d, 2H, J=9.3Hz, Ar), 7.72 (d, 1H, J=8.4Hz,
Ar), 7.45 (d, 1H, J=8.4Hz, Ar), 7.13 (s, 1H, C-H thiazole), 6.97 (d, 2H,
J=8.1Hz, Ar), 3.79 (s, 3H, 0-C-H3), 2.3 (s, 3H, C-Hz). '3C NMR and
DEPT (100 MHz, DMSO- de): 129.265 (S-C=N), 128.944 (C-H, thiazole),
126.828 (C-H, Ar), 55.099 (O-C-H3, Ar), 18.162 (C-Hj). FTIR (ATR -
Ge): NH at approx. 3450, C=N at approx. 1620-1680. Calculated exact
mass: 424.9923 Da, HR-MS (ESI): 425.255 [M+H] .
(E)-4-(4-nitrophenyl)-2-(2-(1-(2,3,4-trichlorophenyl)ethylidene) hydra-
zinyDthiazole (6): M.w.: 441.711 g/mol. Rf: 0.33 in a Hexanes 7:3 ethyl
acetate system. M.p. ("C): 233-236 "C. 'H NMR (300 MHz, DMSO- dg):
10.97 (s, 1H, N-H), 8.22-8.30 (m, 2H, Ar), 8.11 (dd, 2H, J=8.1Hz,
J=8.7Hz, Ar), 7.76-7.77 (m, 2H, Ar), 7.42 (dd, 1H, J=8.7Hz, J=8.4Hz,
C-H heterocycle), 2.23 (s, 3H, C-Hz). '°C NMR and DEPT (100 MHz,
DMSO- dg): 170.90 (C-H, Ar), 161.90 (C-H, Ar), 157.6 (C-H, Ar), 150.2
(8-C=N), 141.9 (C-H, thiazole), 126.2 (C-H, Ar), 123.99 (C-H, Ar),
122.075 (C-H, Ar), 119.193 (C-H, Ar), 112.066 (C-H, Ar), 109.43 (C-H,
Ar), 108.372 (C-H, Ar), 106.20 (C-H, Ar), 99.93 (C-H, thiazole), 16.5 (C-
Hjy). FTIR (ATR - Ge): NH at approx. 3450, C=N at approx. 1620-1680.
Calculated exact mass: 439.9668 Da, HR-MS (ESI): 441.960 [M+2H] *.
(E)-4-(3,4-dichlorophenyl)-2-(2-(1-(2,3,4-trichlorophenyl)ethylidene)
hydraziny)thiazole (7): M.w.: 465.598 g/mol. Rf: 0.500 in a Hexanes 7:3
ethyl acetate system. M.p. (°C): 188-190 °C. 'H NMR (400 MHz,
DMSO0-dg) 6 8.07 (d, 1H, J = 2.0 Hz), 7.82 (dd, J = 8.4, 1H, 2.1 Hz), 7.65
(dd,J =17.3,2H, 8.4 Hz), 7.46-7.42 (m, 2H), 7.41 (s, 1H, C-H thiazole),
2.27 (s, 3H, C-Hy). '>C NMR (101 MHz, dg)  18.22 (C-Hs), 105.97 (C-H,
thiazole), 125.51 (C-H, Ar), 127.17 (C-H, Ar), 128.90 (C-H, Ar), 129.29
(C-H, Ar), 129.50 (C-H, Ar), 130.75 (C-H, Ar), 130.82 (C-H, Ar), 131.25
(C-H, Ar), 131.39 (C-H, Ar), 132.47 (C-H, Ar), 135.44 (C-H, Ar), 139.87
(C-H, Ar), 145.52 (C-H, Ar), 147.91 (C-H, Ar), 170.62 (S-C=N). FTIR
(ATR - Ge): NH at approx. 3450, C=N at approx. 1620-1680. Calculated
exact mass: 462.9038 Da, HR-MS (ESI): 463.716 [M+H] .
(E)-4-([1,1'-biphenyl]-4-y1)-2-(2-(1-(2,3,4-trichlorophenyl)ethylidene)
hydrazinyl)thiazole (8): M.w.: 472.812 g/mol. Rf: 0.402 in a Hexanes 7:3
ethyl acetate system. M.p. (°C): 186-188 °C. 'H NMR (400 MHz,
DMSO-dg): 10.43 (s, 1H, N-H), 8.28 (s, 2H, CH; heterocycle), 8.17 (s,
2H, Ar), 7.97-7.75 (m, 2H, Ar), 7.73-7.66 (m, 2H, Ar), 7.51-7.37 (m,
2H, Ar), 7.35-7.7.28 (m, 2H, Ar), 2.50 (s, 3H, C-Hs). "*C NMR and DEPT
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(100 MHz, DMSO-dg): 179.31 (S-C=N), 169.31 (C-H, thiazole), 154.68
(C-H, Ar), 147.36 (C-H, Ar), 139.71 (C-H, Ar), 139.59 (C-H, Ar), 139.02
(C-H, Ar), 132.84 (C-H, Ar), 131.36 (C-H, Ar), 130.52 (C-H, Ar), 129.48
(C-H, Ar), 129.24 (C-H, Ar), 128.91 (C-H, Ar), 128.83 (C-H, Ar), 127.42
(C-H, Ar), 126.79 (C-H, Ar), 126.41 (C-H, Ar), 126.054 (C-H, Ar), 126.05
(C-H, thiazole), 18.22 (C-H3). FTIR (ATR - Ge): NH at approx. 3450,
C=N at approx. 1620-1680. Calculated exact mass: 471.0131 Da, HR-
MS (ESI): 495.9957 [M+Na]".

(E)-4-(naphthalen-1-yl)-2-(2-(1-(2,3,4-trichlorophenyl)ethylidene)
hydrazinyl)thiazole (9): M.w.: 446.774 g/mol. Rf: 0.367 in a Hexanes 7:3
ethyl acetate system. M.p. (“C): 167 °C. "H NMR (400 MHz, DMSO-dg): &
=11.46 (s, 1H, N-H), 8.41 (dd, 1H, J=1.7, 0.8 Hz), 8.01 (dd, 1H, J=8.6,
1.7 Hz), 7.96-7.89 (m, 3H, Ar), 7.71 (d, 1H, J=8.4 Hz), 7.57-7.48 (m,
2H, Ar), 7.47 (s, 1H, Ar), 7.45 (s, 1H, thiazole), 2.33 (s, 3H, C-Hs). 1°C
NMR and DEPT (100 MHz, DMSO-dg): 169.30 (S-C=N), 145.99 (C-H,
thiazole), 139.68 (C-H, Ar), 133.12 (C-H, Ar), 132.71 (C-H, Ar), 132.39
(C-H, Ar), 132.07 (C-H, Ar), 131.35 (C-H, Ar), 130.77 (C-H, Ar), 129.24
(C-H, Ar), 128.08 (C-H, Ar), 128.07 (C-H, Ar), 127.53 (C-H, Ar), 126.41
(C-H, Ar), 125.97 (C-H, Ar), 124.05 (C-H, Ar), 123.89 (C-H, Ar), 105.04
(C-H, thiazole), 18.19 (C-Hj3). FTIR (ATR - Ge): NH at approx. 3450,
C=N at approx. 1620-1680. Calculated exact mass: 444.9974 Da, HR-
MS (ESI): 443.773 [M — H]".

(E)-4-(2,4-dichlorophenyl)-2-(2-(1-(2,3,4-trichlorophenyl)ethylidene)
hydrazinyl)thiazole (10): M.w.: 465.598 g/mol. Rf: 0.54 in a Hexanes 7:3
ethyl acetate system. M.p. (°C): 196°-198 °C. 'H NMR (400 MHz,
DMSO0-dg) 5 10.03 (s, 1H, N-H), 8.17 (s, 1H), 7.88-7.42 (m, 5H), 7.30 (s,
1H, C-H thiazole), 2.47 (s, 3H, C-H3). '*C NMR (101 MHz, d) 6 18.33 (C-
Hj), 109.35 (C-H, thiazole), 127.51 (C-H, Ar), 128.97 (C-H, Ar), 128.07
(C-H, Ar), 129.35 (C-H, Ar), 129.74 (C-H, Ar), 131.52 (C-H, Ar), 132.29
(C-H, Ar), 132.36 (C-H, Ar), 135.43 (C-H, Ar), 133.47 (C-H, Ar), 140.01
(C-H, Ar), 146.12 (C-H, Ar), 161.91 (C=N, Ar), 169.32 (S-C=N). FTIR
(ATR - Ge): NH at approx. 3450, C=N at approx. 1620-1680. Calculated
exact mass: 462.9039 Da, HR-MS (ESI): 463.690 [M+H]'.

(E)-4-(4-bromophenyl)-2-(2-(1-(2,3,4-trichlorophenyl) ethylidene)
hydrazinyl)thiazole (11):

M.w.: 475.61 g/mol. Rf: 0.475 in a Hexanes 7:3 ethyl acetate system.
M.p. ("C): 202 “C. 'H NMR (400 MHz, DMSO- dg): 7.83 (d, 1H, J=
6,3Hz), 7.72 (d, 1H, J= 6.3Hz), 7.60 (d, 1H, J= 6,3Hz), 7.43 (d, 2H,
J=6.6Hz), 7.39 (s, 1H, thiazole), 3.43 (bs, 1H, N-H), 2.30 (s, 3H, C-H3).
13C NMR and DEPT (100 MHz, DMSO-de): 169.66 (S-C=N, 149.18 (C-H,
Ar), 145.69 (C-H, Ar), 139.64 (C-H, Ar), 133.81 (C-H, Ar), 132.52 (C-H,
Ar), 131.42 (C-H, Ar), 131.19 (C-H, Ar), 130.64 (C-H, Ar), 129.19 (C-H,
Ar), 128.85 (C-H, Ar), 127.43 (C-H, Ar), 120.35 (C-H, thiazole), 104.89
(C-H, thiazole), 18.16 (C-Hj). FTIR (ATR - Ge): NH at approx. 3450,
C=N at approx. 1620-1680. Calculated exact mass: 472.8923 Da, HR-
MS (ESI): 474.073 [M+2H] .

(E)-4-(3-nitrophenyl)-2-(2-(1-(2,3,4-trichlorophenyl)ethylidene) hydra-
zinyDthiazole (12): M.w.: 441.711 g/mol. Rf: 0.300 in a Hexanes 7:3
ethyl acetate system. M.p. ("C): 226-228 °C. 'HNMR (400 MHz, DMSO-
de): 2.30 (s, 3H, C-H3), 7.45 (d, 1H, J=8.8Hz), 7.54 (s, 1H, C-H thiazole),
7.70-7.67 (dd, 2H, J=6Hz), 8.13-8.11 (m, 2H, Ar), 8.28 (d, 1H,
J=7.6Hz), 8.69 (s, 1H, C-H Ar). 13C NMR and DEPT (100 MHz, DMSO-
dg): 18.2 (C-H3), 106.34 (C-H, thiazole), 119.89 (C-H, Ar), 128.83 (C-H,
Ar), 129.23 (C-H, Ar), 130.11 (C-H, Ar), 130.71 (C-H, Ar), 131.21 (C-H,
Ar), 131.48 (C-H, Ar), 132.41 (C-H, Ar), 136.41 (C-H, Ar), 136.41 (C-H,
Ar), 139.84 (C-H, Ar), 145.42 (C-H, Ar), 148.24 (C-H, thiazole), 170.83
(S-C=N). FTIR (ATR - Ge): NH at approx. 3450, C=N at approx.
1620-1680. Calculated exact mass: 439.9668 Da, HR-MS (ESI): 440.761
[M+H]".

(E)-2-(2-(1-(2,4-dichlorophenyl)ethylidene)hydrazinyl)-4-phenyl-
thiazole (13): M.w.: 362.272 g/mol. Rf: 0.55 in a Hexanes 7:3 ethyl ac-
etate system. M.p. (“C): 200-203 "C. H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 =
7.86 (d, 2H, J=7.9 Hz), 7.68 (s, 1H, C-H), 7.49 (s, 1H), 7.41 (t, 2H,
J=7.2 Hz), 7.34-7.28 (m, 2H, Ar), 7.28 (s, 1H, C-H thiazole), 6.49 (s,
1H), 2.30 (s, 3H, C-H3) ppm. '*C NMR and DEPT (100 MHz, DMSO-dg):
18.24 (C-H3), 104.22 (C-H, thiazole), 125.54 (C-H, Ar), 127.49 (C-H,
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Ar), 127.56 (C-H, Ar), 128.59 (C-H, Ar), 129.33 (C-H, Ar), 131.69 (C-H,
Ar), 132.19 (C-H, Ar), 133.62 (C-H, Ar), 134.48 (C-H, Ar), 137.53 (C-H,
Ar), 146.31 (C-H, Ar), 150.10 (C, thiazole), 169.36 (S-C=N). Calculated
exact mass: 361.02 07 Da, HR-MS (ESI): 362.018 [M+H]".

(E)-4-(4-chlorophenyl)-2-(2-(1-(2,4-dichlorophenyl)ethylidene)hydra-
zinyl)thiazole (14): M.w.: 396.714 g/mol. Rf: 0.57 in a Hexanes 7:3 ethyl
acetate system. M.p. (°C): 158-161 °C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 7.87 (d, 2H, J=7.9 Hz), 7.66 (s,
1H, C-H), 7.65 (t, 2H, J=7.2 Hz), 7.57 (s, 1H, C-H), 7.54-7.44 (m, 2H,
Ar), 7.28 (s, 1H, C-H thiazole), 2.29 (s, 3H, C-H3) ppm. 13C NMR and
DEPT (100 MHz, DMSO-dg): 6 18.20 (C-Hj), 108.54 (C-H, thiazole),
124.03 (C-H, Ar), 126.21 (C-H, Ar), 127.38 (C-H, Ar), 129.29 (C-H, Ar),
131.65 (C, Ar), 132.07 (C, Ar), 133.32 (C, Ar), 137.67 (C, Ar), 139.91 (C,
Ar), 140.92 (C, Ar), 146.01 (C, Ar), 148.47 (C, thiazole), 171.50 (S-
C=N). FTIR (ATR - Ge): NH at approx. 3450, C=N at approx.
1620-1680. Calculated exact mass: 394.9818 Da, HR-MS (ESI): 395.808
[M+H]".

(E)-2-(2-(1-(2,4-dichlorophenyl)ethylidene)hydrazinyl)-4-(4-methox-
yphenyDthiazole (15): M.w.: 392.2980 g/mol. Rf: 0.78 in a Hexanes 7:3
ethyl acetate system. M.p. ("C): 130 °C. 'H NMR(DMSO-dg, 400 MHz): &
=11.28 (s, 1H, bs, N-H), 7.86-7.75 (m, 2H, Ar), 7.68 (d, 1H, J=1.8 Hz),
7.54-7.41 (m, 2H, Ar), 7.12 (s, 1H, C-H thiazole), 6.97 (d, 2H, J=8.9
Hz), 3.78 (s, 3H, O-C-H3), 2.30 (s, 3H, C-H3) ppm. '*C NMR (DMSO-ds,
100 MHz) 5 18.16 (C-H3), 55.09 (O-CH3), 102.05(C-H, thiazole), 113.93
(C-H, Ar), 126.82 (C-H, Ar), 127.46 (C-H, Ar), 129.30 (C-H, Ar), 131.67
(C-H, Ar), 132.18 (C, Ar), 133.55 (C, Ar), 137.59 (C, Ar), 145.80 (C, Ar),
150.45 (C=N), 158.75 (C-0), 169.21 (S-C=N). FTIR (ATR - Ge): NH at
approx. 3450, C=N at approx. 1620-1680. Calculated exact mass:
391.0313 Da, HR-MS (ESI): 389.90 [M — 2H].

(E)-4-(3,4  -dichlorophenyl)-2-(2-(1-(2,4-dichlorophenyl)ethylidene)
hydrazinylthiazole (16): M.w.: 431.15 g/mol. Rf: 0.457 in a Hexanes 7:3
ethyl acetate system. M.p. (°C): 216 °C. 'H NMR(DMSO-ds, 400 MHz): &
=8.27 (d, 2H, J=8.4 Hz), 8.11 (d, 2H, J=8.4 Hz), 7.78-7.63 (m, 3H, Ar),
7.55 (d, 1H, J=8.3 Hz), 7.51-7.31 (m, 4H, Ar), 7.48 (s, 1H, C-H thia-
zole), 3.88 (bs, 1H, N-H), 2.29 (s, 3H, C-Hs) ppm. **C NMR (DMSO-ds,
100 MHz) & 18.26 (C-Hj), 108.71 (C-H, thiazole), 123.43 (C-H, Ar),
124.10 (C-H, Ar), 126.29 (C-H, Ar), 127.47 (C-H, Ar), 129.35 (C-H, Ar),
131.71 (C-H, Ar), 132.15 (C-H, Ar), 133.46 (C, Ar), 137.65 (C, Ar),
140.91 (C, Ar), 145.95 (C, Ar), 146.11 (C, Ar), 148.53 (C=N), 170.74 (S-
C=N). FTIR (ATR - Ge): NH at approx. 3450, C=N at approx.
1620-1680. Calculated exact mass: 428.9428 Da, HR-MS (ESI): 428.216
[M — HJ.

(E)-4-([1,1'-biphenyl]-4-yl)-2-(2-(1-(2,4-dichlorophenyl)ethylidene)
hydrazinylthiazole (17): M.w.: 438.37 g/mol. Rf: 0.517 in a Hexanes 7:3
ethyl acetate system. M.p. (°C): 143 °C. "H NMR(DMSO-dg, 400 MHz): &
=7.96 (d, 2H, J=8.4 Hz), 7.88 (d, 2H, J=8.4 Hz), 7.78-7.63 (m, 3H, Ar),
7.55 (d, 1H, J=8.3 Hz), 7.51-7.31 (m, 4H, Ar), 7.15 (s, 1H, C-H thia-
zole), 3.40 (bs, 1H, N-H), 2.31 (s, 3H, C-H3) ppm. '*C NMR (DMSO-ds,
100 MHz) & 18.24 (C-H3), 110.72 (C-H, thiazole), 125.95 (C-H, Ar),
126.08 (C-H, Ar), 126.42 (C-H, Ar), 126.80 (C-H, Ar), 127.36 (C-H, Ar),
127.47 (C-H, Ar), 128.92 (C-H, Ar), 129.16 (C-H, Ar), 129.32 (C-H, Ar),
131.68 (C, Ar), 131.97 (C, Ar), 132.18 (C, Ar), 133.82 (C, Ar), 133.85 (C,
Ar), 137.54 (C, Ar), 139.63 (C, Ar), 147.63 (C=N), 168.22 (S-C=N).
FTIR (ATR - Ge): NH at approx. 3450, C=N at approx. 1620-1680.
Calculated exact mass: 437.0520 Da, HR-MS (ESI): 458.0205 [M+Na] '.

4.2. Cytotoxicity studies

RAW 264.7 macrophage cell line was cultured in DMEM medium
(Cultilab, Sao Paulo, Brazil) containing 10% heat-inactivated foetal
bovine serum (FBS) (Cultilab, Sao Paulo, Brazil), 100U/mL penicillin G,
and in a humidified atmosphere of 5% CO3 in air at 37C. Culture me-
dium was changed 2-3 days and subcultured when cell population
density reached to 70-80% confluence. T. cruzi Dm28c epimastigotes
(10° parasites/ml), cloned derived from Dm28 strain, were maintained
at 27 °C in LIT (Liver Infusion Tryptose) medium supplemented with
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10% FBS, 1% hemin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), and mg/mL
penicillin-streptomycin ((Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Y strain try-
pomastigotes (107 parasites) were obtained from the supernatant of
infected VERO cells and were maintained in RPMI-1640 medium
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) supplemented with 10% FBS, and 50
mg/mL gentamycin at 37C and 5% CO2. After cell population density
confluence in culture, the trypomastigote form were separated by
centrifugation.

4.2.1. Cytotoxicity in RAW 264.7 macrophages

MTT-tetrazolium reduction assay was used to evaluate effects of
compounds against RAW 264.7 cells. Briefly, 1 x 10° cells/well were
added in 96-well plates and incubated for 24 h (37 “C and 5% CO5).
Compounds were then added in different concentrations (1-100 mg/
mL) and incubated for 72 h. MTT (3-(4,5- Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromide, 5 mg/mL in PBS) was added to each
well and incubated again for 2 h and 37 °C. Culture medium and MTT
not reduced was removed and 100 mL of DMSO were added. The
amount of formazan was determined by measuring the absorbance at
595 nm equipment. Concentration leading to 50% inhibition of viability
(CCsp) was calculated by regression analysis with GraphPad Prism
Software, version 5.0.

4.2.2. Trypanocidal activity eval d against epi igote form

Epimastigotes were distributed into a 96 well plate to a final density
of 10° cells per well. Each compound was dissolved in the respective
wells, in triplicate. Benznidazole was used as positive control in this
assay. Cells were then cultivated for 96 h at 27C. After this time, cell
aliquots from each well were collected, and the number of parasites was
calculated in a Neubauer chamber. Epimastigotes not treated with
compounds (negative control) were assumed as 100% of the number of
parasites. Dose-response curves were determined, and the ICso values
were calculated using at least five concentrations and a nonlinear
regression (GraphPad Prism, version 5.0).

4.2.3. Trypanocidal activity evaluated against tryp igote form

Trypomastigotes were collected from VERO cells supernatants and
distributed in a 96 well plate to a final density of 4 x 10° cells per well.
Each compound was added to the wells, in triplicate. Benznidazole was
used as positive controls in this assay. Plate was then cultivated for 24 h
at 37 °C and 5% COgz. After this time, aliquots from each well were
collected, and the number of viable parasites (i.e., with apparent
motility) was counted in a Neubauer chamber. Wells that did not receive
compound were assumed as 100% of viable parasites. Dose-response
curves were determined, and the ICs, values were calculated by
nonlinear regression (Prism, version 5.0) using at least seven
concentrations.

4.2.4. Trypanocidal activity evaluated ag: igotes form

The trypomastigote forms (Tulahuen strain) were obtained from the
in vitro infection of the L929 cell line, after cell population density in
culture. Amastigote form, 1929 cells were cultivated in plates straight
bottom and incubated for 24 at 37 “C. Parasites wee added and after 3 h
of interaction, the non-internalized parasites were removed and the
plates incubated for 48 h to consolidate the infection. The compounds
were dissolves in different concentrations (0.6-20 pg/ml), and the plates
incubated again for 96 h. Only culture medium was used as a negative
control and BDZ as a positive control. The end of the incubation, the
CPRG solution (Chlorophenol red-B-D-galactopyranoside, 500 pM, 0.5%
Nonidet P-40, in PBS) was added, followed by a further incubation for
18 h at 37 °C. The absorbance was read at 570 nm on the THERMO
SCIENTIFIC Multiskan FC spectrophotometer. ICs, values were calcu-
lated by regression analysis using GraphPad Prism software. The
experiment was done in triplicate.
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4.3. Molecular docking on cruzain

The tridimensional structure of each compound, including their
respective E and Z isomers, has been built using the SPARTAN 08’
program [37] and the optimization was carried out using the RM1 [38]
method, using internal default settings for convergence criteria. Docking
analysis was carried out using the T. cruzi cruzain as target (PDB: 3IUT,
resb.org), and the binding site was defined as all atoms within a radius of
6.0 A from the co-crystallized ligand (KB2). The GOLD 5.2 program [39]
was applied for docking calculations, using the default score function
(ChemPLP). To take into consideration the degrees of freedom for the
receptor for better simulation of the induced fit, the following amino
acid residues were treated as flexible during the calculations, using
conformation library: CYS25, TRP26, ASP60, SER64, LEU67, MET68,
ASN70, MET160, ASP161 e LYS162. Then, the BINANA 1.2 program
[40] was used to analyse the molecular interactions found at the
ligand-target complexes obtained as docking results, using default set-
tings. The figures were generated using the PyMOL 1.3 program [41].
All hydrogen bond distances were measured between donor and
acceptor atoms. Although the intermolecular interactions have been
mapped for all isomers of all molecules, the E isomers have been
considered during the binding mode analysis discussion.

4.4. Flow cytometry analysis

4.4.1. Apoptosis — annexin V-7AAD assay

Trypomastigotes (4 x 10° cells/mL) were resuspended in RPMI-
1640 medium and treated with compounds 3, 7, 10, 15 and 17, (0.25
and 1.1 pM) for 24 h at 37 °C with 5% CO>. Parasites were labelled with
7AAD and annexin V using the annexin V-FITC apoptosis detection kit
(Ebioscience, San Diego, USA) according to the manufacturer’s in-
structions. The experiment was performed using a BD Calibur flow cy-
tometer (San Jose, USA) by acquiring at least 50,000 events. Data were
analysed using the FlowJo software (Tree Star, Inc., San Carlos, USA).
Two independent experiments were performed in duplicate each.

4.4.2. DNA damage (acridine orange assay) and mitochondria damage -
rhodamine assay

Trypomastigotes (4 x 10° cells/mL) were resuspended in RPMI-
1640 medium and treated with compounds 3, 7, 10, 15 and 17, (0.25
and 1.1 pM) for 24 h at 37 °C with 5% CO,. Treated and non-treated cells
were washed and resuspended in 0.5 mL of PBS (pH 7.2-7.4) with 10 pg/
mL of Rhodamine 123 (Rho 123, Sigma-Aldrich, St Louis, USA) or 10 pg/
mL of acridine orange (AO, Sigma-Aldrich, St Louis, USA) for 20 min.
After this period, parasite cells were washed with PBS and immediately
analysed by flow cytometry in which the fluorescence intensity of AO
and Rho 123 were quantified. Saponin (0.1%) treated cells were used as
internal positive control. 20,000 events were acquired in the flow cy-
tometer and the changes in the intensity of fluorescence for the Rho 123
or for the AO were measured by the variation index (VI) calculated by
the equation: VI = (MT - MC)/MC, where MT is the median of fluo-
rescence for treated parasites and MC is the median of fluorescence for
non-treated parasites and stained.

4.5. In silico prediction of physicochemical and pharmacokinetics
parameters

The pharmacokinetic prediction of the compounds was performed
using the free online platform SWISSADME® (www.swissadme.ch).
Insertion of the planar structures of the molecules and conversion of the
data into SMILES for automatic generation of multiparameter readouts
was performed [42].
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