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RESUMO

Neste estudo, padronizamos a obtencdo de amastigotas axénicos e a infeccdo da linhagem
celular J774.A1 com amastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis in vitro e seu uso na
avaliacdo da atividade leishmanicida de 34 chalconas naturais e sintéticas substituidas.
Amastigotas axénicos foram obtidos a partir do cultivo de formas promastigotas durante 72
horas a 34°C em meio Schneider com 20% SBF em pH 5,5 e 6,3 para L. amazonensis € L.
braziliensis, respectivamente. A infecc¢io da linhagem J774.A1 com amastigotas axénicos foi
padronizada a 34°C. Para os bioensaios envolvendo chalconas, 180ul da suspensdo de
promastigotas (5x10%ml), amastigotas axénicos (10’/ml) ou células da linhagem J774.A1
(2x105/m1) foram incubados em microplacas de 96 orificios por 48 horas a 26°C
(promastigotas), 34°C (amastigotas axénicos) e 37°C (células), na presenca de 20ul dos
compostos em diferentes concentragdes. Como controles foram utilizados DMSO 1% e
Anfotericina B. A atividade leishmanicida e a citotoxicidade foram avaliadas pelo método do
MTT. A avaliacdo in vitro da atividade leishmanicida contra formas amastigotas
intracelulares foi realizada utilizando-se culturas de J774.A1 infectadas com L. amazonensis e
L. braziliensis em placas de 96 pocos na presenga ou auséncia de diferentes concentragdes dos
compostos por 48 horas. As monocamadas foram fixadas e coradas pelo Giemsa e a taxa de
infeccdo e o ndmero de amastigotas intracelulares determinados em 200 células escolhidas
aleatoriamente. Todos os experimentos foram realizados duas vezes em triplicata. A linhagem
celular J774.A1 apresentou-se como um modelo adequado para avaliagdo da atividade
leishmanicida in vitro de compostos. Uma baixa correlagdo da atividade leishmanicida dos
compostos testados contra formas promastigotas e amastigotas intracelulares e/ou axénicos foi
observada. Doze das 34 chalconas apresentaram porcentagem de inibi¢cdo (PI) superior a 30%
em concentragdes variando de 5 a 100uM. Os resultados obtidos neste estudo mostram que
algumas chalconas substituidas podem se constituir em moléculas protétipos de interesse para

o desenvolvimento de um novo farmaco para o tratamento das leishmanioses.

Palavras-chave: Atividade leishmanicida; chalconas; amastigotas axénicos; Leishmania
braziliensis; Leishmania amazonensis.
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ABSTRACT

In the present study we have optimized the differentiation of axenic amastigotes and
intracellular amastigotes for L. amazonensis and L. braziliensis species in vitro and its use for
the evaluation of leishmanicidal activity of 34 natural and synthetic chalcones. Axenic
amastigotes were obtained by culturing promastigotes for 72 hours at 34°C in Schneider’s
medium 20% FCS, pH 5.5 and 6.3 for L. amazonensis and L. braziliensis, respectively. The
infection of J774.A1 cell line with axenic amastigotes was realized at 34°C. For the bioassays
involving chalcones, 180ul of promastigotes suspension (5x10%ml), axenic amastigotes
(10"/ml) or J774.A1 cell line (2x105/m1) were incubated in 96 well plates for 48 hours at 26°C
(promastigotes), 34°C (amastigotes) and 37°C (cells), in the presence of 20ul of different
concentrations of chalones. DMSO 1% and Anphotericin B were used as controls. The
leishmanicidal activity and citotoxicity were evaluated by the MTT method. The in vitro
evaluation of leishmanicidal activity against axenic amastigotes was realized by using
J774.A1 cultures infected with L. amazonensis and L. braziliensis in 96 well plates in the
presence of different chalcone dilutions for 48 hours. The monolayers were fixed and Giemsa
stained, and the infection rate and intracellular amastigote numbers were determined in 200
randomly chosen cells. All assays were performed two times in triplicate. The J774.A1 cell
line represented an adequate model for leishmanicidal activity evaluation in vitro. A low
correlation between the leishmanicidal activity of the tested compounds against promastigotes
and intracellular and/or axenic amastigotes was observed. Twelve out of the 34 chalcones
presented inhibition percentage higher than 30% in concentrations ranging from 5 to 100uM.
The results obtained in the present study showed that some substituted chalcones can be

prototype molecules for the development of a new drug for leishmaniasis treatment.

Keywords: Leishmanicidal activity; chalcones; axenic amastigotes; intracellular amastigotes;
Leishmania braziliensis; Leishmania amazonensis.
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1. INTRODUCAO
1.1. Leishmania — o parasito

O género Leishmania compreende protozodrios parasitos digenéticos da ordem
kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (SHAW, 1994). Durante seu ciclo de vida, circulam
entre dois hospedeiros distintos, insetos da ordem Diptera, familia Psychodidae
(flebotomineo) e o hospedeiro mamifero. A sobrevivéncia em organismos tdo diversos foi
possibilitada pela evolucdo de formas parasitdrias distintas, adaptadas as diferentes condi¢des
de vida encontradas em ambos hospedeiros (HANDMAN, 2000).

A forma flagelada promastigota (FIGURA 1A), encontrada no vetor flebotomineo,
reproduz-se extracelularmente no trato alimentar do inseto. Esta forma € cultivada in vitro em
meios livres de células (axénicos) que mimetizam os nutrientes, o pH e a temperatura
encontrados no trato digestivo do inseto (CYSNE-FINKELSTEIN et al., 1998).

A forma encontrada no hospedeiro mamifero, amastigota (FIGURA 1B), tem origem
no interior do vacudolo parasitéforo, a partir da diferenciacio de formas promastigotas
regurgitadas pelo vetor e fagocitadas pelos macrofagos. Estas formas ndo apresentam flagelo
livre e sdo adaptadas a temperatura do organismo do mamifero e ao pH presente no vactolo
parasitéforo, onde se multiplicam (CUNNINGHAM, 2002).

Uma vez dentro do macréfago, as formas amastigotas inibem diversos mecanismos de
defesa celular, que deveriam ser responsaveis por sua lise, tais como fusdo fagossomo-
endossomo, enzimas hidroliticas, mecanismos de sinalizacdo celular, produ¢do de 6xido

nitrico e citocinas. (CUNNINGHAM, 2002).
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Figura 1: Micrografia das formas morfoldgicas mais comuns de Leishmania spp. (A)
Promastigota; B) Amastigotas. Fonte: (A) <http://www.med.uni-
marburg.de/stpg/ukm/It/hygiene/schwarz/projects.html>; (B)
<http://www.vet.upenn.edu/schoolresources/communications/publications/bellwether/48/foxh
ounds.html>

A infecg¢do por Leishmania spp. ocorre quando um flebotomineo infectado pica o
homem e regurgita as formas promastigotas metaciclicas sobre a pele lesionada. Estas formas
sdo fagocitadas por macréfagos e, no interior do vacuolo parasitéforo, se diferenciam para
formas amastigotas que ali multiplicam. Os amastigotas podem entdo ser liberados e infectar
novos macréfagos, disseminando o parasito. Um flebotomineo ndo infectado adquire o
parasito ao se alimentar do sangue de um mamifero infectado, através da ingestdo de
amastigotas livres ou intramacrofdgicos no tecido subcutianeo. As formas intracelulares sio
liberadas no trato digestivo do inseto, diferenciam-se para formas promastigotas prociclicas,
multiplicando-se por divisdo bindria. Estas formas prociclicas diferenciam-se para formas

infectivas metaciclicas e migram entdo para a probdscide do inseto, de onde poderdo infectar

um novo hospedeiro mamifero (FIGURA 2).
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Figura 2: Ciclo de vida de Leishmania spp. Fonte: CDC.

1.2. As Leishmanioses

Mais de 12 milhdes de pessoas em 88 paises encontram-se sabidamente infectadas por
parasitos do género Leishmania e estima-se que aproximadamente 350 milhdes de pessoas
estejam vivendo em dreas de risco, sendo recomendado o estabelecimento de intensivos
esforcos em pesquisa e controle (WHO, 1990).

As leishmanioses compreendem um grupo de doencgas com elevada variedade clinica e
complexidade epidemioldgica, envolvendo diferentes espécies de Leishmania, de vetores
flebotomineos e de hospedeiros reservatérios, em ciclos de transmissdo zoondticos e
antropozoondticos. Sao descritas aproximadamente 21 espécies de Leishmania causadoras de

doenca, transmitidas por cerca de 30 espécies de flebotomineos (CUNNINGHAM, 2002).



A contribui¢do do parasito no polimorfismo clinico das leishmanioses tem sido
sugerida e sustentada hd anos por estudos que demonstram correlacdo entre determinados
genotipos de espécies e cepas de Leishmania e manifestacdes clinicas da doenga
(REITHINGER et al., 2007).

Os aspectos das leishmanioses variam ainda conforme regido geogréifica,
provavelmente indicando interacdo entre propriedades dos parasitos locais, biologia dos
vetores presentes na drea e fatores da populagdo. Com relacio ao papel do hospedeiro; idade,
estado nutricional, eficicia do sisttema imune e co-infec¢des com HIV alteram
significativamente as manifestag¢des clinicas da doenca (MURRAY et al., 2005).

A coinfeccdo Leishmania/HIV é considerada uma ameaca emergente em diversos
paises. O aumento no nimero de casos na ultima década é marcante, levando a mudangas na
epidemiologia, apresentagdo e clinica das leishmanioses. O comprometimento do sistema
imune do doente pode acarretar em manifestacdes clinicas em pacientes antes assintomaticos,
assim como a evolucdo de casos complexos e de dificil tratamento, como a forma cutinea
disseminada ou a visceralizag@o de espécies tipicamente dermotrépicas (DESJEUX; ALVAR,

2003; CRUZ et al., 2006).

1.2.1. Leishmaniose visceral (LV)

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, é a forma mais grave das
leishmanioses. Os amastigotas residem em células do sistema reticulo endotelial de visceras,
incluindo bago, figado, linfonodos e intestino. A doenca pode permanecer assintomdatica ou
apés um periodo de incubagdo de 2-4 meses apresentar sintomas como febre baixa de
desenvolvimento lento, prostracdo geral, anemia e protusdo do abdome devido aumento do

figado e baco (MURRAY et al., 2005).



A LV é causada tipicamente por L. donovani no subcontinente Indiano, Asia e Africa e
por L. infantum (sinbnimo para L. chagasi) na regidao do Mediterraneo, Sudeste e regido
central da Asia e América do Sul. Pafses como Bangladesh, India, Nepal, Suddo e Brasil
respondem por 90% dos casos de LV do globo (DESJEUX, 2001; MURRAY et al., 2005). No
Brasil, o calazar € documentado em Estados litoraneos do Para ao Parand e em Estados
centrais como Minas Gerais, Goids e Mato Grosso do Sul. Em Santa Catarina e no Rio
Grande do Sul, ndo ha registros de casos autdctones da LV (GENARO, 2003).

A mortalidade global da leishmaniose visceral € oficialmente de 59.000 casos ao ano,
contudo este nimero é subestimado. Uma vez que a notificagdo da LV ndo é obrigatdria e que
o diagnostico da doenca muitas vezes nao é corretamente realizado, dados oficiais ficam

defasados (HOTEZ et al., 2004).

1.2.2. Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A LTA é uma doenga amplamente dispersa, que atinge principalmente individuos nas
regides tropicais e subtropicais do globo. No Brasil ja foram identificadas sete espécies, sendo
seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sao: L.
(V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies L.
(V.) lainsoni, L. (V.) naiffi , L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram identificadas em estados
das regides Norte e Nordeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Um amplo espectro de manifestacdes clinicas envolvendo pele e mucosas pode ser
visto na LTA, variando desde uma les@o auto-resolutiva a lesdes multiplas ou desfigurantes
(FIGURA 3). De modo geral, a maioria das infec¢des leishmanidticas permanece localizada
na pele ou linfonodos adjacentes. Entretanto, algumas espécies podem escapar para mucosas,
multiplos locais na pele ou para figado, baco e linfonodos distantes. Os pontos de

dissemina¢do da doenga variam principalmente, mas ndo exclusivamente, devido a diferentes



propriedades do parasito: sensibilidade a temperatura, tropismo tecidual, capacidade de
imunoevasao e persisténcia (MURRAY et al., 2005).

Na leishmaniose cuténea, a infeccio pode evoluir ap6s o periodo de incubagdo de 1-12
semanas, em uma papula que aumenta de tamanho e finalmente ulcera. A lesdo tipica €
indolor e apresenta bordas salientes com fundo necrético granuloso e imido (FIGURA 3A).

A leishmaniose mucosa (FIGURA 3B), manifestagdo mais severa da LTA, nunca cura
espontaneamente e € de dificil tratamento. Pode ocasionar destruicio de cartilagens e tecidos
moles, com possivel desfiguracdo da face e perda do septo, palato e pavilhdo auditivo. Nos
casos mais graves, o paciente pode morrer por complicagdes respiratorias, dificuldades de
alimentacdo ou infeccdes secundarias (HEPBURN, 2000).

A disseminacdo, de espécies como L. braziliensis, para as mucosas ocorre em 1-10%
das infeccdes, apds 1-5 anos da cura das lesdes cutaneas. Embora cerca de 90% dos pacientes
com a forma mucosa apresentem uma cicatriz de lesdo cutinea anterior, hd alguns casos que

coincidem com lesdes ativas (MURRAY et al., 2005).

Figura 3: Diversidade de manifestagdes clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA). (A) Lesao cutanea tipica; (B) Forma mucosa; (C) Forma difusa. Fontes:

(A) <http://sisbib.unmsm.edu.pe/BvRevistas/dermatologia/v11_n1/leishmaniasis.htm>;

(B) <http://www.latinpharma.net/expo2004/documentos/burstein_p.html>;

(O) http://www .tulane.edu/~wiser/protozoology/notes/kinet.html.



Outra manifestacao da LTA, a leishmaniose cutinea difusa (FIGURA 3C), caracteriza-
se por nédulos nao ulcerados, repletos de parasitos que se disseminam do local original de
infec¢do e pode cobrir todo o corpo do paciente. Esta manifestacdo da doenga € tipica em
pacientes com anergia do sistema imune, sendo comum em casos de co-infeccdo HIV-
Leishmania (REITHINGER et al., 2007).

Embora o homem seja um hospedeiro acidental, infecgdes com Leishmania spp. sao
bastante comuns. Em 4reas endémicas, até 9% da populacdo sadia pode responder
positivamente para testes de hipersensibilidade tardia, indicativos de infec¢@o anterior, por
vezes assintomatica (HEPBURN, 2000).

No Brasil, a LTA apresenta-se em fase de expansdo geografica. Nas ultimas décadas,
estudos epidemiolégicos de LTA tém sugerido mudangas no comportamento epidemiolégico
da doenca. Inicialmente considerada uma zoonose de animais silvestres que acometia
ocasionalmente pessoas em contato com florestas, a LTA comeca a ocorrer em zonas rurais ja
praticamente desmatadas e em regides periurbanas, sendo presente em todos os Estados do
Brasil (Vigilancia epidemioldgica/MS, 2007).

A mudanca ambiental resultante das atividades humanas tem modificado o perfil
epidemioldgico da doenga, tanto nas dreas onde a transmissao € florestal, como nas dreas onde
a transmissdo é peri-urbana e peridomiciliar, com possivel envolvimento de reservatorios
domésticos (COSTA, 2005).

Atualmente é possivel observar a coexisténcia de um duplo perfil epidemioldgico,
ocasionada pela manutencdo de casos oriundos de focos antigos ou de dreas proximas a estes,
e pelo surgimento de surtos epidémicos. A ocorréncia de tais surtos tem sido associada a
fatores decorrentes de atividades econdmicas, expansao de fronteiras agricolas e extrativismo,
e condi¢Oes ambientais altamente favordveis para o desenvolvimento do vetor e transmissao

da doenca (Vigilancia epidemiolégica/MS, 2007).



Em Santa Catarina, os primeiros dados sobre LTA datam de 1987, quando foi
detectado um foco da doenga na regido oeste do Estado nos antigos municipios de Quilombo e
Coronel Freitas. Na ocasido, foram identificados 11 casos autéctones da doencga entre 14
trabalhadores rurais adultos infectados (SAO THIAGO; GUIDA, 1990). De 1997 em diante,
novos casos foram notificados em municipios do Oeste e também nordeste do Estado e Vale
do Itajai (GRISARD et al., 2000).

No ano de 2005, além da inclusdo de novos municipios no mapa da LTA, o aumento
no nimero de casos autéctones da doenca registrados nos municipios de Balnedrio Camborid,
Itapema e Camboril, caracterizaram a ocorréncia de surto em dreas localizadas destes
municipios (EGER-MANGRICH et al., 2005; DIVE/SC, 2007).

Em 2006, um novo surto foi detectado, no municipio de Blumenau, com 107 casos
autéctones. Neste mesmo ano, o total de casos registrados em Santa Catarina foi de 158, dos
quais 151 adquiriram a doenca no Estado (EGER-MANGRICH et al., 2005;
DIVE/SC, 2007). No ano de 2007 foram registrados os primeiros casos humanos no
municipio de Florianépolis, sugerindo a existéncia do ciclo de transmiss@o ao longo de uma
grande faixa litordnea do Estado (Mario Steindel, 2007, comunicag¢do pessoal).

Estudos epidemioldgicos realizados em Santa Catarina demonstram a existéncia, até o
presente momento, de duas espécies, L. amazonensis e L. braziliensis, circulando em
pacientes e vetores. Em concordincia com o que ocorre no restante do pais, L. braziliensis € a
espécie predominante em Santa Catarina (GRISARD et al., 2000; MACHADO, 2004).

Marcondes et al. (2005) encontraram trés espécies de flebotomineos no foco de LTA
no municipio de Picarras, coletados nas proximidades de residéncias. Estudos posteriores
mostraram que a espécie Nyssomyia neivai foi encontrada naturalmente infectada por
Leishmania braziliensis, sugerindo que esta espécie responda pela transmissdo do parasito no

local (MARCONDES et al., 2008).



1.3. O tratamento da LTA

Os farmacos rotineiramente utilizados para tratamento da LTA pertencem a classe dos
antimoniais pentavalentes, o antimoniato de meglumina (Glucantime®) e o estibogluconato de
sédio (Pentostam®), os quais foram desenvolvidos hd mais de 60 anos. Ambos apresentam
toxicidade e casos de falha do tratamento sdo comuns, tanto por resisténcia de determinadas
cepas do parasito, quanto por baixa atividade em pacientes imunodeprimidos ou
descontinuidade do tratamento por parte do paciente devido aos efeitos colaterais (CROFT;
SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).

Em casos de resisténcia do parasito, a Anfotericina B é a segunda op¢do de tratamento,
sendo, entretanto, mais toxica que o Pentostam® e o Glucantime®. A fim de reduzir a
toxicidade, novas formulacdes de Anfotericina B t€m sido desenvolvidas, como a forma
lipossomada (AmBisome®), a forma lipideo complexada (Abelcet®) e uma Anfotericina B em
dispersdo coloidal (Amphocil™). Entretanto, estas possuem custos elevados e por este motivo
tém sido utilizadas primariamente apenas para tratamento da leishmaniose visceral. Devido a
menor problemdtica da LTA, poucos esfor¢os tém sido desprendidos para avaliar o uso destas
formulagdes em seu tratamento (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).

Na ultima década, medicamentos alternativos e novas formulacdes de farmacos
tradicionais t€m sido disponibilizados e ja estio em uso em alguns paises (CROFT;
SEIFERT; YARDLEY, 2006). Outros ainda estdo na fase dos testes clinicos, como
miltefosine, paramomicina em nova formulagdo, imiquimod e anti-fiingicos azdlicos, como
cetoconazol, fluconazol e itraconazol. Entretanto, € pouco provavel que estes estudos levem
ao desenvolvimento de um unico farmaco capaz de tratar todas as variantes das
leishmanioses, com suas diferentes espécies causadoras e diferentes graus de resisténcia aos
tratamentos tradicionais (CROFT; SEIFERT; YARDLEY, 2006). A despeito das posologias e

das respostas ao tratamento serem varidveis de acordo com a espécie do parasito, regido



endémica e fatores do hospedeiro, geralmente os mesmos farmacos e posologias continuam
sendo utilizados para tratar as leishmanioses independentemente da espécie causadora

(REITHINGER et al., 2007).

1.4. Pesquisa experimental

Por se tratarem de doencas de paises subdesenvolvidos e fortemente atreladas a
pobreza, as doencas tropicais t€m sido negligenciadas ao longo das décadas quanto ao
desenvolvimento de farmacos pela industria farmacéutica, devido aos grandes investimentos e
baixo retorno financeiro (TROUILLER et al., 2001). Estudos de Trouiller e Olliaro (1999)
enfatizam esta caréncia ao revelar que, dos 1393 novos farmacos trazidos ao mercado entre
1975 e 1996, apenas 1% destinava-se ao tratamento de doengas tropicais.

Tais doencas, além do impacto sobre a vida dos habitantes, tornam-se um peso aos
paises nos quais elas ocorrem, ao debilitarem um grande niimero de trabalhadores ativos e
superlotarem o sistema de satde publica, gerando uma redugéo significativa no potencial de
desenvolvimento sécio-econdmico (WATKINS, 2003).

A OMS, frente a necessidade imperiosa de novos farmacos para o tratamento das
doencas parasitdrias, vem incentivando o estudo de compostos que possam abrir novas
perspectivas para o desenvolvimento de medicamentos mais eficazes (WHO, 1990).

As possibilidades de farmacos s@o praticamente ilimitadas. Virtualmente qualquer
extrato natural ou composto sintético pode ser candidato a farmaco para o tratamento de uma
doenca. Em vista disso, a triagem inicial requer testes que sejam simples de manipular,
reprodutiveis, faceis de quantificar e que, idealmente, reflitam as condi¢cdes encontradas pelo
agente patogénico no hospedeiro; condi¢des em geral dificeis de obter conjuntamente
(SERENO et al., 2007).

Neste sentido, a triagem de agentes leishmanicidas, classicamente utiliza formas

promastigotas, devido a sua simplicidade e baixo custo do cultivo (FUMAROLA; SPINELLI;
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BRANDONISIO, 2004). Nesta abordagem as formas promastigotas sdo expostas in vitro a
diferentes concentragdes dos compostos a serem testados e a taxa de inibicdo do crescimento
dos parasitos é determinada apds 48 a 72 horas de incubag@o.

Entretanto, cabe ressaltar que no ciclo natural a forma promastigota é encontrada
apenas no hospedeiro invertebrado, ndo sendo o alvo para o tratamento das leishmanioses.
Diferencas morfoldgicas e bioquimicas entre as formas promastigota e amastigota sdo bem
descritas e responsdveis pela diferente susceptibilidade observada entre estes dois estagios
evolutivos frente a compostos leishmanicidas (CALLAHAN et al.,, 1997; SERENO;
LEMESRE, 1997a; SERENO et al., 1998; FUMAROLA; SPINELLI; BRANDONISIO,
2004).

Desta forma, nem sempre os resultados obtidos com a pesquisa experimental
utilizando promastigotas sio relevantes quando se visa o tratamento das leishmanioses. Sendo
assim, o uso das formas amastigotas encontradas no hospedeiro mamifero, responsaveis pelas
manifestacdes clinicas da doenca, pode produzir resultados mais proximos do modelo animal.

Tais ensaios, até meados de 1990, eram realizados utilizando-se amastigotas obtidos
de células infectadas in vitro ou a partir da bidpsia da lesdo de animais experimentalmente
infectados. Estas metodologias sdo caras, pouco praticas, produzem nimero limitado de
parasitos e possibilitam a presenca de contaminantes do tecido infectado. Além disso, o uso
de animais, embora imprescindivel em alguns casos, deve ser substituido por métodos
alternativos sempre que possivel (PETERS et al. 1995; FUMAROLA; SPINELLI,
BRANDONISIO, 2004).

O recente desenvolvimento de técnicas para cultivo axénico de amastigotas de
Leishmania spp. e sua semelhanca morfoldgica, bioquimica e antigénica com amastigotas
intracelulares obtidos in vivo, tem sido apresentada como uma alternativa para somar a

facilidade do cultivo em meio axénico com a vantagem de utilizar-se a forma clinicamente

11



relevante do parasito na triagem de farmacos, a baixo custo e livre de contaminantes celulares
(BALANCO et al, 1998; GUPTA; GOYAL; RASTOGI, 2001; DEBRABANT et al., 2004).

A avaliagdo de compostos leishmanicidas utilizando amastigotas ax€nicos tem
apresentado resultados confiaveis, reprodutiveis e algumas vezes semelhantes aos obtidos
com a forma intracelular (CALLAHAN et al., 1997, SERENO; LEMESRE, 1997a, b;
CASTILLO et al., 2007).

Para determinar o nimero de parasitos axénicos vidveis, apds a incubacdo com o0s
farmacos de interesse, a contagem manual utilizando camara de Neubauer em microscopia
Optica é barata e confidvel, embora consuma muito tempo e necessite experiéncia do
avaliador, podendo fornecer resultados tendenciosos.

Métodos de contagem automatizada através de marcacdo dos parasitos com
fluoréforos ou radioisétopos simplificam o processo € minimizam os erros humanos, mas
necessitam de equipamentos e reagentes sofisticados e caros, nem sempre disponiveis para
pesquisa basica nos paises em desenvolvimento (FUMAROLA; SPINELLI,
BRANDONISIO, 2004).

J4 os métodos colorimétricos apresentam-se praticos, sensiveis e de baixo custo
(MIKUS; STEVERDING, 2000; FUMAROLA; SPINELLI; BRANDONISIO, 2004). A
técnica do MTT é um ensaio colorimétrico amplamente utilizado para avaliagdo de
citotoxicidade, sendo também utilizado na triagem inicial em busca de compostos com
atividade leishmanicida, quer para formas promastigotas ou amastigotas (SERENO;
LEMESRE, 1997b; SERENO et al.,, 1998; DUTTA et al., 2005). A redugdo do sal de
tetrazolio [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyl tetrazolium bromide] pela enzima
succinato desidrogenase mitocondrial gera o cristal violeta formazam. Uma vez que esta
reducdo somente ocorre em células vidveis, a quantidade de formazan formado € diretamente

proporcional a quantidade de células vivas no experimento (DUTTA et al., 2005).
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1.5. O cultivo de amastigotas axénicos

Amastigotas sdo organismos aciddfilos com um metabolismo 6timo no pH 4cido
mantido no vacuolo parasitéforo. Esta adaptacdo deve estar ligada a expressdo, na membrana
plasmatica dos parasitos, de bombas de prétons estagio-especificas envolvidas na captura de
metabdlitos e manutengdo do pH citoplasmatico normal dos amastigotas (ANTOINE et al.,
1998).

As formas amastigotas de Leishmania spp. caracterizam-se pela forma
ovalada/arredondada e auséncia de flagelo livre. Sdo bioquimicamente bastante distintas das
formas promastigotas e expressam proteinas exclusivas como a amastina (SHAW, 1994).

A primeira tentativa para obtencdo de formas amastigota de Leishmania em meio
axénico e seu posterior cultivo por longos periodos foi realizada por PAN (1984). Neste
estudo, o autor induzia o processo de diferenciacdo de Leishmania pifanoi através da elevacido
da temperatura.

Desde entdo, a metodologia foi aperfeigcoada e amastigotas axénicos tém sido obtidos
para vérias espécies de Leishmania, utilizando-se diferentes temperaturas e condicdes de pH
do meio de cultura (BALANCO et al., 1998; GUPTA; GOYAL; RASTOGI, 2001;
TEIXEIRA et al., 2002; DEBRABANT et al., 2004).

Darling e Blum (1987) descreveram a transformacéo reversivel de promastigotas para
formas elipsoidais de L. braziliensis panamensis depois de transferidas de 26°C para 34°C. No
ano seguinte, Smejkal, Wolff e Olenick (1988) descreveram aumento da infectividade de L.
braziliensis panamensis quando submetida a tratamento de choque térmico.

A obtencdo de anticorpos monoclonais que especificamente reconhecem amastigotas
de Leishmania forneceu uma comprovagdo molecular de que as formas axénicas e

intracelulares sao semelhantes, senao idénticas (EPERON; McMAHON-PRATT, 1989a, b).
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Embora tenha sido demonstrado que o pH 4cido e temperatura elevada sejam fatores
essenciais para ativar a diferenciacdo in vitro (BARAK et al., 2005), as condicdes ideais de
temperatura e pH para o cultivo dos amastigotas variam entre as diferentes espécies e cepas de
Leishmania, ressaltando sua heterogeneidade bioldgica. Desta forma as condi¢des de cultivo
devem ser padronizadas para cada novo isolado a ser estudado (GUPTA; GOYAL;
RASTOGI, 2001).

Cabe ressaltar também, que ndo necessariamente as mudangas morfoldgicas induzidas
através de aumento de temperatura e reducdo de pH estdo relacionadas com mudangas
metabdlicas. Os amastigotas obtidos axenicamente precisam ser bioquimicamente
semelhantes aos amastigotas intracelulares para que inferéncias possam ser feitas a partir de
seu uso como substituintes dos mesmos em estudos diversos (CALLAHAN et al., 1997,
GUPTA; GOYAL; RASTOG]I, 2001).

Critérios bioldgicos, imunolégicos, bioquimicos e moleculares como a infectividade,
epitopos antigénicos, aglutinacdo por lectinas e expressdo génica diferencial, t€ém sido
utilizados para diferenciar os estdgios evolutivos de Leishmania spp. e confirmar a
semelhanca entre os amastigotas axénicos com aqueles obtidos de tecidos infectados

(EPERON; McMAHON-PRATT, 1989a, b; GUPTA; GOYAL; RASTOGI, 2001).

1.6. Infeccao de linhagens celulares por espécies de Leishmania

Por se tratar de um parasito intracelular, apds a triagem inicial dos farmacos utilizando
formas axénicas de Leishmania, a avaliagdo do potencial leishmanicida in vitro contra a forma
intracelular é o modelo mais proximo do animal sem requerer a utilizagdo do mesmo.

Esta metodologia também fornece informagdes sobre a capacidade do composto de
chegar em niveis adequados ao vacuiolo parasitéforo, mantendo seu efeito leishmanicida. Este

tipo de estudo avalia ainda potenciais efeitos do farmaco sobre a célula, favorecendo ou
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inibindo o desenvolvimento das leishmanias em seu interior (CHANG, 1980; MORISHIGE et
al., 1995). Nestes estudos, classicamente sdo utilizados macréfagos peritoniais murinos.
Entretanto, este procedimento € de baixo custo-beneficio, uma vez que envolve a criacio de
animais e o numero de células obtidas € limitado, com elevados riscos de microorganismos
contaminantes.

A disponibilidade de linhagens celulares, como fonte inesgotivel de células
hospedeiras e a padronizacdo da infecc¢do e cultivo de Leishmania utilizando as mesmas,
permitiu o seu uso para experimentos in vitro (SERENO et al., 2007).

Diversas linhagens celulares humanas e murinas vém sendo utilizadas para estudos de
intera¢do parasito/célula e avaliagdo de farmacos. Dentre elas podemos citar as linhagens
derivadas de monécitos humanos THP-1 e U-937 (GEBRE-HIWOT et al., 1992;
DEBRABANT et al., 2004) e as linhagens murinas RAW e J774 (KOLODZIEJ; KIDERLEN,
2005; BRITO et al., 2006).

Chang (1980) descreveu pela primeira vez o uso da linhagem de macréfagos murinos
J774 para propagacio e isolamento de L. amazonensis. Posteriormente, esta linhagem passou
a ser utilizada em experimentos para avaliagdo da atividade leishmanicida in vitro, sendo
considerada fidedigna da célula primdria murina e de facil cultivo e manuten¢do, dispensando
processos de diferenciacdo exigidos por outras linhagens (GASPAR et al., 1992;

CALLAHAN et al, 1997; TIUMAN et al., 2005; ORDONEZ-GUTIERREZ et al., 2007).

1.7. Chalconas

Dentre os compostos pesquisados como potenciais firmacos leishmanicidas, os do
grupo das chalconas t€m apresentado resultados promissores. As chalconas, ou 1,3-diaryl-2-
propen-1-onas (FIGURA 4) sdao compostos naturais ou sintéticos precursores dos flavondides

e isoflavonédides (DIMMOCK et al. 1999; NI; MENG; SIKORSKI, 2004).
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Figura 4: Estrutura bésica de chalconas contendo substituintes (X e Y). Fonte: Lunardi et al.

(2003).

Quimicamente sdo definidas como cetonas aromaticas o, P-insaturadas, constituidas
por dois anéis benzé€nicos conectados por uma ponte de 3 carbonos, tendo conjugados um
grupamento carbonilico e uma porg¢do olefinica (CESARIN; FERREIRA; BRAZ, 2001).

Constituem uma das maiores classes de produtos naturais, com ampla distribuigdo em
plantas rasteiras ou superiores e t€m sido motivo de grande interesse por suas funcdes
farmacolégicas NOWAKOWSKA, 2007). Plantas que naturalmente contém chalconas, tais
como das familias Fabaceae (Glycyrrhiza), Piperaceae (Piper) e Ruscaceae (Ruscus) tém sido
largamente utilizadas pela medicina popular na Asia, Africa e América do Sul (NI; MENG;
SIKORSKI, 2004).

As chalconas naturais e seus derivados sintéticos sdo amplamente descritos por
apresentarem propriedades antioxidante, antitumoral, antiinflamatéria, bactericida,
antimaldrica, antifingica, antiviral e leishmanicida (NOWAKOWSKA, 2007; NI; MENG;
SIKORSKI, 2004).

A licochalcona A, uma chalcona oxigenada isolada das raizes de uma planta chinesa
(Glycyrrhiza), inibiu o crescimento de amastigotas intracelulares e promastigotas de L. major

e L. donovani (CHEN et al.,, 1993). Da mesma forma, Torres-Santos et al. (1999)
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demonstraram significativa atividade in vitro da chalcona 27,6 -dihidroxi-4"-metoxichalcona
(DMC) contra promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis.

Boeck et al. (2006) sintetizaram e testaram a atividade leishmanicida de andlogos da
27,6 -dihidroxi-4 "-metoxichalcona (DMC), contendo grupamentos nitro, flior ou bromo na
posicao para do anel A, e estes apresentaram atividade seletiva aumentada contra os parasitos,
quando comparados com DMC.

Lunardi et al. (2003) testaram a atividade leishmanicida de andlogos de chalconas
contendo grupamentos cloro ou bromo. Estes compostos apresentaram inibi¢do concentragado-
dependente do crescimento de promastigotas de L. braziliensis. Os resultados deste trabalho
juntamente com os de Boeck et al. (2006) demonstram que a presenca de substituintes nos
anéis aromdticos das chalconas sdo criticas para sua atividade leishmanicida.

Estudos da relagdo estrutura-atividade das chalconas tém permitido deduzir que a
adicdo de substituintes a cadeias de chalconas é uma importante estratégia para reduzir a
toxicidade e aumentar o potencial leishmanicida (KO et al., 2003; LIU et al., 2003;
GUTTERIDGE et al., 2007).

Diante dos promissores resultados e da facilidade de sintese de chalconas contendo
substituintes diversos, a continuidade na sintese e na avaliagdo da atividade leishmanicida
deste grupo de moléculas na busca de novos farmacos para o tratamento das leishmanioses é
relevante.

Neste sentido, o presente estudo estabelece o cultivo de amastigotas axénicos de L.
amazonensis e L. braziliensis, a infeccdo da linhagem J774 com ambas as espécies e utiliza
estes modelos para avaliar a atividade leishmanicida de 34 chalconas naturais e sintéticas.
Desta forma, a avaliagdo dos compostos foi realizada contra a forma clinicamente relevante
do parasito e com as espécies predominantes no Brasil, visando a selecdo de potenciais

farmacos para estudos in vivo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

e Padronizar o cultivo de amastigotas axénicos e intracelulares de L. amazonensis e L.

braziliensis in vitro e seu uso na avaliacdo da atividade leishmanicida de chalconas.

2.2. Objetivos especificos:

e Padronizar o cultivo de formas amastigotas ax€nicas de L. amazonensis e L.
braziliensis;

e Padronizar a infec¢do de promondcitos da linhagem J774 com L. amazonensis e L.
braziliensis;

e Avaliar a citotoxicidade dos compostos ativos frente a células da linhagem J774;

e Avaliar e comparar a atividade leishmanicida de chalconas frente a formas
promastigotas e amastigotas axénicas L. amazonensis e L. braziliensis;

e Avaliar a atividade leishmanicida in vitro de chalconas contra formas amastigotas

intracelulares de L. amazonensis € L. braziliensis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Chalconas substituidas

No presente estudo foram utilizadas chalconas naturais e sintéticas gentilmente
fornecidas pelo Dr. Ricardo Nunes (UFSC) e pelo Dr. Valdir Cechinel Filho (UNIVALI). Um
total de 34 chalconas (quadros 1, 2, 3, 4 e 5) que previamente haviam apresentado bom indice
de seletividade contra formas promastigotas de L. amazonensis elou L. braziliensis em
estudos anteriores foram utilizadas. Os compostos foram solubilizados em dimetilsulféxido

(DMSO), filtrados em membrana de nylon de 0,22um e armazenados a 4°C até o uso.
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CR52

19



CRS3

CI
o]
‘J\/\‘:O/ ‘ SOzHN Cl
OCH3

462,35
CR53 Mol. Wt.: 462,35
0
- SO,N(CH,CH),
CR54 373,47
OCH;
CR54 Mol. Wt.: 373,47
0
- SOgHNCHg@
CR55 407
OCHj
CRS55 Mol. Wt.: 407,48
[6)
D
CR57 371
OCHg
CR57 Mol. Wt.: 371,45

Quadro 1: Cédigo, estrutura e peso molecular das chalconas sintéticas 4-metoxichalcona

(MET) e seus derivados sulfonados (CR)
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Caodigo Estrutura Peso molecular
o)
HqC.
4 O ~ O 256.73
— cl
(o] (o)
C17 O = C 238,28
[e] THS
C19 O ~ O 25231
HaC
=] o |t
Cl O‘
CL2 O = O 2023
HaC
(o]
I N
CLS O = O 2912
H3C cl
I
=
CL10 N 265.3
NS

H3C

Quadro 2: Cédigo, estrutura e peso molecular das chalconas sintéticas das séries C e CL.
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o0

CO3 308
jk Cordoin (CO3)
(0]
/\©>7OH

COs5

0 OH 324

| 4-OH-Cordoin
(0]

Co9 /\© 105

O OH

= Lonchocarpin

Quadro 3: Cddigo, estrutura e peso molecular das chalconas naturais da série CO.
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Caodigo Estrutura Peso molecular
(@]
L2 286,71
L3 321,16
L17 312,32
L23 ‘ 286,71
[0
L25 < O = O octh 282,30
O
o]
0 OCH,
L26 % O Z O 298,30
O OH
0 OCH;
O =
L29 < ‘ ‘ 312,32
OCH;

Quadro 4: Cédigo, estrutura e peso molecular das chalconas sintéticas derivadas da 3,4-
metilenodioxi-acetofenona.
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Caodigo Esl(:)rutura Peso molecular
R7 303,32
RI3 292,76
R15 258,32
RIS 318,37
R29 308,38
R32 302,33
R36 362,31

Quadro 5: Cddigo, estrutura e peso molecular das chalconas sintéticas derivadas da 2-
naftilacetofenona.

3.2. Cultivo de parasitos

As formas promastigotas de L. amazonensis (cepa 575) e L. braziliensis (cepa 2904)
foram obtidas a partir de aspirado da pata de hamster previamente infectado, cultivadas em
meio Schneider (Sigma-Aldrich) pH 7,4 contendo 5% de Soro Bovino Fetal (SBF), 2% de
urina, 10U/ml de penicilina e 10pg/ml estreptomicina (meio Schneider completo), mantidas a

26°C através de repiques semanais.
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3.3. Curvas de crescimento

Promastigotas na fase exponencial de crescimento em meio Schneider completo foram
lavados duas vezes em Tampdo Salina Fosfato (136mM de NaCl, 2,6mM de KCI, 10mM de
Na,HPO, e 1,7mM de KH,PO,4) (PBS) pH 7,4 a 1,500xg/10 minutos e suspendidos em 10ml
de meio Schneider completo na concentracao de 5x10° promastigotas/ml em frasco de cultivo
celular 25cm?” (TPP).

O crescimento foi monitorado diariamente através de contagem em céamara de
Neubauer e as médias e desvios padrdo (dois experimentos independentes) foram utilizados

para gerar um grafico utilizando-se o programa Excel® (Microsoft).

3.4. Cultivo de promondcitos murinos da linhagem J774.A1

Células J774.A1 (ATCC: TIB67) foram cultivadas em frascos de cultivo celular 25¢m?
contendo meio RPMI-1640 (GibcoBRL) suplementado com 10% de SBF, 10U/ml de
penicilina e 10pg/ml estreptomicina, mantidas a 37°C e 5% de CO,. Para os repiques € 0s
experimentos, as células foram removidas por raspagem e mantidas em banho de gelo até o

uso.

3.5. Estabilizacao do cultivo de amastigotas axénicos

Formas promastigotas de L. braziliensis e L. amazonensis cultivadas até a fase
exponencial tardia ou fase estaciondria de crescimento foram lavadas uma vez em PBS pH 7,4
a 2.000xg/10 minutos. Em seguida, a concentrago foi ajustada para 50x10° promastigotas/ml
em meio Schneider suplementado com 20% de SBF, pH 5,5 ou 6,3 em frasco de cultivo
celular 25cm? e mantidos a 34°C sem CO,. Ap6s 1 a 5 dias as culturas foram repicadas
conforme Hoodkinson et al. (1996), Balanco et al. (1998) e Teixeira et al. (2002), com
algumas modificacoes.

Sempre que necessdrio, os parasitos foram passados 3 vezes por agulha 26GY2 para

desagregacdo dos grumos de amastigotas axénicos formados.

3.6. Caracterizacao das formas arredondadas obtidas como amastigota-semelhantes

As formas arrendondadas obtidas com a metodologia descrita no item 3.5 foram
avaliadas quanto a morfologia (forma oval/arredondada e flagelo livre ausente) por coloracéo
Giemsa e microscopia 6ptica e também por microscopia diferencial de Nomarski apds fixacao

dos parasitos com paraformaldeido 4%.
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A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT e/ou método de exclusdo do
azul de tripan (0,02%).

A confirmacdo da auséncia do Dbastdo paraflagelar foi realizada por
imunofluorescéncia indireta com o anticorpo monoclonal Mab1B10, conforme previamente

descrito por Balanco et al. (1998).

3.7. Reacao de imunofluorescéncia indireta

Promastigotas na fase exponencial de crescimento ou amastigotas axénicos de L.
amazonensis e L. braziliensis foram lavados trés vezes em PBS pH 7,4 e fixados em
paraformaldeido 2% em PBS, por 12 horas a 4°C. Os parasitos foram entdo lavados duas
vezes em PBS por centrifugacio a 2.000xg/ 10 minutos tendo sua concentragdo final ajustada
para 1x10° parasitos/ml em PBS acrescido de 1% de soro albumina bovina (BSA). A seguir,
SuL da suspensdo de parasitos foi distribuida por poco, em ldminas prdprias para
imunofluorescéncia. As laminas foram codificadas e, apds secagem a temperatura ambiente,
embaladas individualmente e mantidas a —20°C até seu uso.

O anticorpo monoclonal Mab1B10, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Renato A.
Mortara (Unifesp), direcionado ao bastdo paraflagelar de Trypanosoma cruzi foi utilizado
para determinar a presenga ou auséncia de flagelo nos parasitos.

As laminas foram descongeladas & temperatura ambiente e incubadas com 20uL/poco
do anticorpo Mab1B10 puro ou 1/10 por 30 minutos a 37°C em camara imida. Em seguida, as
laminas foram lavadas trés vezes em PBS e incubadas por 30 minutos com conjugado
fluoresceinado anti-IgG murino Sigma, diluido 1:100 em azul de Evans 0,01%. Apods a
incubacdo, as laminas foram lavadas duas vezes em PBS e uma vez em dgua destilada, secas,
montadas com glicerina tamponada (pH 9,5) e observadas em microscépio de fluorescéncia
Olympus BX-40 FLA. Como controles negativo e positivo foram utilizados soro de
camundongo sadio diluido a 1:40 e soro de camundongo infectado com 7. cruzi,

respectivamente.

3.8. Padronizacao da infeccao dos promondcitos J774.A1 com amastigotas axénicos de L.

amazonensis e L. braziliensis

Os promondcitos e os amastigotas axénicos (5 ou 10 parasitos:célula) foram
colocados em contato em suspensdo na concentragdo de 10° células e 5x10° ou 10x10°

parasitos por ml de meio RPMI-1640 suplementado com 20% de SBF em tubo cdnico de
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15ml. Os parasitos e células foram incubados a 34°C sem CO, por 16 horas sob agitacdo
suave, a fim de permitir a interacio e infeccéo.

Ap6s esta incubagdo, a suspensdo celular foi passada 3 vezes por agulha 21G1%2 a fim
de desfazer os agregados celulares e 100ul da suspensdo foram semeados sobre laminulas
circulares de vidro no interior de placas de 24 pocos, incubadas por 4 horas a 34°C ou 37°C na
presenca de 5% de CO, para adesdo das células, recebendo 1ml de meio RPMI-1640 20%
SBF por poco apds este periodo. Como controle, monocamadas celulares nio infectadas
foram utilizadas.

A infec¢d@o foi monitorada desde o principio da interacdo (momento zero) até 72 horas
pos-infec¢do por microscdpio invertido. A cada 24 horas, laminulas foram lavadas em meio
RPMI-1640 a fim de remover células ndo aderentes; imediatamente secadas com jato de ar e
entdo fixadas com metanol e coradas com Giemsa. Procedimento de descoloragdo em élcool
70% foi utilizado sempre que necessario a fim de permitir melhor visualizagdo dos parasitos
intracelulares. Apds secas, as laminulas foram montadas em lamina de vidro prdpria
utilizando a resina de montagem DPX®.

A taxa de infec¢do foi determinada através de andlise randomica de 200 células,
avaliando-se a porcentagem de células infectadas e o nimero médio de parasitos

intracelulares, conforme descrito por Chang (1980).

3.9. BIOENSAIOS
Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos duas vezes de
maneira independente. Como controles foram utilizados o solubilizante dos compostos

(DMSO 1%) e o farmaco Anfotericina B na concentragdo de 1puM.

3.9.1. Avaliacdo in vitro da atividade leishmanicida contra formas promastigotas

As formas promastigotas foram semeadas em placas de 96 orificios, em concentragido
de 5x10° parasitos/ml em meio Schneider completo e incubadas por 48 horas a 26°C na
presenca de diferentes concentragdes (100puM a SpM) dos compostos a serem testados.

A atividade leishmanicida de cada composto foi avaliada através da técnica do MTT,
conforme Sieuwerts et al. (1995). Apés o periodo de incubagdo, cada placa foi centrifugada a
1,700xg por 10 minutos, o sobrenadante foi removido e 50ul de uma solugdo de MTT 1mg/ml
em meio Schneider completo foi adicionada a cada pogo. A placa foi entdo incubada a 26°C
por 4 horas no escuro. O MTT foi entdo removido, 100ul de DMSO foram adicionados a fim

de solubilizar os cristais de formazan e a densidade 6ptica foi determinada a 540nm em leitor
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de microplacas ELx800 (Bio-tek instruments, INC). Alternativamente, o nimero de parasitos

foi determinado através de contagem em camara de Neubauer.

3.9.2. Avaliacao in vitro da atividade leishmanicida contra formas amastigotas axénicas

As formas amastigotas axénicas foram semeadas em placas de 96 orificios, em
concentragdo de 10" amastigotas/ml em meio definido para sua manutencio, e incubadas por
48 horas na presenca de diferentes concentragdes (50uM a SuM) dos compostos a serem
testados a 34°C e 5% de CO:..

A atividade leishmanicida de cada composto foi avaliada através da técnica do MTT,
conforme Sieuwerts et al. (1995). Apds o periodo de incubagdo, cada placa foi centrifugada a
1,700xg por 10 minutos, o sobrenadante foi removido e 50ul de uma solugdo de MTT 2mg/ml
em meio Schneider completo foi adicionada a cada poco. A placa foi entdo incubada a 34°C
por 18 horas no escuro. Apds este periodo, a placa foi novamente centrifugada a 1.700xg por
10 minutos. O MTT foi entdo removido, 100l de DMSO foram adicionados a fim de
solubilizar os cristais de formazan e a densidade Optica foi determinada a 540nm em leitor de
microplacas ELx800. Alternativamente, o nimero de parasitos foi determinado através de

contagem em camara de Neubauer.

3.9.3. Avaliacdo in vitro da atividade leishmanicida contra formas amastigotas
intracelulares

Os amastigotas axénicos (5 ou 10 parasitos:célula) e os promondcitos em suspensao
foram colocados em contato na concentragdo de 10° células e 5x10° ou 10x10° parasitos por
ml de meio RPMI-1640 suplementado com 20% de SBF em tubo conico de 15ml. Os
parasitos e células foram entdo incubados a 34°C sem CO, por 16 horas sob agitacdo suave, a
fim de permitir a interacio e infec¢do. Apds as 16 horas de incubacio, a suspensdo celular foi
passada 3x por agulha 21G1Y2 a fim de desfazer os agregados celulares, e entdo diluida 10x
em meio RPMI-1640 20% SBF. Cento e oitenta microlitros da suspensdo foram semeados em
orificios de placa de 96 pogos. Apds 1 hora de incubacdo a 34°C a fim de permitir a adesdo
das células ao fundo da placa, 20ul das diferentes concentragdes dos compostos foram
adicionados e as células mantidas por 48 horas a 34°C e 5% de CO,. Apoés este periodo, o
meio foi aspirado com bomba de véicuo, os orificios foram secos com jato de ar, fixados com

metanol e corados pelo Giemsa.
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A taxa de infec¢io foi determinada através de andlise randomica de 200 células,
avaliando-se a porcentagem de células infectadas e o nimero médio de parasitos
intracelulares em aumento de 600x em microscépio invertido.

A porcentagem de inibicdo (PI) foi calculada de acordo com Guru et al. (1989). PI

superior a 25% foram considerados significativos.

3.9.4. Avaliacao in vitro da citotoxicidade celular pelo método do MTT

Promonécitos da linhagem J774.A1 foram suspensos em meio proprio para seu
cultivo, o nimero de células foi determinado por contagem em camara de Neubauer e a
concentragdo ajustada para 2x10° células/ml. Cento e oitenta microlitros da suspensao celular
foram cultivados em placas de 96 orificios a 37°C e 5% de CO, por duas horas para formacao
de monocamada. A seguir, 20pl das diluicdes dos compostos foram adicionados por poco e as
células mantidas a 37°C e 5% de CO,. Apés as 48 horas de incubagdo, o meio de cultura foi
removido, 50l de uma solugdo de MTT a 1mg/ml (em meio RPMI-1640) foram adicionados
e a placa incubada por 4 horas a 37°C. O MTT foi entdo removido, 100ul de DMSO foram
adicionados a fim de solubilizar os cristais de formazan e a densidade Optica foi determinada a

540nm em leitor de microplacas ELx800.

3.10. Analise estatistica

As médias foram analisadas através do teste T ou da andlise de varidncia (ANOVA) e
pelo teste Tukey. Valores de p < 0,05 foram considerados indicativos de significancia. Os
valores de Clsy (concentra¢des dos compostos que reduziram a resposta a 50% em relagdo ao
grupo controle) e de CCs (concentracdo de cada amostra que reduziu em 50% a viabilidade
celular) foram estimados a partir dos valores médios de dois experimentos independentes,

realizados em triplicata, por interpolagdo grafica utilizando o programa Graph Prism Instat 3*
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Cultivo das formas promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis

Através da curva de crescimento € possivel determinar a fase exponencial e a fase
estaciondria de crescimento de microorganismos em cada sistema de cultivo. Para Leishmania
spp., a determinagdo desta fase é importante uma vez que autores sugerem uma associacio
entre a fase de crescimento da cultura e o sucesso na obtencdo e manutencdo de amastigotas
axénicos (CYSNE-FINKELSTEIN et al., 1998).

No presente estudo, a fase exponencial tardia e a fase estaciondria foram determinadas
observando-se a curva de crescimento e a morfologia dos promastigotas de L. amazonensis e
L. braziliensis. Para L. amazonensis, a fase exponencial tardia e a fase estaciondria ocorreram,
respectivamente, no 5° e 6° dia de cultivo. Para L. braziliensis, a fase exponencial tardia
ocorreu no 7° dia de cultivo e a fase estaciondria no 8° (FIGURA 5). As diferencas observadas
nas curvas de crescimento, sob as mesmas condicdes de cultivo, ressaltam diferengas no

tempo de replicacdo celular das duas espécies.
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Figura 5: Curvas de crescimento tempo dependente das formas promastigotas de L.
amazonensis (cepa 575) e L. braziliensis (cepa 2904) cultivadas em 10ml de meio Schneider
completo a 26°C em frasco de cultivo celular de 25cm?’,
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Durante o cultivo in vitro das formas promastigotas de Leishmania, dois tipos
principais ocorrem na cultura: os promastigotas prociclicos e os promastigotas metaciclicos.
Promastigotas prociclicos s@o formas mais alongadas, ndo infectivas para o hospedeiro
mamifero e que replicam ativamente, sendo predominantes na fase exponencial de
crescimento in vitro. In vivo, prociclicos sdo encontrados no intestino médio do vetor
flebotominio, onde se multiplicam e se diferenciam para as formas infectivas metaciclicas.
Promastigotas metaciclicos sdo definidos como formas pequenas, delgadas, com flagelo
relativamente longo e que ocorrem em grande nimero em uma populagdo de fase estaciondria
in vitro. In vivo, metaciclicos sdo encontrados no intestino anterior do flebotomineo e sdo

infectivos para o hospedeiro mamifero (CY SNE-FINKELSTEIN et al., 1998).

4.2. Obtencao das formas amastigotas axénicas

O cultivo de formas amastigotas axénicas das espécies L. amazonensis e L. braziliensis
foi reportado previamente por alguns autores para cepas diversas (HODGKINSON et al.,
1996; BALANCO et al.,, 1998; TEIXEIRA et al., 2002). Entretanto, considerando-se as
diferencas de crescimento, fisiologia e bioquimica entre as diferentes espécies e cepas de
Leishmania, as condi¢des para diferenciacdo de promastigotas de L. amazonensis (cepa 575) e
L. braziliensis (cepa 2904) em amastigotas axénicos foram otimizadas em nosso laboratério a
partir de protocolos previamente descritos para outras cepas, com modificagdes.

A diferenciagdo foi realizada inicialmente a partir de promastigotas na fase
estaciondria e na fase exponencial tardia de crescimento, em condi¢des de pH 5,5 e 6,3
conforme a metodologia item 3.5. A inducdo da diferenciacdo a partir das formas
promastigotas de fase estaciondria ocasionou elevada mortalidade (80%) e reduzida taxa de
diferenciagdo para ambas as espécies. Por outro lado, o uso de promastigotas de fase

exponencial tardia, resultou em um elevado rendimento de amastigotas axénicos apds 72
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horas em ambas as condi¢des de pH. Para L. amazonensis, ndo foi encontrada diferenga
significativa (p> 0,05) entre o crescimento, porcentagem de amastigostas, porcentagem de
parasitos viaveis nas condi¢des de pH 5,5 e 6,3. Ja para L. braziliensis, a maior taxa de
crescimento foi observada em 6,3, ndo tendo sido, entretanto, observadas diferencas
significativas para os demais pardmetros analisados (Tabela 1).

Tanto para L. amazonensis quanto para L. braziliensis, os amastigotas obtidos
puderam ser subcultivados por até trés passagens através de repiques em intrevalos de quatro
dias em uma concentragao inicial de 2x10° parasitos/ml. Contudo, apds a terceira passagem
observamos a perda da viabilidade dos parasitos em ambas as espécies.

Tabela 1: Numero de parasitos, porcentagem de amastigotas e de parasitos vidveis apds 72

horas de diferenciacdo de promastigotas de fase exponencial tardia de L. braziliensis e L.
amazonensis em duas condicdes de pH, a partir de um inéculo de 50x10° parasitos/ml.

Espécie pH Parasitos x 10%ml % de amastigotas % de‘I,)arE'lSItOS
viaveis
L. amazonensis 5,5 112+£9,5 97+1,2 95 +3,2
6,3 83 +£8,1 95+2,0 88+£25
5,5 56,3+52 82 +8,7 90+3,6
L. braziliensis 6,3 103 + 10,9 93 +2,6 96 + 2,1

Os parasitos foram contados em cimara de Neubauer, a viabilidade determinada pela coloragdo com azul de tripan e a porcentagem de
amastigotas através da andlise de 200 células em esfregaco corado pelo Giemsa. Os resultados representam a média + desvio padrio de dois
experimentos independentes realizados em triplicata.

Cysne-Finkelstein et al. (1998) observaram relacdo direta entre a porcentagem de
promastigotas metaciclicos (estaciondria do crescimento) e a taxa de diferenciacio em formas
amastigotas in vitro. Entretanto, diversos autores e o presente estudo obtiveram semelhante
sucesso na obtencdo de amastigotas axénicos a partir de cultura em fase exponencial de
crescimento (HODGKINSON et al., 1996; DEBRABANT et al., 2004). Desta forma, ndo esta
ainda esclarecido se a metaciclogénese é mesmo essencial neste processo de diferenciacio.

Hodgkinson et al. (1996) descreveram o cultivo e a caracterizagdo de amastigotas

axénicos de L. amazonensis utilizando reducdo gradual de pH e aumento gradual da
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temperatura, chegando ao pH 5,5 e a temperatura de 32°C. J4 Cysne-Finkelstein et al. (1998)
descrevem o cultivo dos promastigotas de L. amazonensis inicialmente em pH 5,5 e apds 6
dias a 26°C, a transferéncia dos parasitos para 32°C.

Hodgkinson et al. (1996) afirmam que para manter a morfologia de amastigotas em
taxas de 95%, é necessdrio repicar a cultura sempre que esta atinja a concentracio de 2x10’
parasitos/ml. Isto ressalta a dificuldade de se obter uma cultura contendo 100% amastigotas e
limita a quantidade de parasitos a serem obtidos através da metodologia de diferenciacdo in
vitro.

Para L. braziliensis, Balanco et al. (1998) obtiveram amastigotas axénicos através do
cultivo em meio modificado (UM54) pH 6,3 com adaptagdo gradual (aumento de 1°C por
semana) na temperatura de cultivo dos parasitos, chegando a 34°C. Os autores relatam
consideravel perda de viabilidade na cultura e a necessidade de 10 subcultivos para obtencdo
dos amastigotas axénicos.

Teixeira et al. (2002) descrevem a diferenciagdo de promastigotas de L. amazonensis e
L. braziliensis em amastigotas através da variacdo simultdnea de pH e temperatura, conforme
realizado no presente estudo. Estes autores obtiveram culturas com altas taxas de amastigotas
(aproximadamente 98%), mas verificaram que a partir do quinto dia de cultivo, para L.
braziliensis e do segundo repique para L. amazonensis, as células apresentavam sinais de
injuiria e morriam.

Embora a manutencio da cultura de amastigotas axénicos em longo prazo nédo tenha
sido possivel em nosso laboratorio, as formas obtidas foram confirmadas como amastigotas e
foram altamente infectivas tanto para modelo in vivo (dados ndo mostrados) quanto para
células da linhagem J774 in vitro.

A utilizacdo de meios de cultivo complexos, bem como o aumento de temperatura e

reducdo no valor de pH realizados de modo gradual mostram-se mais eficazes para a obtenc¢ao
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de amastigotas axénicos e permitem o cultivo dos parasitos por até 150 subpassagens
(HODGKINSON et al., 1996; BALANCO et al., 1998). Entretanto, o longo tempo necessario
para obtenc@o de tais culturas (até 2 meses) e o baixo niimero de amastigotas gerados devido
as exigéncias nutricionais dos parasitos torna estas metodologias pouco priticas para a

triagem de farmacos.

4.3. Caracterizacao das formas obtidas como tipo amastigota

As formas obtidas pelo processo de diferenciagdo foram analisadas quanto a sua
morfologia através de observacdo em microscopia Optica de preparacdes coradas pelo
Giemsa. Os parasitos obtidos apresentaram morfologia ovalada/arredondada, com a presenga
de niicleo e cinetoplasto bem corados e auséncia de flagelo livre.

A auséncia do flagelo livre, principal caracteristica morfoldgica que distingue
amastigotas de promastigotas, foi confirmada por ensaios de imunofluorescéncia indireta com
o anticorpo monoclonal Mab1B10 conforme descrito no item 3.7 da metodologia. Os
amastigotas obtidos ndo apresentaram marcagdo com o anticorpo, conforme esperado,
enquanto as formas promastigotas apresentavam o flagelo fortemente marcado (dados nio
mostrados).

A observacdo de preparacdes fixadas com formaldeido 4% através de microscopia de
interferéncia Nomarski permite comparar o tamanho dos amastigotas obtidos para L.

amazonensis e L. braziliensis (FIGURA 6).
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Figura 6: Microscopia de interferéncia Nomarski mostrando amastigotas axénicos fixados
com formaldeido 4%. (A) L. amazonensis; (B) L. braziliensis. As setas indicam amastigotas.
A barra representa 10um.

As formas amastigotas axénicas obtidas no presente estudo foram mais infectivas para
as células hospedeiras que as formas promastigotas e mantiveram a capacidade de reverter a
forma promastigota quando transferidas para condicdes de cultivo adequadas. Estas
caracteristicas sdo tipicas de formas amastigotas intracelulares e t€m sido descritas para

amastigotas obtidos axenicamente por outros autores (PAN et al., 1993; BALANCO et al,,

1998; GUPTA et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2002).

4.4. Padronizacdo do ensaio de MTT para avaliacdo da atividade antiparasitaria de
compostos em formas amastigotas axénicas

O método enzimatico do MTT é bem descrito para quantificacdo de formas ax€nicas
de Leishmania (SERENO; LEMESRE, 1997a, b; TANAKA et al., 2007). A fim de padronizar
0 uso desta técnica para determinar o nimero e a viabilidade dos amastigotas axénicos em
nosso laboratdrio, diferentes concentra¢des dos parasitos foram incubadas com o MTT e a

correlacdo entre densidade Optica e o nimero de amastigotas foi avaliada (FIGURA 7).
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Figura 7: Correlacdo entre a concentracdo de amastigotas axénicos de L. amazonensis e a
absorbincia a 540nm apds incubagdo por 18 horas com 50ul de MTT na concentracio
2mg/ml.

Os resultados obtidos demonstram a existéncia de correlacdo direta entre a
concentracdo de parasitos e a absorbancia, corroborando dados da literatura e confirmando a

utilizacdo do método colorimétrico como metodologia adequada para determinacdo da

N

atividade antiparasitaria dos compostos, em substituicio a contagem manual (SERENO;
LEMESRE, 1997a, b; SERENO et al., 1998).

Ainda assim, a avaliacdo da atividade leishmanicida de farmacos utilizando apenas
amastigotas axénicos apresenta limitacdes: (i) firmacos que precisam ser metabolizados pelo
hospedeiro (pré-droga) antes de atuar no parasito sdo perdidos; (ii) fAirmacos que tém que ser
concentrados pelo macréfago podem demonstrar apenas uma pequena atividade no modelo
axénico; (iii) o MTT pode ndo ser sempre preciso, uma vez que alguns grupos quimicos
podem interagir com a formagdo do formazan (SERENO; LEMESRE, 1997b; FUMAROLA;

SPINELLI; BRANDONISIO, 2004).
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4.5. Infeccao de células da linhagem J774.A1

A fim de utilizar o modelo dos amastigotas intracelulares para avaliagdo da atividade
leishmanicida de chalconas, a infeccdo de células da linhagem J774.A1 com L. amazonensis e
L. braziliensis foi padronizada em nosso laboratdrio.

Estudos prévios demonstram a infecgo e cultivo de amastigotas em macréfagos em
temperaturas variando de 33°C a 37°C para diferentes espécies de Leishmania (CHANG,
1980; ANTOINE et al., 1998; CHANG et al., 2003; BRITO et al., 2006). Neste sentido, a fim
de definir a temperatura ideal de cultivo, comparamos a infeccdo da linhagem J774 por L.
amazonensis nas temperaturas de 34°C e 37°C. Como pode ser observado na Tabela 2, a partir
de 48 horas a porcentagem de células infectadas e o nimero de amastigotas por célula foi
significativamente (p< 0,05) maior na temperatura de 34°C.

Durante o cultivo dos macréfagos infectados com L. amazonensis a 37°C, foi
observada a destruicdo dos amastigotas na auséncia de farmacos leishmanicidas e a presenca
de numerosos pequenos vactolos vazios no citoplasma celular (FIGURA 8). Resultados

semelhantes foram obtidos para L. braziliensis (dados ndo mostrados).

Tabela 2: Porcentagem de células infectadas e nimero médio de amastigotas por 100 células
da linhagem J774.A1 infectadas com amastigotas axénicos de L. amazonensis em diferentes
tempos de cultivo pos infeccao.

Tempo poés infecgdo
24h 48h 72h
% Células infectadas 46+62 39+43 35+52

Temperatura Pardmetros

€ Namero de amastigotas/100 células 246 +40 190 +27 196 +22

% Células infectadas 56 +5,6 10£2,5 33+1,2
3T°C Nimero de amastigotas/100 células 207 + 45 27+5 7+1

Os resultados representam a média + desvio padrao de dois experimentos independentes realizados em triplicata.
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Figura 8: Morfologia de células da linhagem J774.A1 infectadas com amastigotas de L.
amazonensis, cultivadas por 48 horas em diferentes temperaturas. (A) 34°C (B) 37°C. As
setas apontam vacuolos parasitéforos vazios. A barra representa 10pum.

Estes resultados concordam com aqueles previamente descritos por Chang (1980), que
observou que, para L. amazonensis temperaturas superiores a 35°C induzem a morte dos
parasitos intracelulares e que, apds 72 horas a 37°C, os parasitos desaparecem da cultura.
Considerando-se a infeccdo humana por Leishmanias dermotrépicas, verifica-se que as lesoes
se desenvolvem geralmente na pele, onde a temperatura corporal é inferior a 37°C,
demonstrando que estes parasitos sdo termosensiveis. A utilizacdo de termoterapia no
tratamento de lesdes de pacientes sem a utilizacdo de farmacos leishmanicidas e a
conseqiiente cura clinica das lesdes, corrobora esta hipdtese (REITHINGER et al., 2005;
AMEEN, 2007).

Para facilitar a avaliacdo da atividade leishmanicida de compostos é importante que a
taxa de infecgdo celular esteja ao redor de 30-60%. Além disso, o nimero de parasitos por
célula ndo deve ser excessivamente grande. O excesso de parasitos torna a avaliagdo laboriosa
ao passo que uma taxa de infeccdo muito reduzida torna dificil a observacdo do efeito

antiparasitdrio do composto testado.
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Em virtude das caracteristicas intrinsecas das cepas, a propor¢ao de parasitos/célula no
momento da infeccdo necessita ser ajustada para que as taxas de infec¢do e o nimero de
parasitas por célula sejam adequados para a andlise. BALANCO et al. (1998) descrevem a
infec¢do de macréfagos derivados da medula éssea de ratos com amastigotas axénicos de L.
braziliensis nas taxas de 10 e 5 parasitos por célula. Neste estudo, uma maior porcentagem de
amastigotas intracelulares foi obtida na taxa 10:1 em relacdo a 5:1, chegando a 62,6% de
células parasitadas 24 horas apds a infeccdo e caindo para 34% 48 horas apds a infecgdo.
Estes resultados e ensaios preliminares realizados em nosso laboratério (dados nao mostrados)
nos levaram a estabelecer a taxa de 10:1 para infec¢do e avaliagcdo da atividade leishmanicida
das chalconas contra formas intracelulares de L. braziliensis, uma vez que esta razio
(parasito/célula) fornece um nimero adequado de parasitos intracelulares ap6s 48 horas da
infeccdo (MADEIRA; BARBOSA-SANTOS; MARZOCHI, 1999).

J4 para L. amazonensis, a infeccdo de macréfagos utilizando uma razdo de cinco
parasitos por célula resulta em taxas de infec¢do = 50% mesmo ap6s 48 horas, com um grande
nimero de amastigotas intracelulares, possivelmente devido a caracteristicas de infectividade
diferenciada desta espécie de Leishmania (CHANG, 1980).

Na infec¢do por L. amazonensis realizada no presente estudo, observa-se a presencga de
vacuolos parasitéforos que podem atingir até 25um de tamanho contendo vdrios amastigotas
aderidos a membrana dos mesmos ou soltos em seu interior (FIGURA 9A). Tais vacuolos
parecem estar preenchidos por fluido, como se uma pressao de turgor os mantivesse armados,
fazendo-os parecer esferas dentro dos macréfagos quando as células estdo infectadas por L.
amazonensis (FIGURA 9A). Cabe ressaltar que nem todos os vacudolos produzidos na
infec¢do por L. amazonensis em macrdfagos apresentam tal morfologia, especialmente em
células sofrendo mitose ou com infeccio muito elevada, nas quais os vacuiolos se tornam

pequenos e estdo totalmente tomados por amastigotas.
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Antoine et al. (1998) e Chang et al. (2003) descreveram a presenca deste tipo de
vactiolo em distintas linhagens celulares quando infectadas por L. amazonensis, sugerindo que
a formacdo do vactiolo seja induzida pela espécie de Leishmania. Segundo Chang (1980),
para L. amazonensis, a presenga destes vactolos estd associada a infec¢do por parasitos vivos
e virulentos, uma vez que os mesmos sdo ausentes em células infectadas com parasitos mortos
fixados ou avirulentos e regridem com o tratamento anti-leishmania.

J4 na infecc@o por L. braziliensis, foi observada a formacdo de vaciolos pequenos
contendo um ou dois amastigotas (FIGURA 9B), conforme descrito anteriormente por
Balanco et al. (1998) para esta mesma linhagem celular. Resultados semelhantes sdo
observados em preparacdes obtidas de animais ou de pacientes infectados, sugerindo ser esta
uma caracteristica da espécie de Leishmania. Apesar da importancia clinica e epidemiolégica
desta espécie na América Latina, o modelo de infeccdo celular in vitro por L. braziliensis para

avaliacdo de farmacos € pouco explorado na literatura, devido as dificuldades de cultivo e

manutencdo in vitro do parasito.

Figura 9: Células da linhagem J774.Al infectadas com Leishmania coradas pelo Giemsa. (A)
L. amazonensis (B) L. braziliensis. As setas indicam o(s) vacuiolo(s) parasitéforo(s). A barra
representa 10pum.
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Mesmo utilizando o dobro de amastigotas axénicos para infectar os promondcitos com
L. braziliensis, a taxa de infeccdo e o nimero de amastigotas obtidos por célula foram sempre
inferiores aos obtidos com L. amazonensis (TABELA 3). Isto sugere fortemente diferencgas
nos tempos de geracdo destes amastigotas e/ou em suas interagdes com a célula hospedeira,

enfatizando diferencas interespecificas.

Tabela 3: Porcentagem média de infec¢do e nimero de amastigotas por célula da linhagem
J774.A1 infectada com amastigotas axénicos de L. amazonensis e L. braziliensis.

. . Porcentagem Nimero médio de amastigotas por célula
Espécie (1 . ~ .
média de infec¢do infectada
L. amazonensis (5:1) 47.8 + 13 45418
L. braziliensis (10:1) 30,1 6,7 29+ 11

Os resultados representam a média + desvio padrao de dois experimentos independentes realizados em triplicata.

Espécies como L. amazonensis e L. major sio modelos amplamente utilizados em
estudos diversos envolvendo parasitos do género Leishmania e os resultados obtidos com
estas sdo inferidos também para outras espécies, como L. braziliensis. Entretanto, a conhecida
diferenca entre as espécies de Leishmania no que se refere, por exemplo, a sensibilidade aos
farmacos, ressalta a importancia de pesquisas voltadas para o tratamento especifico de formas

clinicas das leishmanioses causadas por L. braziliensis.

4.6. Avaliacao in vitro da citotoxicidade e atividade leishmanicida de chalconas

4.6.1. Chalcona 4-metoxichalcona e seus derivados sulfonados

As chalconas derivadas da 4-metoxichalcona (MET) foram avaliadas quanto a sua
citotoxicidade frente a células da linhagem J774.A1 e quanto a sua atividade leishmanicida

contra promastigotas e amastigotas axénicos de L. amazonensis (TABELA 4).

41



Os derivados sulfonados da MET foram significativamente (p< 0,05) mais téxicos

para as células da linhagem J774.A1 (CCsp= 15,3 a 61,2uM) do que a MET ndo substituida

(CCsp= 92,2uM). Entretanto, com excecdo do composto CRS50, os demais compostos

sulfonados apresentaram significativamente (p< 0,05) maior atividade leishmanicida (Clso=

3,9 a 15,0uM) frente as formas promastigotas quando comparados com MET (Clsp= 43,3uM).

Com excecdo do composto CR54, todos os derivados sulfonados apresentaram indices

de seletividade (IS) de 2 a 5 vezes superiores ao de MET. O indice de seletividade indica

quantas vezes o composto € mais toxico para o parasito que para a célula hospedeira.

Tabela 4: Citotoxicidade frente a linhagem celular J774.A1, atividade leishmanicida in vitro
contra formas promastigotas e amastigotas axénicas de L. amazonensis e indice de
seletividade da 4-metoxichalcona (MET) e seus derivados sulfonados (CR).

Linhagem celular

L. amazonensis

Chalcona J774.A1 Promastigotas Amastigotas axénicos
CCso (nM) ClILs (uM) IS (CCsi/Cls) Clso (kM)
MET 92,2 (89,5-94,9) 43,3(31,1-60,2) 2,1 153,4 (129 — 182,3)
CR33 55,3 (55,1-55,6) 10,7 (9,1 —12,6) 5,1 116,2 (98,4 — 137,4)
CR34 55,0 (54,3-55,7)  13,0(9,0-18,9) 4,2 123,7 (100,8 — 151,9)
CR50 54,7 (53,4 -559) SA SA 122,7 (82,7 - 181,9)
CR51 54,5 (54,1 — 54,9) 5,6 (3,2-9,8) 9,7 88,6 (72,4 — 108,4)
CR52 54,5 (54,0 — 54,9) 39(14-11,1) 14 55,6 (42,7 -172,5)
CRS53 61,2 (59,0-63,5) 5,6(4,31-7,31) 10,9 54,6 (46,3 — 64,6)
CR54 15,3 (13,7-17,0) 15,0 (10,4 -21,7) 1 121,1 (76,9 — 190,7)
CRS55 24,3 (22,1 - 26,9) 7,2 (5,7-9,3) 34 171,4 (120,6 — 243,5)
CR57 70,1 (64,9 - 75,3) 9,8 (7,1 —13,6) 7,1 NA
Anfotericina
B NA 0,21 (0,18 - 0,24) NA 0,43 (0,35-0,49)

SA= Sem atividade inibitdria contra Leishmania; NA= Nao avaliado. Dados da CI50 para formas promastigotas de L. amazonensis obtidos

por Carla Regina Andrighetti-Frohner (dados ndo publicados). Os resultados representam a média de dois experimentos independentes

realizados em triplicata com intervalo de confianga de 95%.
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A presenca dos substituintes na amina aromdtica do grupo sulfonamida parece ser
importante para a eficiéncia da atividade leishmanicida. A auséncia de grupos substituintes,
como o composto CR50 anula qualquer atividade contra L. amazonensis. Quase todos os
substituintes na posi¢do para do anel anilina aromdtico aumentam a atividade leishmanicida
(CR51, CR52 e CR53). Pode ser observado que ndo somente substituintes aceptores de
elétrons como também doadores de elétrons na posicdo 4 aumentam a atividade leishmanicida
relativa ao composto CR50. No composto CRS55, o grupamento metila parece contribuir
significativamente com esta atividade, uma vez que a presenga do mesmo faz com que a
atividade leishmanicida inexistente em CR50 passe para Clso= 7,2uM em CRSS.

Quando avaliados contra amastigotas axénicos de L. amazonensis, 0s compostos
mostraram atividade significativamente menor (variando de 3 a 23 vezes) do que contra
promastigotas da mesma espécie. A falta de disponibilidade do composto CR57 nos
impossibilitou de avaliar sua atividade frente as formas amastigotas axénicas.

Contra formas amastigotas axénicas, os compostos mais potentes foram CR51 (Clsg =
88,6uM), CR52 (Clsp = 55,6uM) e CRS53 (Clsop = 54,6uM). Entretanto, considerando a
atividade da anfotericina B, farmaco utilizado como controle em nossos experimentos, oS
compostos avaliados foram cerca de 260 a 800 vezes menos ativos que a Anfotericina B
contra amastigotas axénicos de L. amazonensis.

A grande diferenca observada na atividade dos compostos contra formas
promastigotas e amastigotas axénicas corrobora as diferencas bioquimicas existentes entre as
duas formas do parasito (SERENO; LEMESRE, 1997a; SERENO et al., 1998; CALLAHAN
et al., 2001; FUMAROLA; SPINELLI; BRANDONISIO, 2004).

Sereno e Lemesre (1997a) obtiveram resultados variados quanto a suscetibilidade de
amastigotas axénicos e promastigotas de L. infantum, L. amazonensis e L. mexicana frente a

compostos leishmanicidas tradicionalmente utilizados no tratamento clinico das
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leishmanioses. Para o farmaco Pentostan, a Clsy variou de 248 a 470ug/ml contra
promastigota e de 134 a 270ug/ml contra amastigotas axénicos. J4 a Pentamidina foi
aproximadamente dez vezes mais ativa contra promastigotas variando de 0,45 a 1,03uM em
relacdo a formas amastigotas onde a Clsy variou de 4,52 a 7,95uM. Ephros et al. (1999)
relatam a atividade estagio-especifica do Antimonio Pentavalente (SbV), sendo este 73 a 271
vezes mais ativo contra amastigotas axénicos do que contra promastigotas.

Mesmo observando-se baixa atividade destas chalconas contra amastigotas axénicos,
todos os compostos foram avaliados contra formas intracelulares de L. amazonensis, para fins

comparativos (TABELA 5).

Tabela 5: Atividade leishmanicida in vitro da 4-metoxichalcona (MET) e seus derivados
sulfonados (CR) contra formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis.

Porcentual de Inibicio (PI) L. amazonensis

Chalcona

25uM SuM 1uM
MET SA SA SA
CR33 SA SA SA
CR 34 333+16 SA SA
CR50 55,3+£227 SA SA
CR51 60,1 +6,5 SA SA
CR52 77,8 £5,8 57,7+3,6 SA
CR53 59,5+19 SA SA
CR54 95,1£3 29,1 £8,2 SA
CR 55 SA SA SA
CR57 83,5+ 10 SA SA

Anfotericina B NA NA 99 +0,7

NA= Nao avaliado; SA= Sem atividade inibitéria contra Leishmania. Os resultados representam a média de

dois experimentos independentes realizados em triplicata.
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Sete dos 10 compostos (70%) apresentaram atividade inibitéria da proliferacio
intracelular na concentracdo de 25uM, com PI (porcentagem de inibi¢@o) variando de 33,3%
(CR34) a 95,1% (CR54). Destes, apenas dois mantiveram a atividade na concentracio de
SuM (CR52 e CR54) e em taxas bem menores (Pl= 57,7% e PI=29,1%, respectivamente).
Nenhum composto apresentou atividade leishmanicida intracelular na concentragdo de 1uM.

A combinagdo dos grupos chalcona e sulfonamida aumentou a atividade leishmanicida
dos compostos contra formas amastigotas intracelulares, quando comparados a chalcona
original, MET e seus derivados sulfonados.

A maior atividade dos compostos contra amastigotas intracelulares comparando-se
com amastigotas axénicos pode ser devida aos mecanismos de defesa celular como, por
exemplo, a producdo de 6xido nitrico induzida pelo composto (ndo avaliada no presente
estudo). Além disso, é possivel que a maior atividade intracelular se deva a mecanismos de
concentragdo e/ou transformacdo dos compostos no vactolo parasitéforo favorecendo a
atividade antiparasitaria (NI; MENG; SIKORSKI, 2004; NOWAKOWSKA, 2007).

Sereno e Lemesre (1997a) utilizando concentragdes de Pentamidina iguais as presentes
no soro de pacientes em tratamento (0,5 a 0,8uM), contra amastigotas axénicos de Leishmania
ndo observaram nenhuma atividade leishmanicida. Segundo estes autores, dada a conhecida
atividade deste farmaco no tratamento da leishmaniose, tais resultados sugerem um papel
importante do macréfago na atividade leishmanicida da pentamidina através da metabolizacio
ou concentragdo do composto. Contudo, o mecanismo de atuacio dos derivados de antimdnio
permanece ainda desconhecido, apesar de estes compostos estarem em uso clinico ha cerca de

100 anos (EPHROS et al., 1999).
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4.6.2. Chalconas C, CL e C0
As chalconas das séries C, CL e CO foram avaliadas quanto a sua citotoxicidade frente
a células da linhagem J774.A1 e quanto a atividade leishmanicida frente a formas

promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis (TABELAS 6 e 7).

Tabela 6: Citotoxicidade frente a linhagem celular J774.A1, atividade leishmanicida in vitro
contra formas promastigotas de L. amazonensis e indice de seletividade de chalconas das
séries C, CL, CO.

Chalcona J774.A1 Promastigotas L. amazonensis
CCso (uM) ClIs (nM) IS (CCs¢/Cls)
C4 282,1(271,4 -293,1) 33,9 (20,9 - 55,0) 83
C17 94,0 (92,7-95.4) 20,7 (15,6 —27.,5) 4,5
C19 62,2 (58,8 - 65,7) 17,5 (10,2 — 29,6) 3,6
C26 45,8 (41,3-50,3) 30,1 (22,9 - 39,8) L5
Co3 497,6 (312,7-792,1) 10,0 49,7
Co0s5 93,1 (92,8-934) 35,0 (19,4 — 66,8) 2,7
Co09 93,3 (92,1 —94.,5) 29,0 (12,9 - 65,0) 32
CL2 33,5(32,6—34,4) 10,0 33
CLS8 69,3 (57,1 -84,1) 18,0 (16,7 — 19,3) 39
CL10 245,3 (215,2 -300,5) 90,6 (71,6 — 114,7) 2,7
Anfotericina B NA 0,21 (0,18 —0,24) NA

NA= Nio avaliado. Os resultados representam a média de dois experimentos independentes realizados em triplicata com intervalo de

confianca de 95%.
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Tabela 7: Atividade leishmanicida in vitro de chalconas das séries C, CL e CO contra formas
amastigotas intracelulares de L. amazonensis.

Porcentual de Inibicao (PI) L. amazonensis

Chalcona

200pM 100pM 50pM 25uM 5pM

C4 NA 74,8 £6,6 SA SA SA
C17 NA Citot6xico SA SA SA
C19 NA Citotéxico 67,7+12,2 SA SA
C26 NA Citotdxico Citotéxico SA SA
Co3 98,8 +1 93,6 +5,3 552+79 SA SA
Co05 NA 94,7+3 SA SA SA
Co09 NA 99,6 + 0,4 SA SA SA
CL2 NA Citotdxico SA SA SA
CL8 NA Citotéxico SA SA SA
CL10 NA SA SA SA SA

NA= Nio avaliado; SA= Sem atividade inibitéria contra Leishmania. Os resultados representam a média de dois experimentos independentes

realizados em triplicata.

Este grupo de compostos apresentou citotoxicidade e atividade leishmanicida contra
promastigotas variando de CCsp = 33,5uM (CL10) a 497,6uM (C03) e Clsop= 10uM (CO03 e
CL2) a 90,6uM (CL10). O indice de seletividade dos compostos variou de 1,5 a 49,7.

As chalconas da série CO (C03, CO5 e C09) que tiveram atividade bioldgica mais
expressiva, sdo chalconas naturais que possuem no anel A um radical oxigenado. Estas trés
chalconas foram as que apresentaram maior atividade leishmanicida contra formas
amastigotas intracelulares, sugerindo correlacdo entre a presenga do radical oxigenado e a
atividade. A chalcona CO3 apresentou o melhor indice de seletividade contra formas
promastigotas de L. amazonensis (49,7) e foi o composto mais ativo contra formas
intracelulares.

A diferenga entre os compostos C03 e COS5 ¢é a presenga do grupo hidroxila na posicao

para do anel B em CO05. O composto CO5 foi mais citotdxico e menos ativo, tanto contra
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promastigotas quanto contra amastigotas intracelulares. De forma semelhante, modificacdes
na estrutura do radical ligado ao anel A em C09 causaram redug@o no indice de seletividade
do composto contra promastigotas e amastigotas intracelulares.

Os compostos da série CL apresentaram atividade semelhante aos da série CO contra
formas promastigotas, ndo tendo por outro lado apresentado atividade leishmanicida contra
formas amastigotas intracelulares. Além disso, todos os compostos CL mostraram-se muito
citotoxicos frente a células da linhagem J774.A1.

Para a série C de compostos, o indice de seletividade variou de 1,5 a 8,3. O composto
C4, que apresenta um Cloro na posi¢do 4 do anel B apresentou o melhor indice de
seletividade e reduziu a infec¢do celular em 74,8% na concentragdo de 100uM. O composto
C26 que apresenta duas moléculas de Cloro no anel A e uma hidroxila no anel B apresentou
uma elevada citotoxicidade (CCsp= 45,8 uM) e nenhuma atividade leishmanicida contra
amastigotas intracelulares.

Boeck et al. (2006) avaliaram a atividade de chalconas e seus andlogos, verificaram
uma correlacdo positiva entre a atividade citotéxica do composto e o niimero de radicais Cl na
molécula. Em nossos estudos, os compostos C26, CR53, CL8 que apresentam dois dtomos de
Cloro foram também os mais citotoxicos, corroborando os dados da literatura.

A figura 10 apresenta resultados representativos da avaliagdo microscopica dos

experimentos contra amastigotas intracelulares de L. amazonensis.
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Figura 10: Resultados representativos da avaliagdo microscépica de células da linhagem
J774.A1 infectadas com L. amazonensis coradas pelo Giemsa (A) Controle negativo sem
composto leishmanicida e presenca de 1% DMSO por 48 horas; (B) Controle positivo
tratamento com Anfotericina B na concentracio de 1uM por 48 horas; (C) Tratamento com
CR54 na concentracdo de 25uM por 48 horas; (D) Tratamento com CO03 na concentragio de

100uM por 48 horas. As setas apontam os vacuolos parasitéforos vazios. A barra representa
10pm.
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4.6.3. Chalconas derivadas da 3,4-metilenodioxi-acetofenona (série L) e da 2-
naftilacetofenona (série R)

As chalconas das séries L e R foram avaliadas quanto a sua citotoxicidade frente a

células da linhagem J774.A1 e atividade leishmanicida frente a formas promastigotas de L.

braziliensis (TABELA 8).

Tabela 8: Citotoxicidade frente a linhagem celular J774.A1, atividade leishmanicida in vitro
contra formas promastigotas de L. braziliensis e indice de seletividade de chalconas das séries

LeR.
J774.A1 Promastigotas L. braziliensis
Chalcona
CCs (uM) Clso(uM) IS (CCs¢/Clsp)

L2 56,0 (54,9 - 57,2) 8,3(6,9-99) 6,7
L3 110,5 (97,3 - 125,4) 13,6 (12,9 - 14,3) 8,1
L17 248,1 (196,0 — 314,1) 13,1 (12,2 - 14,0) 18,9
L23 56,0 (54,7-574) 14,5 (12,8 — 16,4) 39
L25 54,2 (53,0-554) 11,6 (10,2 — 13,2) 4,7
L26 55,8 (54,5-57,1) 7,1 (5,2-9,6) 7.9
L29 53,9 (51,6 — 56,3) 13,2 (12,7 -13,8) 4,1
R7 33,9 (33,3 -34,6) 6,7 (5,1 -8.,9) 5.1
R13 35,5 (35,0-36,0) 4,8 (2,9-8,0) 7.4
R15 45,9 (44,3 — 47,6) 12,5 (11,8 - 13,3) 3,7
R19 76,0 (68,2 — 84,7) 10,9 (9,2 -13,0) 7,0
R29 1375,0 (337,3 - 1901,6) 16,4 (14,6 — 18.5) 83,8
R32 56,0 (55,4 — 56,5) <1 > 56
R36 58,9 (56,4 — 57,3) 11,7 (11,3 - 12,0) 5,0

Anfotericina B NA 0,23 (0,16 — 0,26) NA

Os resultados representam a média de dois experimentos independentes realizados em triplicata com intervalo de confianga de 95%.
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Todos os 14 compostos avaliados apresentaram atividade leishmanicida contra formas
promastigotas com indice de seletividade variando de 3,7 a 88,3. No entanto, nenhum destes
compostos apresentou atividade contra formas amastigotas intracelulares em concentragdes <
que 50uM (FIGURA 11). A excegdo dos compostos L3, R19 e R29 que nio foram citotéxicos
para macr6fagos infectados, os demais compostos destruiram totalmente as monocamadas na
concentragdo de 5S0uM. O composto L17, que apresentou baixa citotoxicidade (CCsp=
248,1uM), causou destruicdo nas monocamadas de J774.A1 infectadas com L. braziliensis na
concentracio de 50uM. E plausivel aceitar que células infectadas por Leishmania apresentem
maior susceptibilidade aos efeitos citotdxicos de compostos que células ndo infectadas.
BRITO et al. (2006) mostraram que macréfagos da linhagem J774 infectados por L.
braziliensis foram significativamente mais sensiveis que as células ndo infectadas frente ao
composto testado. Esta maior susceptibilidade de células infectadas pode ser decorrente de
alteracdes no potencial de membrana do macréfago causadas pelo parasito, conforme
demonstrado por Forero et al. (1999).

Com estas séries de chalconas L e R, observamos a total auséncia de correlacdo entre
atividade contra promastigotas e amastigotas intracelulares. O composto R32, apesar de haver
apresentado boa atividade leishmanicida contra formas promastigotas de L. braziliensis (Clsg
< 1uM) ndo apresentou atividade contra formas amastigotas intracelulares em concentracdes

<25uM (FIGURA 11).
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Figura 11: Resultados representativos da avaliacdo microscépica de células da linhagem
J774.A1 infectadas com L. braziliensis coradas pelo Giemsa. (A) Controle negativo sem
composto leishmanicida e presenca de 1% DMSO; (B) Controle positivo tratamento com
Anfotericina B na concentragdo de 1pM por 48 horas; (C) Tratamento com R32 na
concentragdo de 25puM. A seta aponta um vacuiolo parasitéforo vazio. A barra representa
10pm.

Neste sentido, embora mais trabalhoso, o modelo de amastigotas intracelulares
apresenta vantagens significativas em relacdo ao modelo de promastigota, uma vez que 0s

resultados obtidos permitem avaliar ndo apenas a atividade leishmanicida do composto, mas

também determinar a atividade citdéxica do mesmo.
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No presente estudo, o mecanismo de acdo das chalconas que apresentaram atividade
leishmanicida nao foi investigado. Diversos autores tem relacionado a atividade leishmanicida
de chalconas a uma ag¢fo inibitdria sobre enzimas mitocondriais do parasito, como a fumarato
redutase, succinato desidrogenase, NADH desidrogenase, succinato redutase e NADH
citocromo c redutase (CHEN et al., 1993; ZHAI et al., 1995; TORRES-SANTOS et al., 1999;
ZHAI et al., 1999; CHEN et al., 2001; NOWAKOWSKA, 2007).

A Licochalcona A, uma chalcona oxigenada isolada das raizes de uma planta chinesa
(Glycyrrhiza), inibiu o crescimento de L. major e L. donovani, com Clsy= 2,5 — 4ug/ml contra
formas promastigotas e causou redugdo significativa no niimero de amastigotas intracelulares
em concentracdes de 1 — 0,5ug/ml (CHEN et al., 1993). Estes autores verificaram um
completo desaparecimento dos amastigotas intracelulares em concentragdes de 5 e 10pg/ml
do composto. A atividade leishmanicida de licochalcona A foi atribuida a alteragdes
estruturais e funcionais causadas especificamente na mitocondria do parasito (ZHAI et al.,
1995). Estudos posteriores envolvendo outras chalconas oxigenadas demonstraram que a
atividade leishmanicida destes compostos é devida a inibi¢do da enzima mitocondrial
fumarato redutase bloqueando especificamente a captacdo e transporte de glicose pelo
parasito (ZHAI et al., 1999; CHEN et al., 2001).

Entretanto, nem todas as chalconas parecem agir de forma semelhante. Boeck et al.
(2006) sintetizaram e testaram atividade leishmanicida de andlogos da DMC e 3 destes,
contendo grupamentos nitro, flior e bromo apresentaram atividade seletiva aumentada contra
os parasitos, quando comparados com a chalcona ndo substituida. Os autores sugerem que a
atividade destas chalconas néo parece ser relacionada a inibi¢do da enzima fumarato-redutase,
divergindo entdo do mecanismo de a¢do da Licochalcona A.

A 27,6°-dihidroxi-4 -metoxichalcona (DMC), isolada de inflorescéncias de Piper

aduncum, demonstrou significativa atividade in vitro contra promastigotas e amastigotas
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intracelulares de L. amazonensis, com doses efetivas 50% de 0,5 e 24ug/ml, respectivamente
(TORRES-SANTOS, 1999). Segundo estes autores, o efeito inibitério em amastigotas é
aparentemente devido a uma acdo direta do composto no parasito, € ndo a uma ativacio do
metabolismo oxidativo de nitrogénio da célula hospedeira, uma vez que a producio de 6xido
nitrico por macrdfagos, estimulados ou ndo com interferon gama recombinante foi reduzida e
ndo aumentada na presenca da DMC.

O desenvolvimento de um novo firmaco € um processo complexo e moroso que
requer além de uma sofisticada infraestrutura e equipes multidisciplinares, um consideréavel
aporte de recursos financeiros. O firmaco a ser colocado no mercado tem que ter propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas desejdveis (meia vida de pelo menos 12 horas,
capacidade de penetrar o citoplasma celular e atingir a molécula alvo) e ndo causar efeitos
colaterais (TROUILLER et al., 2001; URBINA; DOCAMPO, 2003).

A importincia de se trabalhar com compostos sintetizados reside na possibilidade de
alteracdes dirigidas na estrutura quimica, incluindo ou substituindo radicais a molécula para
tornd-la mais ativa e direcionada para alvos especificos e desta forma aumentar sua atividade
especifica e minimizar seus efeitos colaterais.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que algumas chalconas substituidas, bem
como chalconas naturais podem se constituir em moléculas protétipos de interesse para o

desenvolvimento de um novo fairmaco para o tratamento das leishmanioses.
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5. CONCLUSOES

Nas condi¢des de cultivo padronizadas no presente estudo foi possivel obter
amastigotas axénicos de L. braziliensis e L. amazonensis com taxas de 93 £2,6 e 97 +
1,2, respectivamente;

Utilizando amastigotas axénicos de L. braziliensis (10:1) e L. amazonensis (5:1) foi
possivel obter taxas de infeccdo de 30,1 + 6,7 e 47,8 £ 13 para a linhagem celular
J774.A1 submetida a infec¢do por 16 horas em meio RPMI-1640 suplementado com
20% SBF a 34°C;

A linhagem celular J774.A1 constitui-se em um modelo adequado para avaliacdo da
atividade leishmanicida in vitro de compostos;

Uma baixa correlacdo da atividade leishmanicida dos compostos testados contra
formas promastigotas e amastigotas intracelulares e/ou ax€nicos foi observada;

As chalconas que apresentaram a maior atividade leishmanicida foram em geral
também as mais citotoxicas para a linhagem J774.A1;

A combinagdo de dois grupamentos farmacoféricos distintos (chalcona e sulfonamida)
aumentou a atividade leishmanicida dos compostos;

As chalconas das séries R e L embora ativas contra formas promastigotas, ndo
apresentaram qualquer atividade leishmanicida contra formas intracelulares em
concentragdes < a SOuM.

Os compostos mais promissores para futuros estudos in vivo sdo os do grupo C0O: C03,

CO05 e CO09.
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Abstract

Columbids (pigeons and doves) are the primary host of Trichomonas gallinae, the flagellate protozoon which causes avian trichomoniasis, a
widespread, often lethal disease. Although predominantly apathogenic, the organism is paradigmatic for the study of strain-specific virulence, with
some strains causing greater than 75% mortality and epizootic die-offs in wildlife populations. In recent years, research on this important emerging
pathogen has been neglected and genetic variation within the parasite has not hitherto been investigated. The pink pigeon (Columba mayeri),
endemic to Mauritius and one of the world’s rarest pigeons, suffers high levels of nestling/fledgling mortality from trichomoniasis. As a closed
oceanic island population with recorded life-history parameters for all birds, this species represents a unique resource for the study of this host—
parasite interaction. To investigate genetic variation within 7. gallinae in Mauritian columbids, isolates were collected from pink pigeons and
another widespread species, the Madagascar turtle-dove (Streptopelia picturata). Comparison of the 5.8S region of rDNA and surrounding
internally transcribed spacer regions (ITS) showed no sequence variation between isolates or with an unrelated but previously sequenced T.
gallinae isolate (Genbank). This confirmed all 24 isolates as 7. gallinae, and defined this section of the genome as a good species marker. In
contrast, Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) analysis of the isolates revealed considerable genotypic variation between isolates. RAPD
genotypes appeared to correlate with geographic distribution and host species, suggesting inter-species transmission and rapid host adaptation by

the parasite.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Trichomonas gallinae; Endangered species; Molecular epidemiology; Molecular evolution; Pink pigeon

1. Introduction

Trichomonas gallinae is the causative agent of avian
trichomoniasis, or canker, an often lethal and epizootic disease.
Although columbiform birds (pigeons and doves) are con-
sidered to be the primary hosts of 7. gallinae, infection occurs
in many other avian orders worldwide, including both wild and
domestic birds (Stabler, 1954). Because it is not known whether
T. gallinae is a single species or a group of species and whether
virulent strains are simply the result of shifts in one or two key
virulence determinants, or represent entirely different geno-
types which could be described as separate species or

* Corresponding author. Tel.: +44 1603 591225; fax: +44 1603 593752.
E-mail address: k.tyler@uea.ac.uk (K.M. Tyler).

1567-1348/$ — see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.meegid.2007.01.002

subspecies; this study set out to assess the degree of genetic
diversity between isolates of this pathogen.

Trichomonas gallinae is widespread in columbiforms but is
often apathogenic, with strains varying markedly in their
virulence, and this has been attributed to phenotypic features
such as haemolytic activity. Differential virulence has been
demonstrated for other trichomonads, such as 7. vaginalis, and
is strongly associated with genetic strain variability (Vanacova
et al., 1997). Virulent strains of 7. gallinae cause large
economic impacts through the loss of avian livestock, and pose
problems for wild avian species. For instance, T. gallinae has
been implicated in recent die-offs of greenfinches Carduelis
chloris in the UK (Holmes and Duff, 2005; Lawson et al.,
2006). Historically it has been speculated that 7. gallinae may
have played a role in the final demise of the extinct passenger
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pigeon, Ectopistes migratorius (Stabler, 1954; Hoefle et al.,
2004).

The oceanic island of Mauritius has seen a number of avian
extinctions since human colonisation, including that of the
dodo, Raphus cuculatus. The last remaining endemic columbid
species, the pink pigeon, Columba mayeri, declined to just 15—
20 individuals in the 1970s (Durrell, 1984; Jones, 1987). An
integrated species and habitat recovery programme has
successfully increased the total pink pigeon population size
to around 350 birds in 5 subpopulations. As a result of intensive
monitoring, all birds have been individually marked with
numbered and coloured leg rings and long-term data on life-
history parameters, such as reproductive success and survivor-
ship, have been collected (Jones, 2004). In addition to the
endemic pink pigeon, other species such as the Madagascar
turtle-dove, Streptopelia picturata, are now widespread across
Mauritius and may be acting as reservoir hosts for 7. gallinae
infection (Bunbury, 2006). The pink pigeon population has
fluctuated between 300 and 370 individuals since 2000 and
trichomoniasis has been highlighted as a major mortality factor
(Swinnerton et al., 2005; Bunbury, 2006).

Strain variation as an explanation of differential virulence
for avian trichomonads is well established (BonDurant and
Honigberg, 1994) and may contribute to the fluctuating levels
of infection, morbidity and mortality observed within pink
pigeon subpopulations. Virulence also depends on other factors
such as previous exposure to the pathogen (protective
immunity) and individual immunocompetence. The latter
can be affected by factors such as age, concurrent disease,
genetic heterogeneity and food availability (Stabler and Braun,
1975; Swinnerton et al., 2005).

In the present study, we used molecular techniques
(amplification and sequencing of the ITS1/5.8S/ITS2 region)
to confirm that the parasites found in the crop of the Mauritian
pink pigeon and Madagascar turtle-dove are T. gallinae and
then investigate the genetic variability between these isolates
using Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) analysis.
We also relate 7. gallinae genotype to life-history parameters

available for those individuals from which the parasite isolates
were collected to investigate the genetic heterogeneity of T.
gallinae in Mauritius.

2. Material and methods
2.1. Parasites

Samples were derived from primary (crop) -cultures
incubated in InPouch TF culture kits (BioMed Diagnostics,
San Jose, Ca, USA) from 24 Trichomonas-infected, Mauritian
columbids including 19 pink pigeons of known sex, age and
subpopulation and 5 Madagascar turtle-doves (for further
details on sampling technique see Bunbury et al., 2005).

Each sample consisted of 25-50 pl of primary culture
suspended in 1 ml DNAzol™ stored at room temperature for no
more than 1 month prior to processing. Samples were collected
from birds in all five pink pigeon subpopulations; Combo, Bel
Ombre, Ile aux Aigrettes, Pigeon Wood and Plaine Lievre
(Fig. 1). To determine whether isolates were species-specific,
samples were also collected from infected Madagascar turtle-
doves, sampled at a sixth location (Petrin) in Mauritius. Details
of the life-history of all birds sampled are compiled in Table 1.

2.2. DNA preparation

Genomic DNA was isolated from each DNAzol® homo-
genised sample using protocol detailed at www.mrcgene.com/
dnazol.htm with slight modifications. Samples were centri-
fuged at 10,000 x g for 10 min at room temperature and 500 pl
of 100% ethanol was added to the resulting supernatant.
Samples were mixed by inversion and left to stand at room
temperature for 3 min. Further centrifugation of 10,000 x g for
10 min at room temperature, was used to separate out DNA by
sedimentation. The DNA pellet was washed twice, using 75%
ethanol. Following each addition of ethanol, the pellet was
resuspended and sedimented by 10 min centrifugation at
10,000 x g. The DNA pellet was air-dried, solubilised in
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Fig. 1. Map of Mauritius Island, showing the location of the 5 pink pigeon populations. Taken from Bunbury (2006) with consent.
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Table 1
Summary of information from life-histories for each columbid
# D Species  Age (years) Sex  Capture site  Hatch site
1 0729 CM 7 F BO Captive
2 0731 CM 7 F BO Captive
3 6-84263 CM 1 F PW PL
4 6-84255 CM 1 F PW PL
5 623079 CM 2 M PL PL
6 R226 SP n/a n/a  PETRIN n/a
7 R232 SP n/a n/a PETRIN n/a
8 R239 SP n/a n/a PETRIN n/a
9 R241 SP n/a n/a PETRIN n/a
10 R244 SP n/a n/a  PETRIN n/a
11 Al157 CM 8 M PW PW
12 A202 CM 9 M BO BO
13 6-23000 CM 3 M T1AA 1AA
14 6-23176 CM 0 F TAA TAA
15 6-23181 CM 0 M T1AA 1AA
16 0732 CM 7 F BO Captive
17 6-23024 CM 4 M COMBO COMBO
18 6-22891 CM 5 M COMBO TIAA
19  6-22938 CM 2 F BO BO
20 6-22949 CM 2 F COMBO COMBO
21  6-23034 CM 3 M COMBO COMBO
22 6-23051 CM 4 M PL PL
23 6-23107 CM 4 M BO PW
24 6-23127 CM 3 M COMBO PW

CM: Columba mayeri, SP: Streptopelia picturata, F: female, M: male, BO: Bel
Ombre, PW: Pigeon Wood, TIAA: Ile aux Aigrettes, PL: Plaine Lievre, n/a: not
available data.

100 wl distilled water and stored at 4 °C. DNA concentrations
for each isolate were obtained by spectrophotometry, based on
absorbance readings at 260 nm.

2.3. PCR amplification of the ITS1/5.8S/ITS2 region

Amplification of the ITS1/5.8S/ITS2 region was adapted
from Felleisen (1997). Oligonucleotide primers, TFRI1
(TGCTTCAGTTCAGCGGGTCTTCC) and TFR2 (CGGT-
AGGTGAACCTGCCGTTGG) were obtained from Qiagen
(Quigen Ltd., Crawley, UK). PCR reactions were undertaken
using Taq DNA polymerase reagent kit (Invitrogen Ltd.,

Table 2

Paisley, UK). Fifty microlitres reaction volumes were used as
described in the accompanying protocol, with slight modifica-
tions: 1x buffer, 0.5 mM MgCl,, 80 pmol dNTP mix (Bioline
Ltd., London, UK), 1-4 ul DNA, 1.25U Taq, 0.05% W-1
detergent and autoclaved distilled water to 50 pl. Following
5 min initial denaturation at 94 °C the following profile was
applied: 35 cycles of denaturation for 1 min at 94 °C, annealing
for 30s at 67 °C, extension for 1 min at 72 °C and a final
extension step at 72 °C for 5 min. The amplified product was
observed under UV light after ethidium bromide staining of a
1.5% agarose gel.

2.4. Sequencing and phylogenetic analysis of the ITS
region

Amplified PCR products were purified at room temperature
using the QIAquick PCR purification kit (Qiagen Ltd.)
Sequencing was carried out using ABI capillary DNA
sequencer (John Innes Genome Laboratory, Norwich, UK),
applying the same primers (TFR1 and TFR2) used for
amplification. Results in both directions were aligned and
reverse complemented using lasergene analysis software
seqman and editseq (DNAstar Inc, Maddison, WI). Sequences
were also manually trimmed using the same software.
Chromatograms were manually checked and edited using
Chromas 2.3 (www.technelysium.com.au). Sequences were
submitted online to Genbank using Banklt (identifier:
bankit872251 accession number: EF208019).

Homology between available 7. gallinae strains at this locus
was compared using ClustalW software (available in http://
www.ebi.ac.uk/clustalw/#). In addition to the 24 newly
determined sequences, 13 ITS-1/5.8S/ITS-2 rRNA nucleotide
gene sequences from Trichomomadidae were obtained from
NCBI Genbank™ (Table 2).

ClustalW version 1.82 was used to generate a pairwise and
then multiple alignment algorithm containing the Mauritius
consensus nucleotide sequence and the 13 sample sequences.
The neighbor-joining method (Saito and Nei, 1987) was used
to generate this alignment and a corresponding phylogenetic
tree.

List of species and additional GenBank™ information used for comparisons with Mauritian isolates

Species GenBank™ accession number Strain Host Length ofiTS-1/5.8S1TS-2 region (bp)
Trichomonas gallinae AY349182 G7 Pigeon 300
Trichomonas gallinae U8B614 TG Pigeon 369
Trichomonas canistomae AY?244652 FIRIXI Dog 328
Trichomonas sp.* AJ784785 24 K Dog 373
Trichomonas tenax U86615 Hs-4 Human 368
Trichomonas vaginalis AY349185 JT Human 297
Trichomonas vaginalis AY349184 TO63 Human 297
Tetratrichomonas gallinarum AY244649 1-11-M2 Chicken 328
Tetratrichomonas gallinarum AY244648 726/7 Chicken 328
Trichomonas sp. AF236105 - Pekin duck 372
Tritrichomonas foetus AF466751 NCSU-TCa Cat 1395
Tritrichomonas foetus AF4B6749 NCSU Tfs-1 Cat 1395
Tritrichomonas augusta AY245163 HYLA Common tree frog 325

“Trichomonad species not determined.
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2.5. RAPD analysis

Ten nanograms genomic DNA was randomly amplified in
20 wl final reaction volume, containing 1 x PCR buffer,
2.5mM MgCl,, 0.05U/pl Tag from Tag DNA polymerase
reagent kit (Invitrogen Ltd, Paisley, UK) plus 0.25 pmol
primer. The primers used for this analysis, OPD1, OPD2,
OPD3, OPD4, OPDS5, OPD6, OPD7, OPDS, OPD9, OPD10,
were obtained from Operon Technologies Inc. (Alameda,
California). PCR was performed in 0.2 ml eppendorf tubes in a
thermocycler using the following conditions: 5 min initial
denaturation at 94 °C, 40 cycles of denaturation at 94 °C for
1 min, annealing at 36 °C for 1 min, extension at 72 °C for
2 min and a final extension of 15 min at 72 °C. A no template
control was used for each reaction. PCR products were
separated using 10% polyacrylamide gels, stained with
ethidium bromide, visualised under UV light and digitally
recorded using a Multi Doc-it imaging system (UVP, Inc.).

Amplification was repeated at least twice for each primer, in
order to confirm the obtained pattern.

2.6. Heterogeneity analyses

The presence or absence of each band was visually scored
(single investigator blinded) and a taxon/character matrix was

_l'Consensus_sequence': -0.00257
‘T.gallinae_g7": 0.00257
— 'T.gallinae_TG" 0.00832
‘T.canistomae_BRIXI': 0.00762
‘Trichomonas_sp": -0,00152
‘Ttenax": 0,02833

‘Twvaginallis_JT% 0.00337
|'T.vaginallis_T068': 0.00000
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constructed. The program FreeTree was used for all computa-
tions (Pavlicek et al., 1999). The data was analysed using the
Dice similarity coefficient (Dice, 1945), based on band-sharing
between all possible pairs in an analysis group, and a matrix of
similarity was constructed. The similarity data was then used for
unweighted pair group method analysis (UPGMA) (Sneath and
Sokal, 1962), and bootstrap values (for 1000 replicates) were
computed. The phenon line marked on the UPGMA indicates the
point of reference for dividing the organisms into separate
groups.

3. Results
3.1. ITS1/5.85/ITS2 amplification and sequencing

Amplification of all 24 isolates produced fragments of 216
base pairs, comprising all of the 5.8S region (158bp) and partial
ITS1 (20bp) and ITS2 (38bp) regions. Sequencing of these
fragments revealed that all sequences were identical within the
region amplified in this study. The consensus sequence
(EF208019) was compared to previously known trichomonad
ITS sequences. Within the Genbank™ database, sequences
corresponding to this region of trichomonad DNA are meagre,
with only two T. gallinae sequences available. Alignments of
these and the Mauritian consensus sequence, revealed the

Tetratrichomonas_gallinarum_1: 0.00000
—E' T.gallinarum_226/7": 0.00000
‘T.sp._"duck_salpingitis™: 0.01281

|'Tritrichomonas_foetus_NCSU-TC: 0.00000

‘Tfoetus_NCSU_Tfs-1":0.00000
; ‘Tritrichomonas_augusta_HYLA'": 0.05755

Fig. 2. Phylogenetic tree determining genetic relationship and evolutionary distance between related Trichomonad species. Mauritian 7. gallinae DNA corresponding
to partial ITS-1/5.8S/partial ITS-2 sequence was analysed against other members of the Trichomonad order. Data for tree construction obtained from http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/. The length of each branch is proportional to the amount of evolutionary distance between the different species.
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M=100bp DNA ladder T. gallinae isolates as numbered.

Fig. 3. Representative RAPD pattern obtained for the isolates. An EtBr stained 10% polyacrylamide gel separating OPDS5 obtained pattern is shown.
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Mauritian isolates were identical to the 7. gallinae Brazilian G7
strain sequence (Kleina et al., 2004), and differed at three bases
from the other T. gallinae isolate available from the Rivolta
1878 strain. One of these base changes was found within the
ITS1 sequence, and the other two within the 5.8S sequence. To
determine the length of inferred evolutionary change that has
occurred between the sampled 7. gallinae and other members of
the Trichomonad order, a phylogenetic tree was constructed
(Fig. 2), which clearly segregates T. gallinae sequences from
other trichomonad species.

3.2. Heterogeneity

The RAPD technique was used to assess intraspecific
variability within T. gallinae. Amplification of the DNA
samples was tested using 10 random primers. Of these, four
resulted in a pattern useful for heterogeneity analysis: OPD3
(GTCGCCGTCA), OPD5 (TGAGCGGACA), OPD7
(TTGGCACGGG) and OPD8 (GTGTGCCCCA). Two pink
pigeon samples were excluded from the analysis due to weak
and inconsistent amplification. Fig. 3 is a representative
example of patterns obtained for the other samples. Of the
bands obtained, 22 were considered consistent and reliable
(reproducing the same band pattern in at least three
independent amplifications) and were therefore scored for
the different isolates. Of these, eight bands were common to
all individuals while 14 were polymorphic. The phenogram
divided the isolates into seven distinct groups (Fig. 4). All T.
gallinae genotypes from the Madagascar turtle-dove were

clustered within two groups, B and F, whilst the pink pigeon
isolates were more polymorphic, comprising five groups,
with some geographical correlation. Genetic heteroge-
neity was found within the 7. gallinae isolates, indicating
strain variation within these two columbid species in
Mauritius, and demonstrating species-specific and geogra-
phical correlations.

3.3. Correlation with geographical distribution and host
species

Trichomonas genotypes varied between pink pigeon
subpopulations (Fig. 4). By UPGMA analysis of the
genotypes two lineages are discerned with a high degree of
confidence, with four out of five of the Madagascar turtle-
dove derived isolates clustering together within one group (F)
of lineage I. Geographically, all samples collected from the
Pigeon Wood subpopulation clustered together in group G. In
group A, three of the four birds sampled were from Bel
Ombre, while in group D, both birds were from Combo.
Group E was the most heterogeneous group, comprising birds
from the Ile aux Aigrettes, Bel Ombre, Combo and Plaine
Lievre subpopulations. Isolates 14 and 15 were from the Ile
aux Aigrettes subpopulation clustered closely, whilst the other
isolate from the Ile aux Aigrettes, is in group A, together with
Bel Ombre isolates. In the case of Group F it is worth further
considering that parasites specific to the Madagascar turtle-
dove were drawn from a distinct geographical location at
Petrin.

I
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CM = Columba mayeri, SP = Streptopelia picturata, BO= Bel Ombre, PW= Pigeon Wood, IAA = lle aux Aigrettes, PL= Plaine Lievre.
When two locations are indicated, the first is the hatch site and the second is the capture site of the bird.

Fig. 4. Phenogram for 7. gallinae isolates based on the RAPD data. UPGMA Dice bootstrapping for 1000 replicates was used; the distance matrix was calculated with
dice coefficient based on RAPD data from OPD3, OPD5, OPD7 and OPDS8 primers, totalling 22 bands.
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4. Discussion

Trichomonas gallinae is an economically important patho-
gen, since it affects avian livestock; and poses a considerable
threat to the conservation of threatened species of columbid,
their avian predators and also to small passerine species such as
finches. Species definition and diagnosis of T. gallinae to date
remains the product of traditional microbiological methods;
trichomonads found in the upper digestive tract of birds are
typically named as T. gallinae, whilst those from the lower
digestive tract and caecum are assumed to be Tetratrichomonas
gallinarum, another important pathogen of poultry. These two
trichomonads are morphologically (and genetically) distinct,
allowing for simple differential diagnosis by microscopic
examination.

Trichomonas gallinae is a ubiquitous pathogen of colum-
bids; infection is usually asymptomatic but periodically
virulent strains of T. gallinae cause high mortality among
affected pigeons and doves. T. gallinae has been recognised as a
good model for the study of virulence on the basis of these
characteristics (Stabler and Braun, 1975; Narcisi et al., 1991)
but these studies did not use molecular techniques to guage the
degree of actual genetic variation. Thus, at the outset of the
present study it was unclear whether 7. gallinae is a single or
group of species and whether virulent strains are simply the
result of shifts in one or two key virulence determinants (such
as haemolytic activity), or represent entirely different
genotypes which could be described as separate species or
subspecies. To our knowledge, this is the first attempt to assess
the degree of diversity within this pathogen.

The ITS1/5.8S/ITS2 region is commonly used to investigate
polymorphism within organisms, at both interspecific and
intraspecific levels (Cupolillo et al., 1995; Snipes et al., 2000;
Walker et al., 2003). The rDNA sequences from a given
organism can be important in identifying levels of genetic
variability and may, therefore, be potentially useful in
characterising different strains or species, being specially
recommended for epidemiological studies (Zingales et al.,
1999) Phylogenetic studies of the trichomonadidae family
(Felleisen, 1997, Kleina et al., 2004) have revealed variation
between species in the ITS1/5.8S/ITS2 region. These latter
studies did not examine intraspecific variation per se, but
previous analysis of the 5.8S sequence from the human
trichomoniasis agent, T. vaginalis, found complete homology
amongst strains sequenced for this region (Katiyar et al., 1995;
Snipes et al., 2000)

Our comparison shows that all wildlife isolates of 7. gallinae
sequenced to date at this locus (ITS1/5.8S/ITS2) have identical
sequences which differ markedly from sequences of other
Trichomonas species, pointing this region as a strong species
marker and confirming previous morphological and patholo-
gical observations in field studies on Mauritius which have
identified parasites found in the crops of pigeons and doves as T.
gallinae. The Rivolta 1878 strain showed polymorphism at
three positions within this region. This strain had been in long-
term culture, so it is not clear whether some degree of natural
polymorphism exists at these nucleotides or whether this was an

artefact of extended culture. Clearly a larger study with diverse
isolates would be desirable to evaluate this further.

An interesting point arising from our analysis of this locus
is that the 7. gallinae sequence is quite distinct from that of
another avian trichomonad, Tetratrichomonas gallinarum,
but genetically similar to the canine pathogen Trichomonas
caninistomae, which causes superficial infection of the
canine oral mucosa. Pigeons form part of the prey spectrum
of dogs, raising the possibility that 7. gallinae may have
infected (carnivorous) mammals in the past. Although
apparent morphological differences argue against a recent
species jump, it is clear that T. gallinae pathogenesis is not
entirely restricted to birds since it is long established as being
able to induce pathology in laboratory infected murine
models (Honigberg, 1961). Moreover, an analogous species
jump for 7. gallinarum to the human oral mucosa has recently
been documented (Cepicka et al., 2005; Kutisova et al.,
2005).

Worldwide, there may be more heterogeneity at this locus in
T. gallinae than is apparent from our small and localised study.
If this is supported by subsequent work, the 100% conservation
of the ITS1/5.8S/ITS2 observed among the Mauritian T.
gallinae isolates may be due to the parasite having been
introduced relatively recently into the closed island ecosystem.
This is believed to have occurred with the introduction of exotic
columbid species in the 18th and 19th century (Swinnerton
et al., 2005). The absence of heterogeneity amongst Mauritian
isolates at the ITS1/5.8S/ITS2 prompted the subsequent use of
another procedure for further investigation of strain variation in
T. gallinae.

The RAPD technique has been found to produce suitable
markers for intraspecific analysis of a variety of different
organisms including trichomonadidae (Vanacova et al., 1997;
Pavlicek et al., 1999; Snipes et al., 2000; Sedinova et al., 2003).
RAPD patterns are mainly due to point nucleotide substitutions
and allow for phylogenetic relationships to be inferred between
strains. However, as most nucleotide changes are selectively
neutral, this does not necessarily imply phenotypic variation
(Jukes and Kimura, 1984; Williams et al., 1990).

It is likely that interspecies transmission was the route by
which T. gallinae was introduced into the current pink pigeon
population following the bottleneck. The genetic heterogeneity
of the isolates uncovered by our RAPD analysis suggests that
this was unlikely to be a single event followed by clonal
transmission through the species. It is possible that variation
has been introduced by multiple instances of inter-specific
transmission and that the apparent geographical correlation
reflects this. pink pigeons appear to be more susceptible to
infection with 7. gallinae than the exotic columbid species
present in Mauritius (Swinnerton et al., 2005; Bunbury, 2006)
which may reflect a relatively short period of exposure and host
adaptation to the parasite.

Pigeon Wood is the site where the last remaining wild birds,
whose infection status is unknown, were found in the 1970s and
isolates from this site are closely related to the Madagascar
turtle-dove isolates collected at the nearby Petrin location

(Fig. 1).
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Birds 3 and 4 both hatched in the Plaine Lievre
subpopulation before later dispersal to Pigeon Wood. The
strain carried by these two birds was the same as that carried by
bird 11 which originated at Pigeon Wood, which suggests
acquisition of a local strain and provides evidence for
horizontal transmission within the pink pigeon population.

Within the pink pigeon population as a whole, movement
between subpopulations, mate-switching and the possibility
of simultaneous infections with different strains may explain
the non-geographical pattern observed for some isolates such
as group C. It is important to note that the presence of
multiple infecting strains in an individual could confound the
analysis by yielding apparently complex genotypes. The
number of samples used in this study, corresponding to 5—-6%
of the total pink pigeon population, precluded statistically
valid correlation between genotypic features, host-specificity
and limited geographic correlations. A more wide-ranging
analysis, with a larger number of birds and multiple time-
points, is planned.

In summary, this study, the first evaluation of 7. gallinae
genotypic heterogeneity, finds no evidence of multiple
subspecies of 7. gallinae in Mauritian columbids. It does,
however, confirm that the ITS1/5.8S/ITS2 is an effective
species marker and also that there is significant and apparently
rapidly evolved genetic heterogeneity between isolates
detectable through RAPD analysis, which appears to correlate
with host species and geography. Further studies in Mauritius
and worldwide, on this neglected pathogen, are strongly
warranted.
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Abstract—In the present paper 12 N-quinolin-8-yl-arylsulfonamides synthesized by coupling §-aminoquinolines with various aryl-
sulfonylchlorides were assayed in vitro against Leishmania amazonensis, L. chagasi and Trypanosoma cruzi strains. This series of new
compounds were found to be selective for Leishmania spp. promastigote and amastigote forms. The most active compound was the
N-(8-quinolyl)-3,5-difluoro-benzenesulfonamide 10 with an ICsq against L. amazonensis and L. chagasi of 2.12 and 0.45 uM, respec-
tively. The less cytotoxic biphenyl derivative 7 was very effective against intracellular L. amazonensis with a reduction of macrophage
cell infection of 82.1% at 25 uM. In addition, a copper complex 17 of an inactive ligand was readily synthesized and showed high
leishmanicidal and trypanocidal activity against both extra and intracellular forms.

© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Diseases caused by protozoan parasites are severe global
public health problem, especially in the tropical and sub-
tropical regions of the world. Despite the socioeconom-
ical importance of these tropical infectious diseases,
efforts directed towards the discovery of new drugs
and/or vaccines are insufficient. In addition, most drugs
currently in use were developed several decades ago
showing variable efficacy. They promote serious side ef-
fects, are expensive, require long-term treatment, show
low activity in immunosuppressed patients and parasites
may be resistant to the drugs.! Thus, the need for devel-
oping new, effective, cheap and safe drugs continues to
be a major goal in the field of leishmaniasis and trypano-
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somiases chemotherapy. For the last decade, new poten-
tial therapies have been introduced for leishmaniasis.
These include Amphotericin B, Miltefosine, Aminosi-
dine and Sitamaquine (Fig. 1). The latter has completed
phase II trials in India, Kenya and Brazil.? In addition, a
great number of both natural and synthetic compounds
have been tested in recent years in antileishmanicidal
and antitrypanosomal assays.>

In this context, the use of quinoline derivatives as anti-
protozoal agents is well established.* Although there is
a large amount of experimental work on this heterocy-
clic system, it still remains an area of active research.’
On the other hand, sulfonamides have long been the
subject of pharmaceutical interest as a result of their
potent biological activities.® Indeed, the sulfonamide
derivatives have been reported to possess antitrypanos-
omal and antileishmanial activities.” As part of our
efforts to develop new compounds aimed at the
therapy of parasitic infection,® we have synthesized
and assayed against leishmania and trypanosome some
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Figure 1. Drugs currently used in the treatment of leishmaniasis.

quinolinylarylsulfonamides and two of their copper
and zinc complexes.

2. Results and discussion
2.1. Chemistry

A series of quinolinylarylsulfonamides were obtained by
direct reaction of the corresponding commercial avail-
able 8-aminoquinoline 1 and arylsulfonylchlorides
in pyridine® at 0 °C (Scheme 1). The titled 3-12 were ob-
tained in good yields (65-97%) and their corresponding
octanol-water partition coefficients (Clog P) were calcu-
lated using free software available on the web ( Table 1).

8-Aminoquinoline (1) was allowed to react with bromine
in acetic acid to afford the expected 5,7-dibromo-8-ami-
noquinoline 13.!° Reaction of the 5,7-dibromoderivative
13 with 4-n-propylbenzenesulfonylchloride in pyridine
at the 0°C gave the corresponding compound 14
(Scheme 2).

The quinoline 15 containing a quite similar substitution
pattern of sitamaquine was prepared as described by
Kimber et al.!' and placed to react with 4-n-propyl-
benzenesulfonylchloride in pyridine at the 0 °C to fur-

+ py N
RSOZCI 0—>
N (65-97%) N
NH, NH
1 202
3-12

Scheme 1. General structure of synthesized N-quinolin-8-yl-arylsulf-
onamides derivatives 3-12.
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nish the N-quinolin-8-yl-arylsulfonamide 16 in 70%
yield (Scheme 3).

Recent studies have suggested that the leishmanicidal
activity of copper complex could be associated with their
interaction with the parasite DNA.!? Furthermore
important biological activities have been associated to
chelated copper and zinc cations.'* These prompted us
to synthesize the copper and zinc complexes 17 and
184 (Fig. 2). The copper and zinc cations were chelated
by two bidendate quinolinylsulfonamides in methanol at
room temperature. Their unambiguous structures were
established by X-ray analysis.!”

2.2. Antiprotozoal activity

Due to the facility of cultivation, both promastigotes
and epimastigotes forms are largely used for in vitro
compounds screening. Therefore, the efficacy of the syn-
thesized quinolinylarylsulfonamides on promastigotes of
L. amazonensis, L. chagasi and epimastigotes of T. cruzi
was assessed by a previously described method.® Results
are summarized in Table 2 and show a high selectivity
towards Leishmania spp. The only exception was
observed for compound 6, which presented a moderate
activity against 7. cruzi (31.75 pM). However, its index
of selectivity (IS) defined as the ratio of the CCs, value
on Vero cells to the ICsy value on the epimastigotes
T. cruzi strains, was only 2.1.

The quinolinylarylsulfonamides 6, 10, 11 and 12 were
found to be the most active compounds against promas-
tigote forms of L. amazonensis and L. chagasi with 1Cs
ranging from 2.12 to 2.85uM and 0.45 to 2.99 uM,
respectively. These are outstanding results since the
I1Cso for compounds 6, 10 and 12 are just two times
greater than the I1Cs, of the control Amphotericin B in
the L. chagasi bioassay. The IS for these three com-
pounds was remarkable, where values ranging from 24



L. E. da Silva et al. | Bioorg. Med. Chem. 15 (2007) 7553-7560 7555

Table 1. N-Quinolin-8-yl-arylsulfonamides and the corresponding
partition coefficients (Clog P)

Compound ClogP

w
Rad
o
: ”

NO,
4 6.23 )\?/K
5 2.68 ©
F
l\
6 2.92
N
= Br
Cl
8 3.87
NMGZ
9 3.85 n—03H74©—
10 2.84

11 3.46 ©

12 4.18

to 30 for L. amazonensis and 120 to 147 for L. chagasi
were observed. Structurally three different aryl moieties
are associated to these compounds: basic m-deficient in
6, homocyclic in 10 and m-excessive in 12, although they
have in common dihalide substituents.

With respect to the sulfonamides 7, 8 and 9, which can
be regarded as the lipophilic members of this series
(ClogP from 3.85 to 4.20), their activity was inferior
to the previous set of compounds but still very signifi-
cant, with ICsy ranging from 6.27 to 14.47 uM against
L. amazonensis and from 2.18 to 13.96 uM against

L. chagasi. The IS for the most active compound 7
within this set was 39 and 112 for L. amazonensis and
L. chagasi, respectively. The IS for compounds 8 and
9 dropped considerably, ranging from 4.4 to 11 for
L. amazonensis and 4.6 to 23 for L. chagasi.

The presence of either a nitro group or fluorine atom at
4-position of the phenyl moiety as in compounds 3 and
5, respectively, induced total loss of activity
(ICso > 100 pM). It is important to notice that bromine
at 4-position of the phenyl moiety promoted different
effect as described previously for 11. Similar result to
compounds 3 and 5 was observed for compound 4 con-
taining bulky groups on the aryl moiety.

Another interesting finding of the present study is the
sensitivity of this series towards the introduction of sub-
stituents on the quinoline ring. The presence of dibro-
mine as in compound 14 and methoxy and methyl
groups as in 16 led to the loss of activity.

A preliminary study related to metal complex of quinoli-
nylarylsulfonamides was undertaken. The readily made
and purified copper 17 and zinc 18 complexes were
assayed against L. amazonensis and L. chagasi promas-
tigote and 7. cruzi epimastigote forms. The results are
summarized in Table 2. A drastically change in the anti-
protozoal activity was observed since the corresponding
sulfonamide ligands 5 and 3 were inactive. The copper
complex showed significant activity against Leishmania
amazonensis (1Cso=2.28 uM), L. chagasi (ICsop=1.10
uM) and T. cruzi (ICso=4.10 uM) whereas the zinc
complex was slightly less active against Leishmania
spp. strains (6.46 uM for L. amazonensis, and 3.00 uM
for L. chagasi). Moreover, compound 17 was found
more active than the reference compound benznidazole,
although its IS was only 3.3.

It is well known that extracellular and intracellular
forms of these protozoans exhibit metabolic differences
and distinct levels of sensitivity to drugs. Amastigote is
the relevant clinical form for both diseases and its use
on the evaluation of antiparasitic activity of compounds
might be very useful.!®

Limited by the availability of some compounds repre-
sentatives of the quinolinylarylsulfonamide series were
selected and tested against intracellular amastigote
forms of L. amazonensis (infected macrophages) and
T. cruzi (infected Vero cells). Three different concentra-
tions of the selected compounds were considered and the
results are summarized in Table 3.

Compounds 6 and 17 were active against both Leish-
mania and Trypanosoma as observed in the bioassay
against promastigote and epimastigote forms. These
compounds presented a significant activity against
L. amazonensis, promoting at the concentration 5 pM
a reduction of cell infection in 67.1% and 88.2%, respec-
tively. A remarkable result was obtained against 7. cruzi
amastigote forms with a reduction of cell infection in
96.4% promoted by 6 at 25 uM concentration, and
98.0% reduction for the complex 17 at 5 pM concentra-
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Scheme 2. Synthesis of N-(5,7-dibromo-8-quinolyl)-4-n-propylbenzenesulfonamide 14.
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Scheme 3. Synthesis of N-(6-methoxy-2-methyl-8-quinolyl)-4-n-propylbenzenesulfonamide 16.
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Figure 2. Chemical structures of copper and zinc complexes 17 and 18.

tion, which was also the most cytotoxic as previously
observed. These compounds were more active than the
control benznidazol that reduced in 92.0% the cell infec-
tion at 25 uM. With respect to the zinc complex 18, it
showed an activity against L. amazonensis inferior to
compounds 6 and 17. This result is compatible to the
bioassay with L. amazonensis culture.

The lipophilic series 7-9 was also tested against in vitro L.
amazonensis. Compound 7, containing the biphenyl moi-
ety, was found to be the most active, promoting a reduc-
tion of cell infection in 82.1% at 25 uM concentration. In
fact its activity was similar to compound 6 confirming a
trend observed for other classes of antiparasitic com-
pounds where the increase of lipophilicity seems to favor
the compound distribution to the intracellular target.!”

The Clog P observed for compound 12 (4.18) was simi-
lar to compound 7 (Clog P = 4.20) and indicates that is

necessary to investigate the activity of the former in the
cell infected bioassays. Furthermore, the lipophilicity
increment associated to the bromine atom could be
exploited in the preparation of derivatives of com-
pounds 6, 10 and 11.

In conclusion, several new quinolin-8-yl-arylsulfona-
mides were prepared from the reaction of 8-amino-
quinolines with various arylsulfonylchlorides in
pyridine. The in vitro bioassay showed the compounds
to possess significant antiprotozoal activity against
promastigote and amastigote forms of Leishmania
spp. The only representative of this series active
against 7. cruzi was the sulfonamide containing a pyr-
idine moiety.

The active general molecular structure may embody a
variety of features at the aryl moiety, but not at the
quinoline ring where the substituents investigated led
to the total loss of activity.

Copper and zinc complexes were prepared from the
corresponding sulfonamide and copper or zinc salt in
methanol. Their activity was investigated against
Leishmania and Trypanosoma strains. The complex in-
creased the sulfonamide activity although its cytotoxic-
ity as well.

No quantitative correlation was carried out and further
pharmacological study should be now investigated to
determine the target of action. These series has provided
leading compounds for further pharmacomodulations.
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Table 2. In vitro effect of N-quinolin-8-yl-arylsulfonamides and copper and zinc derivatives on the growth of Leishmania amazonensis and
Leishmania chagasi promastigotes, Trypanosoma cruzi epimastigotes and toxicity to Vero cells

Compound L. amazonensis (575 strain) L. chagasi (PP75 strain) T. cruzi (Y strain) Vero cells

ICso (LM) ICso (LM) ICso (LM) CCso (LM)
3 >100 >100 >100 ND
4 >100 >100 >100 ND
5 >100 >100 >100 ND
6 2.25 (1.63-3.09) 0.56 (0.51-0.63) 31.75 (26.63-37.85) 67.38 (54.46-83.36)
7 6.27 (4.46-8.82) 2.18 (1.65-2.88) >100 244.93 (189.04-317.36)
8 7.18 (6.91-7.47) 3.53 (2.28-5.46) >100 84.22 (60.52-117.21)
9 14.47 (14.14-14.81) 13.96 (12.09-16.13) >100 64.36 (58.15-71.24)
10 2.12 (1.88-2.40) 0.45 (0.14-1.45) >100 66.33 (45.80-96.06)
11 4.94 (4.73-5.17) 2.99 (2.73-3.26) >100 88.70 (74.35-105.83)
12 2.85(2.59-3.14) 0.53 (0.51-0.55) >100 68.73 (41.72-113.23)
14 >100 >100 >100 ND
16 >100 >100 >100 ND
17 2.28 (1.41-3.67) 1.10 (0.57-2.11) 4.10 (2.79-6.03) 13.76 (9.59-19.75)
18 6.46 (6.04-6.89) 3.00 (2.81-3.21) >100 11.43 (11.33-11.53)
Amphotericin B 0.31 (0.25-0.35) 0.25 (0.21-0.26) — 98.35 (78.85-115.06)
Benznidazole — — 14.58 (13.10-16.24) >1000

1Cso with their respective 95% confidence limit; CCs, with their respective 95% confidence limit; ND, not determined.

Table 3. Activity of synthesized compounds against intracellular
amastigotes of L. amazonensis in mice peritoneal macrophages and
Trypanosoma cruzi in Vero cells after a 48 h treatment

Compound Concentration L. amazonensis T. cruzi
(LM) (575 strain) (Y strain)
Reduction of  Reduction of
cell infection cell infection
(70) (%0)
6 25 84.8 96.4
5 67.1 85.2
1 52.0 78.6
7 25 82.1 NT
5 72.3 NT
1 60.0 NT
8 25 Citotoxic NT
5 48.2 NT
1 25.7 NT
9 25 63.7 NT
5 52.2 NT
1 18.7 NT
17 25 Citotoxic Citotoxic
5 88.2 98.0
1 76.0 84.1
18 25 Citotoxic NT
5 65.7 NT
1 42.0 NT
Amphotericin B 10 97.0 NT
Benznidazol 25 NT 92.0

The results represent the mean of two experiments. The infection rate
was determined evaluating 500 Giemsa stained cells chosen randomly
in each slide. NT, not tested.

3. Experimental
3.1. Biological assays

3.1.1. In vitro L. amazonensis promastigotes and 7. cruzi
epimastigotes culture and drug assays. L. amazonensis
(strain 575) promastigotes and 7. cruzi (Y strain) epim-
astigotes were grown at 28 °C in Schneider’s and LIT
media containing 5% and 10% of heat inactivated
(56 °C for 30 min) fetal bovine serum (FBS), respec-

tively, and 200 U/ml penicillin and 100 pg/ml of strepto-
mycin (Gibco, UK). Parasites were harvested from 4
days old culture and washed twice in phosphate-buffered
saline by centrifugation at 1000g for 10 min at 4 °C. Par-
asite concentration was adjusted to 1 x 10° cells/ml in
Schneider’s or LIT medium supplemented with 5% or
10% of FBS. For leishmanicidal and trypanocidal activ-
ity assays, 150 ul of the parasite suspension was added
to 96-well microplates and incubated at 28 °C for 72 h
in the presence or absence of the N-quinolin-8-yl-aryl-
sulfonamides (0.2-100 uM) and the standard drugs
Ampbhotericin B (0.1-10 uM) and benznidazole (10—
100 uM) were used as controls. For each compound
three experiments were carried out in triplicate and the
number of surviving parasites was determined in Neu-
bauer chambers.?

3.1.2. Cell toxicity tests. Cytotoxic effects of N-quinolin-
8-yl-arylsulfonamides were evaluated in Vero cells using
the MTT (tetrazolium-dye) assay.'® Briefly, cells culti-
vated in the presence of different compounds for 72 h
at 37 °C were incubated with MTT (2 mM/ml) for 4 h.
Thereafter supernatant was removed and 100 ul of
DMSO was added to solubilize the formazan crystals
from viable cells. The samples were read at a wavelength
of 540 nm using an ELISA plate reader.'® Benznidazole
and Amphotericin B were used as control drugs. Vari-
ance analysis followed by Dunnett’s multiple compari-
son tests were used for data analysis. The 50%
inhibitory concentration (ICsy) for parasites and 50%
cell cytotoxicity (CCsg) was determined by linear regres-
sion analysis using (GraphPad Software, San Diego,
California).

Macrophages were collected from the peritoneal cavity
of normal female albino Swiss mice and cultivated on
sterile 13 mm glass slides in DMEM supplemented with
20% of heat inactivated FBS at 37 °C, 5% CO, as de-
scribed previously.?® Vero cells (ATCC CCLS81) were
cultivated on 13 mm glass slides in DMEM supple-
mented with 5% of FBS at 37 °C, 5% CO,.2° Macrophages
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were infected with L. amazonensis promastigotes, using
a 1:10 cell:parasite ratio and after 4 h period of infection
cells were incubated at 37 °C, 5% CO, with different
concentrations of the compounds for 48 h. Slides were
washed with PBS, methanol fixed and stained with
Giemsa.?! Vero cells were incubated with cell culture de-
rived trypomastigotes at 1:10 cell:parasite ratio and after
6 h of infection cells were washed for removing the non-
adherent parasites and the cell monolayer incubated for
48 h with different concentrations of the compounds.?°
Slides were methanol fixed and Giemsa stained and 500
random cells were microscopically examined (1000x).
The cell infection rate and the number of infected cells
as well as the number of parasite/cell were determined.

3.2. Chemistry

The compounds were characterized by '"H NMR. The
purity of the compounds was determined by TLC using
several solvent systems of different polarity. Nuclear
magnetic resonance spectra were recorded with on a
Bruker AC-300 spectrometer using tetramethylsilane as
internal standard. Infrared spectra were determined with
a Perkin-Elmer 16PC spectrophotometer. Mass spectra
were obtained with on a Bruker-Franzen Esquire LC
instrument.

3.2.1. General Procedure for the synthesis of the sulfon-
amides derivatives. To an ice-cooled solution of the ami-
noquinoline (1 equiv) in pyridine were added the
corresponding sulfonylchloride derivative (1.1 equiv).
The mixture was stirred at 0 °C for 90 min and over-
night at room temperature. The reaction mixture was
quenched with ice water and the precipitated product fil-
tered off. The sulfonamide was recrystallized from
MeOH:CH,Cl, solution.

3.2.2. 4-Nitro-N-(8-quinolyl)benzenesulfonamide (3).
Crystalline solid: 84%. Mp:170 °C.

"H NMR (CDCl;, 300 MHz) & 7.26-7.54 (m, Ar-H);
7.93 (dd, J=1.6 and 8 Hz, 1H-H7); 8.08 (d, J = 8 Hz,
2H-H2'-H6’) 8.14 (d, J = 8 Hz, 2H-H3'-HY'); 8.78 (dd,
J=1.6 and 6 Hz, 1H-H2); 11.45 (s, IH-NH).

Mass spectrometry: m/z = 329 (M™; 100); 202 (80).

IR (KBr): 3218 (NH), 1573, 1383, 1359 (SO,N), 1169
(SO,N), 926, 686, 585, 559 cm ™!

3.2.3.  2,4,6-Triisopropyl-/NV-(8-quinolyl)benzenesulfona-
mide (4). Crystalline solid: 65%. Mp:141 °C.

"H NMR (CDCls, 300 MHz) § 1.27 (s, 18H-CH;); 2.82
(m, 1H-CH); 4.37 (m, 2H-CH); 7.09 (s, 2H-CH-H3'-
H5'): 7.25-7.46 (m, 4H-Ar-H); 7.68 (dd, J=2 and
6.7 Hz, 1H-H7); 8.09 (dd, J=1.6 and 6 Hz, 1H-HS5);
8.74 (dd, J= 1.6 and 6 Hz, 1H-H2); 9.31 (s, |H-NH).

Mass spectrometry: m/z = 433 (M™; 100).

IR (KBr): 3245 (NH) 1375 (SO,N), 1164 (SO,N), 918,
679, 558, 546 cm™

3.2.4. 4-Fluoro-N-(8-quinolyl)benzenesulfonamide (5).
Crystalline solid: 79%. Mp: 140 °C.

'"H NMR (CDCl;, 300 MHz) & 7.03 (t, J = 6 Hz, 2H-
H3-H6); 7.42-7.48 (m, 3H-H3'-H4'); 7.88 (dd, J=2
and 7 Hz, 1H-H7); 7.90 (dd, J=2 and 7 Hz, 2H-H3-
H6); 8.12 (dd, J=1,6 and 8 Hz, 1H-H5); 8.76 (dd,
J =2 and 6 Hz, 1H-H2); 9.24 (s, IH-NH).

Mass spectrometry: m/z =302 (M™;
(100); 116 (60).

35); 238 (90); 143

IR (KBr): 3260 (NH), 1307 (SO>N), 1160 (SO>N), 922,
666, 570, 545 cm ™

3.2.5. N-(8-Quinolyl)-5-bromo-6-chloropyridine-3-sulfon-
amide (6). Yellow solid: 89%. Mp: 155-157 °C.

'H NMR (CDCls, 300 MHz) § (m, 3H-Ar-H); 7.94 (dd,
J=1.6 and 6 Hz, 1H-H5); 8.19 (dd, J= .6 and 6.7 Hz,
1H-H4); 8.41 (s,IH-HI'); 8.79 (s, 1H-H2'); 8.8 (dd,
J=1.6and 6 Hz, 1H, H2); 9.43 (s, IH-NH).

Mass spectrometry: m/z =399 (M™; 25); 334 (55); 143
(100); 116 (65).

IR (KBr): 3192 (NH), 1612,1584, 1368 (SO,N), 1173
(SO,N), 941, 776, 679, 587, 545cm ™!

3.2.6. N-(8-Quinolyl)-r-biphenylsulfonamide (7). White
solid: 95%. Mp: 158-159 °C.

'H RMN (CDCl;, 300 MHz) & 7.40-7.44 (m, 6H-Ar-
H); 7.57 (s, 2H-H2"-H6"); 7.89 (dd, J=9 Hz, 1H-
H3'-H5'); 7.90 (s, 4H-H3'-H5'-H2'-H6'); 8.07 (d,
J=9Hz, 1H-H5); 8.71 (dd, J=2 and 9 Hz, 1H-H2);
9.29 (s, IH-NH).

Mass spectrometry: m/z = 360 (M™); 296 (100); 143 (35);
116 (20).

IR (KBr): 3250 (NH), 1317 (SO,N), 1123 (SO,N), 959,
664, 567, 552 cm™!

3.2.7. N-(8-Quinolyl)-5-(dimethylamino)naphthalenesulf-
onamide (8). Green solid: 90%. Mp: 155-156 °C.

"H NMR (CDCls, 300 MHz) § 2.79 (s, 6H-CH5); 7.10
(d, J=7.5Hz, 1H-H6); 7.32 (dd, J=4,2 and 7 Hz,
2H-H6'-H7'); 7.44 (t, J = 7.5 Hz, 2H-H3-H6); 7.58 (t,
J=7.8Hz, 2H-H7-H3'); 8.01 (d, J=8.1 Hz, 1H-H5);
8.37 (d, J= 7.2 Hz, IH-H4'); 8.46 (d, J = 8.7, 1H-H8');
8.50 (d, J=8.7,1H-H2'); 8.69 (d, J =4.2 Hz, 1H-H2);
9.45 (s, IH-NH).

Mass spectrometry: m/z = 377 (M™; 75); 313 (100); 170
(40).

IR (KBr): 3248 (NH), 1314 (SO>N), 1139 (SO:N), 936,
678, 573, 551 cm ™!

3.2.8. N-(8-Quinolyl)-4-n-propylbenzenesulfonamide (9).
White solid: 77%. Mp: 105 °C.
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'"H NMR (CDCl;, 300 MHz) 6 0.80 (t, J = 7.3 Hz, 3H-
CHs); 1.48 (q, J = 7.5 Hz, 2H-CH>); 2.10 (t, J = 7.2 Hz,
2H-CH,); 7.06 (d, J=9Hz, 2H-H3-H5'); 7.36 (dd,
J=2and 7 Hz, 1H, H5); 7.38 (t, J = 6 Hz, 1H, H6); 7.40
(d, J=7Hz, 1H, H7); 7.69 (t, J= 6 Hz, 1H, H3); 7.75
(d, J =9 Hz, 2H-H2'-H6'); 8.02 (dd, J = 2 and 6 Hz, 1H-
H2); 8.69 (dd, J = 2 and 6 Hz-H4); 9.17 (s, IH-NH).

Mass spectrometry: m/z =326 (M™; 18); 262 (50); 233
(100); 143 (60); 116 (45).

IR (KBr): 3218 (NH), 1359 (SO,N), 1169 (SO,N), 926,
686, 585, 559 cm ™.

3.2.9. N-(8-Quinolyl)-3,5-difluoro-benzenesulfonamide (10).
White solid: 96%. Mp: 120-121 °C.

'H NMR (CDCl;, 300 MHz) & 6.82 (t, J =9 Hz, 1H-
H4'); 7.21 (s, 2H-H2'-H6'); 7.36-7.50 (m, 3H-Ar-H);
7.79 (d, J = 6 Hz, IH-H7); 8.06 (d, J =6 Hz, 1H-H5);
8.70 (dd, J =2 and 6 Hz, 1H-H2); 9.23 (s, 1H-NH).

Mass spectrometry: m/z = 320 (M™; 45); 256 (70); 143
(100); 116 (55).

IR (KBr): 3245 (NH), 1375 (SO,N), 1164 (SO,N), 952,
692, 596, 584 cm ™.

3.2.10. N-(8-Quinolyl)-4-bromobenzenesulfonamide (11).
White solid: 56%. Mp: 160-162 °C.

'H NMR (CDCls, 300 MHz) § 7.41-7.33 (m, 3H); 7.40
(d, J =8 Hz, 2H-H3'-H5') 7.68 (d, J =8 Hz, 2H-H2'-
H6'); 7.75 (d, J= 7.2 Hz, 1H); 8.01 (d, J =8 Hz, 1H);
8.66 (d, J = 7.2 Hz, 1H); 9.18 (s, 1H-NH).

IR (KBr): 3250 (NH), 1320 (SO,N), 1169 (SO,N), 961,
655, 570, 550 cm ™.

3.2.11. 4,5-Dibromo-N-(8-quinolyl)tiophene-2-sulfonamide
(12). White solid: 57%. Mp: 143 °C.

'"H NMR (CDCl3, 300 MHz) 6 7.19 (s, 1H-H5'); 7.44—
7.53 (m, 3H-Ar-H); 7.83 (dd, J =2 and 6 Hz, 1H-H7);
8.10 (d, J=9 Hz, 1H-HY); 8.73 (dd, /=2 and 6 Hz,
1H-H2); 9.12 (s, IH-NH).

Mass spectrometry: m/z =448 (M™; 25); 384 (35); 303
(100); 223 (75); 143 (85); 116 (77).

IR (KBr): 3249 (NH), 1443, 1376 (SO,N), 1164 (SO,N),
920, 758, 685, 662, 585, 559 cm .

3.2.12. 5,7-Dibromoquinolin-8-amine (13). Brow solid.
mp: 119-122 °C.

'H NMR (CDCl;, 300 MHz) & 5.36 (s, 2H-NH.); 7.40
(dd, J=4.2 and 8.7 Hz, 1H-H3); 7.72 (s, 1H-H6); 8.32
(dd, J = 1.5 and 8.4 Hz, 1H-H4); 8.70 (dd, J = 1.8 and
4.2 Hz, 1H-H2).

3.2.13. N-(5,7-Dibromo-8-quinolyl)-4-n-propylbenzenesulf-
onamide (14). Crystalline solid: 50%. Mp: 150 °C.

'"H NMR (DMSO-ds, 300 MHz) 6 1.12 (t, J= 7.3 Hz,
3H-CH3); 125 (q, J=7.5Hz, 2H-CH,); 295 (t,
J=72Hz, 2H-CH,); 631 (s, 1H-NH); 6.83 (d,
J=9Hz, 2H, H3-H5'); 7.08 (t, J=6 Hz, 1H, H3);
7.34 (s, 1H-H6); 7.56 (d, J=7.5Hz, 1H-H4); 7.90 (d,
J=7.5Hz, 2H-H2'-H6'); 8.25 (d, J = 6 Hz, 1H, H2).

Mass spectrometry: m/z = 484 (M™; 10); 420 (100); 391
(85); 301 (90); 220 (50); 141 (25).

IR (KBr): 3240 (NH), 1357 (SO,N), 1163 (SO,N), 929,
667, 557, 545 cm ™.

3.2.14. N-(6-Methoxy-2-methyl-8-quinolyl)-4-n-propyl-
benzenesulfonamide (16). Crystalline solid: 70%. Mp:
111-113 °C.

"H NMR (CDCls, 300 MHz) § 0.82 (t, J = 7.3 Hz, 3H-
CH>); 1.46 (q, J = 7.5 Hz, 2H-CH,); 2.45 (t, J= 7.2 Hz,
2H-CH,); 2.65 (s, 3H-CHz); 3.73 (s, 3H-OCH>); 6.48
(s, 1H-H7): 7.15 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H3'-H5'); 7.18 (d,
J=6Hz, 1H, H3); 7.8 (d, J= 6 Hz, 1H, H4); 7.36 (s,
1H, H7); 7.76 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H2'-H6'); 9.34 (s,
1H-NH).

Mass spectrometry: m/z =370 (M™; 90); 277 (30); 187
(75); 172 (100); 144 (30).

IR (KBr): 3325 (NH), 1610,1600, 1317 (SO,N), 1166
(SO,N), 925, 686, 569, 554 cm ™.

3.2.15. Synthesis of the complexes. The copper complex
17 prepared according to a procedure given in the liter-
ature.?? Into 50 ml of a methanolic solution of copper
(IT) acetate (0.1996 g, 1 mmol), 100 ml of a methanolic
solution containing 0.5965 g (2 mmol) of the ligand
was slowly added under stirring. The solution became
dark and after one day the crystals appeared.

3.2.16. Bis[4-Fluoro-/N-(quinolin-8-yl)benzenesulfonami-
date-k,V,N'[copper(Il) (17)."5 Green dark solid: 80%.
Mp: 278 °C.

IR (KBr): 1322, 1139, 580, 555, 948, 665 cm™".

Mass spectrometry: m/z = 665 (M"—1; 48); 347 (25);
237(75); 143 (100).

The zinc complex 18 was prepared according to a proce-
dure found in the literature.?*> About 1.5 mmol of the
sulfonamide was dissolved in 75 ml methanol and 2 ml
2 M NH,4OH were added. While this solution was mag-
netically stirred, 0.75 mmol of ZnCl, dissolved in 50 ml
methanol were added dropwise. When addition was
completed a green yellow precipitate was formed which
was separated by filtration.

3.2.17.  Bis[4-Nitro-/N-(quinolin-8-yl)benzenesulfonami-
date-k,/V,V'|zinc(IT) (18).5 Green/yellow crystalline
solid: 88%. Mp: >300 °C.

IR (KBr): 1324, 1284, 1142, 1120, 569, 554, 962,
656 cm ™.
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Mass spectrometry: m/z =720 (M™; 10); 329 (40); 265
(75); 143 (100).
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Abstract — Disseminated leishmaniasis is an emerging infectious disease caused by
Leishmania braziliensis in need for less toxic treatment drugs. In this work we
synthesized ten sulfonamide 4-methoxychalcone derivatives and biologically and
theoretically evaluated them against L. braziliensis strains. All tested compounds
presented a concentration-dependent inhibition on the Leishmania growth where the
benzylamine derivative (3i) showed a better biological profile than that of
pentamidine. Interestingly these compounds presented no effect on T. cruzi strain
differently from some other chalcone series recently described, which may suggest
different targets and/or mechanism of inhibition. The structure-function analysis
revealed that the molecular volume; the HOMO density concentrated in the chalcone
moiety, and the conformational structure of the compounds as important structural
and stereo electronic features for the antileishmanial activity. The theoretical study of
these molecules also showed that they fulfilled Lipinski rule of 5 and present
druglikeness similar to antileishmanial drugs. These results suggested the
sulfonamides 4-methoxychalcone derivatives as lead compounds for designing new

candidates for leishmaniasis treatment.

Keywords: Leishmaniasis, SAR, sulfonamide 4-methoxychalcones, antiparasite.



1. Introduction

Disseminated leishmaniasis is an emerging infectious disease, mostly due to
Leishmania braziliensis. Importantly this disease presents clinical and
histopathological features distinct from cutaneous Leishmaniasis [1]. Currently these
parasitic diseases cause significant morbidity and mortality, mainly in the developing
world [2].

Despite the progress in important fundamental knowledge about L. braziliensis,
the current chemotherapy for leishmaniasis is still unsatisfactory due to the limited
efficacy, long-term treatment, cost expensive and undesirable side effects [3-5]. The
development of drug resistance by the pathogens, especially in HIV-Leishmania co-
infected patients, has also aggravated the health problem [6]. Thus, there is an
urgent need for the development of new, efficient and safe drugs for treating
leishmaniasis.

Natural and synthetic chalcones are described presenting a wide range of
potential pharmacological profiles [7], such as anti-inflammatory [8], trypanocidal [9],
antibacterial [10], antiviral [11,12], antitumoral [13], antimalarial [14], and
antileishmanial [15-18] activities. Recently a series of substitution-containing
chalcone derivatives (1) have been reported as antileishmanial agents (Scheme 1)
[9]. In addition sulfonamide analogues with antiparasitic activity have also been
described as potential for designing antiparasites based on the herbicide oryzalin (2),
which also presents an antileishmanial profile (Scheme 1) [19].

In this work we used a rational approach and synthesized a new set of

sulfonamides 4-methoxychalcone derivatives (3a-3i) to identify the sulfonamide and



methoxy as promising adding-groups to chalcones and develop new lead
antiparasite compounds. In addition we focused on the Structure-Activity
Relationships (SAR) of these sulfonamides 4-methoxychalcones series to determine
structural and stereoelectronic features that could lead to the antileishmanial profile
(Scheme 1). On that purpose we analyzed the role of groups with different electronic
and volume properties in the sulfonamide moiety of the 4-methoxychalcones B-ring.
To compare with other chalcone series described in literature [9], the new 3-
sulfonamide 4-methoxychalcone series was evaluated for its antiparasite activity
against Leishmania braziliensis promastigotes forms and against T. cruzi
epimastigotes forms. We also tested the most active compound against the L.
braziliensis amastigotes forms to evaluate its ability of decreasing the parasite
burdens in infected host cells. In addition the cytotoxicity profile in mouse peritoneal
macrophages was evaluated, which allowed the determination of their selectivity
index. Finally, these biological effects were analyzed with the compounds different
theoretical parameters (Dipole, EHomo, ELumo, cLogP, Molecular Weight and Volume,
higher HOMO coefficient orbital and density) calculated by using a molecular

modeling approach in the structure-activity relationship (SAR) study [20].

2. Results and Discussion
2.1. Design and Synthesis

The sulfonamide 4-methoxychalcone derivatives were prepared as shown in
Scheme 2. The 4-methoxychalcone (3) was obtained by aldolic condensation of 4-

methoxybenzaldehyde and acetophenone according to general literature procedure



[19] (Scheme 2).

Treatment of 4-methoxychalcone (3) with chlorosulfonic acid at room temperature
for one week [21] afforded the sulfonyl chloride derivative. Preparation of
sulfonamides 3a-3i was accomplished by reaction of sulfonyl chloride derivative with
different amines in the presence of methanol at room temperature. We characterized
all the synthesized compounds by spectroscopic data such as IR NMR and
elemental analysis [22]. The chalcones 3a, 3b and 3f were prepared as previously

described [20,23].

2.2. Biological Evaluation

In this work we evaluated the inhibitory profile of the 4-methoxychalcone (3) and
sulfonamides 4-methoxychalcone derivatives (3a-3i) against L. braziliensis
promastigote forms (Figure 1A). Interestingly all the chalcones tested showed a
concentration-dependent inhibitory profile on in vitro Leishmania growth assays
(Figure 1A).

Interestingly, the addition of sulfonamide generated derivatives with a better
inhibitory profile against L. braziliensis than the 4-methoxychalcone (3), except for the
aniline substituted sulfonamide 4-methoxychalcone (3e) (Figure 1A and Table 1). In
fact, according to our results, mostly of the sulfonamides 4-methoxychalcone
derivatives showed a more potential inhibitory activity (ICso= 3.5 + 0.6 yM - 8.6 £ 0.4
pMM) than that of 4-methoxychalcone (3) (ICso = 16.6 = 1.6 uM) and other chalcones
without substituent groups such as those described by Lunardi and coworkers [9]

(ICs0= 13.7 uM - 182.3 uM) (Table 1). Although our compounds were less active than



amphotericin B (ICsp = 0.3 £0.02 uyM), they were more active than pentamidine
isothionate (ICso = 19.6uM) [25] current used on treatment of leishmaniasis.

The addition of the aniline on the substituent group in the compound 3e was the
only one that negatively affected the inhibitory activity on growth of L. braziliensis
promastigotes forms (ICso = 69 + 3.7 uM) compared to 3. Importantly, all substitutions
(electron-acceptor or electron-donor substituents) at the sulfonamide moiety or at para
position of aniline aromatic ring kept the antileishmanial profile (compounds 3a-3d and
3f-3h) suggesting the feasibility of new interactions on these positions (Figure 1 and
Table 1).

The compound 3i showed the best profile against L. braziliensis promastigotes
forms (ICso = 3.5 + 0.6 uM). Apparently the benzylamine group significantly contributes
to this activity, since this compound was about 20-fold more potent than the
compound 3e (ICsp = 69.0 = 3.7 uM) (Figure 1 and Table 1). Notably the addition of
the carbon spacer on the substituent (3i) was enough to avoid the deleterious effect of
the aniline group (3e), probably allowing hydrophobic interactions with the parasitic
target. We also carried out amastigotes forms-infected macrophage assays with the
most active compound (3i) to evaluate its ability of decreasing the parasite burdens in
infected host cells. The results showed that 3i is able to inhibit the infection of the
macrophages by amastigotes suggesting its potential profile as a lead antileishmanial
compound (Figure 1D).

In this work we experimentally evaluated the cytotoxic activity of 4-
methoxychalcone (3) and sulfonamide 4-methoxychalcone derivatives (3a-i) against
mouse peritoneal macrophages. Our results showed CCs values ranging from 57.8

4.8 uM to 105.7 + 6.5 uM (Figure 1B). Interestingly the presence of the substituents of



the sulfonamide group seems to play a more important role for the antileishmanial
activity than to the cytotoxicity profile (Figure 1 and Table 1). The CCsq values were
used to calculate the selectivity index (Sl) for these derivatives, which were higher
than the non-substituted 4-methoxychalcone, except for 3¢ and 3e. This result showed
the improvement of the selectivity index of the derivatives compared to the leading
compound (Figure 1C).

Herein we also tested the sulfonamide 4-methoxychalcone derivatives effects
against T. cruzi epimastigotes forms. However, different from the chalcone series
described by Lunardi et al., 2003 that was active on both L. braziliensis (21.9 uM -
182.3 uM) and T. cruzi strains (24.8 uM -126.4 uM), this new series showed no activity
even in concentrations up to 500 uM (not shown). These data suggest that the
sulfonamide 4-methoxychalcone series target is probably different from that of Lunardi
series [9], due to its specificity for Leishmania. Previous studies showed that chalcone
derivatives might act in the parasite mitochondria by the inhibition of fumarate
reductase, succinate dehydrogenase, NADH dehydrogenase, or succinate- and
NADH-cytochrome c reductases activity [26,27]. However, as these enzymes may be
present in T. cruzi and the series described herein does not affect this parasite, further

investigation about its mechanism of action should be performed.

2.3. Molecular Modeling and SAR studies

In this study we compared the biological profile of this new series with their
structural features to establish a structure-activity relationship. All calculations were
performed using SPARTAN'06 (Wavefunction Inc., Irvine, CA, 2000). The structures

were minimized and the equilibrium geometry was obtained in vacuum using a semi-



empirical AM1 module. To evaluate the electronic properties of the AM1 minimal
energy conformations, they were submitted to a DFT calculation with a 6-31G* basis
set of the SPARTAN06 package. The electronic properties (HOMO and LUMO
energy, HOMO density and dipole moment) were calculated for all compounds.
Theoretical logP (clogP) was calculated at AM1 semi-empirical level using the Villar
method, included in Spartan [24,28-30].

An overall analysis of the activity of the compounds showed that the addition of
sulfonamide substituent increased the activity of these compounds in comparison to
compound 3. Interestingly the increase of molecular volume, weight and dipole
moment of these derivatives seem to improve the activity compared to 3 (Table 1)
except for 3e.

The conformational analysis of these compounds inferred that the enhancement of
the biological activity is probably due to the new interactions in a new plane of these
molecules caused by the addition of the sulfonamide group (Figure 2). The HOMO
(Highest Occupied Molecular Orbital) density of most of the compounds is
concentrated in the center of the chalcone moiety (the carbonyl group and unsaturated
linker between A and B rings - scheme 1) suggesting a role for these regions in the
antileishmanial activity (Figure 2).

The aniline 3e derivative presents a substituent that significantly compromised the
biological activity, compared to 3, and that reoriented the HOMO density to the
substituent (Figure 2). Importantly, the addition of chlorine, an electron-acceptor atom,
in 3f restored the activity to a significant level. However the volume, the steric and
electronic features are probably important to the antileishmanial profile of this series

as the addition of two chlorines (3g) or a methoxy (3h) group, which possess a bigger



volume and different electrostatic features, decreased the activity in more than 2 fold
compared to 3f. However, it should be considered that these substituents still
contributed for the activity as these derivatives were more potent than 3e (Table 1).

Interestingly the addition of a spacer (C1) in the 3i structure, the most active
compound, led to the best activity and reoriented the HOMO density to the chalcone
moiety, which apparently contributed to the antileishmanial profile compared to 3e.
The most stable conformation of this derivative revealed a - stacking interaction
between the benzyl and the chalcone ring, which may be important for the interaction
with the target and for avoiding the predicted prohibitive areas (Figure 2 and 3).

We also evaluated some electronic properties of the sulfonamide 4-
methoxychalcone chalcone derivatives including HOMO and LUMO (Highest and
Lowest Unoccupied Molecular Orbitals) energy values, HOMO and LUMO orbital
coefficients distribution, and molecular electrostatic potential (MEP). Our results
showed that sulfonamide 4-methoxychalcone derivatives led to different HOMO and
LUMO energies values, and MEPs that alone did not present any direct correlation
with the antileishmanial activity (Table 1 and Figure 2).

In the effort to study the hydrophobic pattern, we calculated the theoretical
parameters related to the oral bioavailability, according to Lipinski rule of 5 [31] (Table
1). Our results revealed that the sulfonamide 4-methoxychalcone lipophilicity
(2.21>cLogP<4.60) is not greater than 5.0, which, according to Lipinski, is an
important feature for good drug absorption and permeation [32-34](Table 1).

In addition the molecular volume and weight of derivatives (346.07A>MV<419.38A
and 345.42>MW<462.35) are similar to more than 80% of all Fluka traded drugs

(MW<450Da) and to that determined by Lipinski "Rule of 5" [31-34]. In fact, according



to our research, most of the sulfonamide 4-methoxychalcone derivatives described
herein (2.21>LogP<4.60, 345.42Da>MW<423.49Da, hydrogen bond acceptors =2-5
and donors=0-1) fulfilled all Lipinski rules, which states that most "drug-like" molecules
have logP < 5, molecular weight < 500, number of hydrogen bond acceptors < 10, and
donors < 5 (Table 1). These data may suggest the potentiality of these derivatives as
new candidate to antileishmanial agents.

Currently, there are many approaches that assess druglikeness of compounds
based on topological descriptors, fingerprints of molecular druglikeness, structural
keys or other properties as clogP and molecular weights [33]. In this work we used the
Osiris program (www.organic-chemistry.org/prog/peo) for calculating the fragment-
based druglikeness of all compounds and other antileishmanial drugs including
pentamidine and glucantime (Figure 3). Our theoretical data showed that the most
active compounds presented a druglikeness value higher than the compounds
currently used on therapy evaluated herein (Figure 3). In this study we also verified
the drug score, which combines druglikeness, clogP, logS, molecular weight, and
toxicity risks in one value and that may be used to consider the compound overall
potential to qualify for a drug. Our data showed that compound 3i presented a close
value to pentamidine and a good profile based on the program values (Figure 3)
[24,28-30].

According to our theoretical toxicity evaluation of the tumorigenic, irritant and
reproductive profile of the sulfonamide 4-methoxychalcone derivatives (3a-i), they
show a low profile for these toxicity effects similar to glucantime and the non-
substituted methoxychalcone (Figure 3), except for 3h that presented a medium

tumorigenic profile (not shown). It is important to notice that the toxicity predicted
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herein neither is a fully reliable toxicity prediction, nor guarantees that these
compounds are completely free of any toxic effect. However, it reinforced the

promising profile of these compounds for further experimental investigation [24,28-30].

3. Conclusion

In conclusion, our data showed that the combination of two different
pharmacophoric groups (i.e. chalcone and sulfonamide) enhanced the derivatives
antileishmanial activity at least two fold compared to 3 and other chalcones [9]. The
sulfonamides 4-methoxychalcone derivatives exhibited a potential antileishmanial
activity in vitro where compound 3i presented the best activity profile against L.
braziliensis. The structure-function analysis revealed that volume; the HOMO density
concentrated in the chalcone moiety, and the conformational structure of the
compounds as important structural and stereo electronic features for the
antileishmanial activity. The theoretical study of these molecules also showed that
they fulfilled Lipinski rule of 5 and present druglikeness similar to antileishmanial
drugs. These results point the sulfonamides 4-methoxychalcone derivatives as lead

compounds for designing new candidates for leishmaniasis treatment.

4. Experimental protocols

4.1. Chemistry

All reagents and solvents used were analytical grade. TLC was carried out using
silica gel F-254 Glass Plate (20 x 20 cm). The solid samples were measured using
potassium bromide pellets. The 'H Nuclear Magnetic Resonance (200-400MHz) and

3C-NMR (50-100 MHz) spectra were obtained from Bruker AC-200F and Varian

11



model Unity (Varian Oxford AS-400 spectrometer). Fourier transform infrared (FT-IR)
absorption spectra were recorded in a Perkin-Elmer 16PC spectrophotometer using
tetramethylsilane as internal standard. Microanalyses were carried out on a Carlo
Erba EA 1110 instrument.

General procedure for the preparation of compounds 3a-3i. The sulfonyl chloride
was treated with benzylamine in methanol at 0 °C. The mixture was reacted at room
temperature for 2 h and was then poured onto iced-water. The precipitate was
collected by filtration, washed with ice methanol, dried and recrystallized in hot
ethanol. Compound 3a: Yield 43%, m.p. 140-144°C. Compound 3b: Yield 40%, m.p.
149-150°C. Compound 3c: Yield 51%, m.p. 162-166 °C, IR (KBr, cm™) vmax cm™ 1661,
1594, 1328, 1217, 1148, 701. '"H NMR (200 MHz, CDCls): & 8.3 (s, 1H, Ar-H), 8.05-
8.01 (d, 2H, Ar-H), 7.81 (d, J = 14.28 Hz, 1H, olefinic H ), 7.77 (d, 1H, Ar-H) 7.60-7.47
(m, 3H, Ar-H, 1H, olefinic H), 7.08 (d, 1H, Ar-H), 3.99 (s, 3H, OCHs), 3.44-3.38 (t, 4H,
N-CH,), 1.89-1.83 (g, 4H, CH,). *C NMR (50MHz, CDCl3) d 191.05; 157.36; 142.94;
137.97, 135.20, 133.13, 131.40, 128.90, 128.37, 128.11 ; 121.85; 112.76; 57.20;
48.05, 26.09. Anal. Calcd for CxoH21 N S: C, 64.67; H, 5.70; N, 3.77; S, 8.63. Found C,
64.22; H, 5.62; N, 3.83; S 8.49. Compound 3d: Yield 38%, m.p. 158-158°C, IR (KBtr,
cm™) Vmax cm™ 1661, 1596, 1152, 1109, 699. 'H NMR (200 MHz, CDCls): & 8.23 (d,
1H, Ar-H), 8.03 (d, 2H, Ar-H), 7.77 (d, J = 10.4 Hz, 1H, olefinic H), 7.74 (d,1H, Ar-H),
7.64-7.45 (m, 3H, Ar-H, 1H, olefinic H), 7.08 (d, 1H, Ar-H), 3.99 (s, 3H, OCHs), 3.74 (t,
4H, 0-CH,), 3.27 (t, 4H, N-CH,). *C NMR (50MHz, CDCl3) & 190.06; 158.25; 142.46;
137.95, 135.18, 132.94, 131.12, 128.66, 128.50, 127.72, 126.92; 121.81; 112.79;
66.71; 56.32; 46.01. Anal. Calcd for Co Ho1 N S: C, 62.00; H, 5.46; N, 3.62; S, 8.28.

Found C, 61.70; H, 5.37; N, 3.73; S 8.05. Compound 3e: Yield 47%, m.p. 200-202°C.
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Compound 3f: Yield 51%, m.p. 205-207°C, IR (KBr, cm™) vmax cm™ 3249, 1660, 1598,
1496, 1147, 689. 'H NMR (200 MHz, DMSO-dg): & 8.15 (d, 1H, Ar-H), 8.01 (d, 2H, Ar-
H), 7.71-7.65 (m, 5H, Ar-H), 7.60 (d, J= 14 Hz, 1H, olefinic H), 7.56 (d, 1H, Ar-H), 7.26
(d, J= 14 Hz, 1H, olefinic H), 7.03 (d, 2H, Ar-H), 7.47 (s, 1H, Ar-H), 4.09 (s, 3H,
OCHs). ®C NMR (50MHz, DMSO-dg) & 190.05; 157.90; 142.42; 138.00, 135.88,
135.83, 133.22, 131.57, 130.41, 128.67, 128.92, 128.76, 128.53, 127.70, 122.96;
122.36 ; 112.88; 57.04 . Anal. Calcd for C22 Hig CI N S: C, 61.75; H, 4.24; Cl, 8.29; N,
3.27; S, 7.49. Found C, 62.03; H, 4.22; N, 3.43; S 7.42. Compound 3g: Yield 48%,
m.p. 218-219°C, IR (KBr, cm™) vmax cm™ 3238, 1652, 1590, 1495, 1160, 654. 'H NMR
(200 MHz, CDCl3): & 8.15 (s, 1H, Ar-H), 8.01 (d, 2H, Ar-H), 7.78 (d, J= 14.8 Hz, 1H,
olefinic H), 7.67 (s, 1H, Ar-H), 7.61-7.55 (m, 4H, Ar-H), 7.01 (dd, 1H, Ar-H), 7.09 (d,
J=14.8 Hz, 1H, olefinic H), 7.24 (d, 1H, Ar-H), 4.09 (s, 3H, OCHs). *C NMR (50MHz,
CDCls) & 190.04 ; 157.35 ; 142.09 ; 137.86, 136.03, 135.79, 133.00, 130.92, 130.14,
129.14, 128.68, 128.53, 128.16, 126.69, 122.78, 122.23 ; 120.26; 112.76; 56.83. Anal.
Calcd for Cpz Hyz7 Clz NS: C, 57.15; H, 3.71; Cl, 15.34; N, 3.03; S, 6.94. Found C,
56.93; H, 3.71; N, 3.09; S 6.50. Compound 3h: Yield 60%, m.p. 183-185°C, IR (KBtr,
cm™) vmax cm™' 3242, 1659, 1595, 1154, 643. 'H NMR (200 MHz, DMSO): & 9.85 (s,
1H, Ar-H), 8.1 (d, 2H, Ar-H), 8.09 (d, 2H, Ar-H), 7.73 (d, J = 15.7 Hz, 1H, olefinic H),
7.69 (d, J= 16 Hz, 1H, olefinic H), 7.60-7.50 (m, 3H, Ar-H), 7.26-7.02 (m, 5H, Ar-H),
4.09 (s, 3H, OCHs ), 3.67 (s, 3H, OCH3). ®*C NMR (50MHz, DMSO-dg) & 189.68;
158.52, 157.00 ; 143.10; 138.23, 135.83, 133.78, 131.44, 130.77, 129.44, 129.22,
127.76, 127.55 ; 122.05 ; 115.42, 114.87; 57.25 , 55.76 . Anal. Calcd for C3 Ho1 N S:
C, 65.23; H, 5.00; N, 3.31; S, 7.57. Found C, 64.25; H, 5.07; N, 4.50; S 7.48.

Compound 3i: Yield 42%, m.p. 167-169°C, IR (KBr, cm™) vnax cm™ 3210, 1655, 1591,
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1162, 693. '"H NMR (200 MHz, CDCls): & 8.25 (s, 1H, Ar-H), 8.04 (d, 2H, Ar-H), 7.73
(d, J= 15.8, 1H, olefinic H) 7.63 (d, 1H, Ar-H), 7.56-7.42 (m, 4H, Ar-H), 7.14 d, J= 15.8
Hz, 1H, olefinic H), 7.03 (m, 4H, Ar-H), 6.94 (d, 1H, Ar-H), 4.14 ( d, 2H, CHy), 4.09 (s,
3H, OCHs). *C NMR (50MHz, CDCls) 5 190.73; 157.99 ; 143.12 ; 138.63, 136.75,
135.96, 133.65, 129.99, 129.37, 129.21, 129.09, 128.57 ; 122.51; 113.10 (C Ar);
57.17 ; 48.43. Anal. Calcd for Co3 Ho1 N S: C, 67.79; H, 5.19; N, 3.44; S, 7.87. Found

C, 67.52; H,5.11; N, 3.50; S 7.62.

4.2. Biology

4.2.1. Drugs: All sulfonamides 4-methoxychalcone derivatives (3, 3a-3i) were
added in cultures as a dimethyl sulfoxide (DMSQO) solution (50uM). The final solvent
(DMSQO) concentrations never exceeded 1% (v/v) and had no effect on the
proliferation or morphology of parasites.

4.2.2. Parasites: Leishmania braziliensis promastigotes forms (strain Lb2904) were
grown at 28°C in Schneider's and LIT medium supplemented with 5 and 10% of heat
inactivated fetal bovine serum (FBS), respectively. The J774.A1 macrophage cell line
was used to assess drug effects against intracellular amastigotes.

4.2.3. Antiparasite Assay:

4.2.3.1. Promastigotes

For the parasite growth inhibition assays, Leishmania promastigotes were
harvested on the exponential phase of growth and the concentration was adjusted to
10 x 10° parasites/ml in Schneider's medium plus 5% FBS for Leishmania. The
compounds were dissolved in DMSO (25 mM) and further diluted to appropriate

concentrations (1:4) ranging from 100 to 1.6 uM in culture medium. The parasite
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suspension (100uL) was added to 96-well plates and incubated at 28°C for 72h in the
presence of different concentrations of chalcones. We also used amphotericin B
(ranging from 31.25 to 1,000 nM) as positive control, and 1% DMSO and medium only
as negative controls. Three experiments were carried out in triplicate, and the number
of live parasites was determined by counting in Neubauer chambers. The 50%
inhibitory concentrations (ICsp) were determined by linear regression analysis, and
represent the mean + standard error of the mean values of three independent
experiments (GraphPad Software, San Diego, CA). The ICs, for Pentamidine
Isethionate was obtained from that described elsewhere [25].
4.2.3.2. Amastigotes

The J774.A1 macrophage cell line was used to assess drug effects against
intracellular amastigotes. Cells were removed by scrapping and incubated at 340C
with L. braziliensis amastigote at a 5:1 parasite:cell ratio in RPMI medium
supplemented with 20% FCS and maintained under gentle shaking overnight. One
hundred microliters of the cell suspension was seeded on 13mm glass coverslips in 24
well plates, and incubated with different 3i concentrations (0-100 uM) for 48 hours at
34°C at 5% CO.. After that, coverslips were air-dried, methanol fixed and Giemsa
stained and mountant with DPX. The rate of cell infection as well as the number of
amastigotes per cell was microscopically evaluated (1000x) by counting of 200
random cells at least of two independent experiments in duplicate. The percentage of
inhibition was calculated according to Guru et al. (1989) and value higher than 25%
was considered as effective. We also used amphotericin B as positive control, and 1%
DMSO and medium only as negative controls.

4.2.4. Cytotoxic assays: The cytotoxic effect of chalcones to mouse peritoneal
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macrophages was evaluated as previously described [9]. Cells were harvested from
the peritonea of healthy mice after injection of 5 ml sterile phosphate saline buffer
(PBS) containing EDTA 0.5%7. Cells (5x10° cells/ml) were cultivated for 72 hours at
37°C in 96 well microplates in DMEM medium supplemented with 10% of FBS in the
presence of different concentrations of compounds. Cytotoxicity (cell viability) was
assessed by an MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide] assay [34-35]. The 50% cytotoxicity concentrations (CCsg) were determined
by linear regression analysis, and represent the mean + standard error of the mean

values of three independent experiments (GraphPad Software, San Diego, Calif.)

4.3. Molecular Modeling and SAR studies

Molecular modeling was performed using SPARTAN’04 (Wavefunction Inc. Irvine,
CA, 2000) and Osiris programs (http://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/druglikeness.html) as described elsewere [19,24,28-30].
Structures were minimized and the equilibrium geometry was obtained in vacuum
using a semi-empirical AM1 module. In order to evaluate the electronic properties of
the AM1 minimal energy conformations, they were submitted to a single-point
calculation using DFT method with a 6-31-G* basis set of the SPARTAN’06 package.
The three-dimensional isosurfaces of the molecular electrostatic potential maps
(MEPs) at the van der Waals contact surface represented electrostatic potentials
superimposed onto a surface of constant electron density (0.002 e/aud®). They were
generated in a range from —65 to +23 kcal/mol. These color-coded isosurface values
provide an indication of the overall molecular size and location of negative (red) or

positive (blue) electrostatic potentials. The electronic properties (HOMO energy,
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HOMO orbital coefficients distribution, LUMO density, dipole moment, dipole moment
vector and lipophilicity-cLogP) were calculated for all compounds. Hydrogen bond
acceptor and donor, molecular weight and volume and the theoretical toxicity
properties were calculated in the Osiris Property Explorer property (http://www.organic-
chemistry.org/) and in the in silico screening program (http://www.molinspiration.com/

cgi-bin/ properties).
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Figures legends

Figure 1: Biological evaluation of 4-methoxychalcone (3) and sulfonamide 4-
methoxychalcone derivatives (3a-i). Inhibitory effects on L. braziliensis in vitro
proliferation (A), cytotoxicity profile on mouse macrophages (B), selectivity index (Sl)
calculated as described by Ferreira et al., 2006 [24] (C) and the inhibition of the
amastigotes infection on macrophages by the most active compound (3i) (D).

Figure 2: Conformational analysis (A), HOMO density encoded onto a van der
Waals surface (B) and electrostatic potential map (C) of 4-methoxychalcone (3) and
sulfonamide 4-methoxychalcone derivatives (3a-3i). HOMO absolute density
coefficient (isodensity 0.002 e/aus) mapped from deepest red (0.00) to deepest blue
(0.02). The chalcone moiety of all molecules is turned to the front in (A), (B) and (C).
The position is slightly altered in (B) and (C) to allow a better view of the parameters

analyzed.

Figure 3: Structural alignment of the most (3i) and the less active (3e) derivatives
of the sulfonamide 4-methoxychalcone series (A), and the druglikeness and drugscore
values (B) and the theoretical toxicity evaluation (C) of the most active compounds
(3b, 3d, 3f and 3i) compared to the non-substituted 4-methoxychalcone and
antileishmanial drugs. (A) The most (3i) and the less active (3e) compounds are
represented in stick and ball colored by element (Grey = carbon, white = hydrogen,
blue = nitrogen, red = oxygen and orange = sulfur. The white color in the CPK
structure shows the chalcone and sulfonamide parts in these compounds (3i and 3e)
whereas green represents the contributing region of the most active compound (3i)
and purple indicates the prohibitive region of the less active derivative (3e).

Scheme 1. Rational approach to design the sulfonamides 4-methoxychalcones
derivatives.

Scheme 2. Synthetic approach used to obtain the sulfonamides 4-
methoxychalcones derivatives.
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Table 1: Comparison of the antileishmanial activity (ICsp) of 4-methoxychalcone (3) and

sulfonamides 4-methoxychalcone derivatives (3a—i) with their theoretical molecular electronic

properties (Dipole, Exomo, ELumo, cLOg P, Volume, Molecular weight - MW) and Lipinski

profile, including the number of Hydrogen Bond Donor and Acceptor Groups (HDG and HAG

respectively).
o)
2 P Q\S,R
o0, U U
3 OCHj, 3a - 3i OCH;
] Lipinski Rule of 5
c R ICs, Dipole HOMO LUMO Vol
(uM) (Debye) (eV) (eV) ?:sr)“eHDG HAG CclogP MW
3 - 166+1.6 3.39 -843 2.01 26380 O 2 3.63 238.29
CHj
3a —N 86+04 7.32 -838 204 346.07 O 5 2.61 34542
CHj
3b —N 56+0.4 895 -840 2.09 38291 O 5 329 373.47
\—CHj
3c \NQ 13.0+£13 723 -876 095 371.83 O 5 293 371.46
\N/\
3d K/O 59+13 731 -859 187 37989 0 6 221 387.46
_NH
3e O 69.0+3.7 8.67 -857 1.87 39184 1 5 4.04 393.46
_NH
3f O\ 46+13 820 -8.19 2.09 40513 1 5 4.60 427.91
cl
_NH cl
39 @ 8.1+x16 7.84 -8.89 0.951 41827 1 5 5.16 462.35
cl
_NH
3h O\ 7.5+08 7.56 -827 2.06 41938 1 6 3.91 423.49
OCHjs
NH
3i /\© 3.5+06 7.17 -859 1.87 41052 1 5 411 407.49
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