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Dados do Pedido

Natureza Patente:

Titulo da Inven¢éo ou Modelo de
Utilidade (54):

Resumo:

Figura a publicar:

Dados do Procurador

10 - Patente de Invencéao (PI)

SINTESE DE COMPOSTOS GUANIDINICOS E COMPOSTOS
GUANIDINICOS SINTETIZADOS PARA O TRATAMENTO DE
LEISHMANIOSE

A presente patente de invencao descreve a sintese de compostos
guanidinicos e os respectivos compostos guanidinicos sintetizados
para o tratamento de leishmanioses, cujos testes, em formas
promastigotas e amastigotas em L. amazonensis, resultaram em alta
atividade e alto indice de seletividade, solucionando o problema da
alta toxicidade e pouca eficacia dos medicamentos atualmente em
uso.

1

Procurador:
Nome ou Razéo Social:
Numero OAB:
Numero API:
CPF/CNPJ:
Endereco:
Cidade:
Estado:
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Fax:
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Sérgio Victor Mastrorocco

296946SP
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02990560823
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Séo Paulo
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02018-001
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Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 3 de 4

EDUARDO RENE PEREZ GONZALEZ
21623042879

Cubana

Fisico, quimico, meteorologista, gedlogo, oceandgrafo e afins
Rua Claudionor Sandoval, 681 - Vila Rosa
Presidente Prudente

SP

19023-200

BRASIL

(11) 562 70217

(11) 562 70103

auin@unesp.br

RAFAEL DIAS DO ESPIRITO SANTO
32559041880

Brasileira

Fisico, quimico, meteorologista, geélogo, oceandégrafo e afins
Rua José Alfredo da Silva, 1405 - Vila Tazitsu
Presidente Prudente
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19023-210

BRASIL

(11) 562 70217

(11) 562 70103

auin@unesp.br
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Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:
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Pais:
Telefone:
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Email:
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Nome:

CPF:
Nacionalidade:
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Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:

Telefone:

Fax:

Email:

MARCIA APARECIDA SILVA GRAMINHA
17998438827

Brasileira

Bidlogo, biomédico e afins

Rua Dr. Aldo Lupo, 55 - Vila Harmonia
ARARAQUARA

SP

14802-520

BRASIL

(11) 562 70217

(11) 562 70103

auin@unesp.br

ANGELA MARIA ARENAS VELASQUEZ
23469584842

Colombiana

Fisico, quimico, meteorologista, geélogo, oceandgrafo e afins
Rua Luiz Saia, 51, Apto 21 - Parque Arnold Schimidt
S&o Carlos

SP

13564-010

BRASIL

(11) 562 70217

(11) 562 70103

auin@unesp.br
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Documentos anexados

Tipo Anexo
Comprovante de pagamento de GRU 200
Procuracéo
Documento de Cesséo
DECLARACAO NEGATIVA DE ACESSO
Relatério Descritivo
Reivindicacao
Desenho
Resumo

Acesso ao Patrimdnio Genético

Nome

FUNDUNESP GRU DEPOSITO PI 004 -
29409161709989989.pdf

procuracao FUNDUNESP para o INPI.pdf

17AUINO16- TERMO DE CESSAO
ASSINADO.pdf

17AUINO16-certidao negativa.pdf
160518 relatorio.pdf
160518 reivindicacao.pdf
160518 desenhos.pdf

160518 resumo.pdf

Declaracdo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invencéo
ndo foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patrimbnio Genético
Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou ndo se aplica.

Declaragéo de veracidade

[Z[Declaro, sob as penas da lei, que todas as informacdes acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.
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- 4 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO®
une sp GABINETE DO REITOR

PROCURAGAO

Por este instrumento, a UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”,
autarquia estadual de regime especial, criada pela Lei n°® 952 de 30/01/1976, com sede na Rua Quirino de
Andrade, 215, Centro, CEP 01049-010, Sao Paulo/SP, inscrita no CNPJ do MF sob o n°® 48.031.918/0001-24,
doravante designada simplesmente UNESP, neste ato, representada por seu Magnifico Reitor, de acordo com o
Art. 34, | de seu Estatuto, Prof. Dr. SANDRO ROBERTO VALENTINI, brasileiro, professor universitario, portador
do RG n® 10.288.419-X SSP/SP, inscrito no CPF/MF sob o n° 083.891.058-02, ou quem legalmente o substitua,
nomeia e constitui seus procuradores, 1) LEOPOLDO CAMPOS ZUANETI, brasileiro, advogado, devidamente
inscrito na Ordem dos Advogados do Brasil Secgdo de S&o Paulo sob o nimero 235.031; 2) SERGIO VICTOR
MASTROROCCO, brasileiro, advogado, devidamente inscrito na Ordem dos Advogados do Brasil Seccdo de
S&o Paulo sob o numero 296.946, e 3) VITOR GARCIA KOPP, brasileiro, engenheiro, portador do RG n°®
36.688.444-X SSP/SP, inscrito no CPF/MF sob o n° 375.214.338-07, outorgando-lhes poderes para representa-la
perante o Instituto Nacional da Propriedade Industrial — INPI, para o fim de requerer e processar direitos de
propriedade intelectual, tais como patentes de invengéo, de modelos de utilidade, desenhos industriais, registros
de marcas de produto, de servigo, coletivas ou de certificacdo, de indicacdes geograficas, cultivares, direitos de
autor, de programas de computador e manté-los em vigor com amplos e ilimitados poderes para assinar
peticdes, autorizacbes para copia, termos de cessdo de direitos, acordos de gestio e compartilhamento de
propriedade intelectual, documentos diversos relacionados ao processo administrativo de protecéo de direitos de
propriedade industrial, incluindo, mas ndo se limitando aos documentos ja utilizados pelo INPI, bem como
aqueles que vierem a ser adotados e utilizados para instrug&o processual de patentes, modelos de utilidades,
marcas, desenhos industriais e programas de computador, pagar taxas, retribuicdes, impostos, fazer prova de
uso das invencgdes patenteadas ou das marcas registradas, efetuar pagamentos e receber restituigées, dando as
respectivas quitagdes, apresentar oposigdes, recursos, réplicas, desistir, renunciar, anotar, averbar contratos de
licenca e transferéncias de tecnologia, elaborar notificagdes extrajudiciais, requerer prorrogacédo dos prazos de
protecéo, fazer declaragdes, opor, protestar, impugnar, recorrer, pedir reconsideracdo, manifestar-se sobre
oposi¢des e recursos, obter vista de processos, cumprir exigéncias, apresentar defesas escritas ou orais, desistir,
replicar, transigir, receber, juntar e retirar documentos, requerer caducidade e contestar pedido de caducidade,
requerer e contestar nulidade administrativa e licenga compulséria, preencher qualquer tipo de formalidade,
requerer anotagao e averbagdo de cesséo, alteragdes de nome e de sede, proceder a publicacio de editais de
chamamento para instruir, elaborar, firmar e acompanhar contratos de transferéncia de tecnologia e/ou
licenciamento com exclusividade ou ndo, e praticar para o fim mencionado todos os atos necessarios perante as
autoridades administrativas competentes no Brasil em beneficio da Outorgante.

Este instrumento é valido até 30 de junho de 2018.

Sé&o Paulo, 27 de junho de 2017.

\ )] 1\

\L N \1 \

A\
SANDRO RQBER\ro VALENTINI

v

Rua Quirino de Andrade, 215, Sao Paulo — SP, CEP 01.049-010
www.unesp.br
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Reitoria

TERMO DE CESSAO DE DIREITOS SOBRE PROPRIEDADE INTELECTUAL

Cedentes: 1. EDUARDO RENE PEREZ GONZALEZ, cubano, em unido estavel, professor universitario, inscrita
no CPF/MF sob o n° 216.230.428-79, portadora do documento de identidade V223273-9, DPF-ESP, residente em
Presidente Prudente (SP), na Rua Claudionor Sandoval, 681, Vila Rosa, CEP 19.023-200; 2. RAFAEL DIAS DO
ESPIRITO SANTO, brasileiro, solteiro, quimico, inscrito no CPF/MF sob o n° 325.590.418-80, portador do
documento de identidade RG n° 27.624.988-4, SSP/SP, residente em Presidente Prudente (SP), na Rua José
Alfredo da Silva, 1405, Vila Tazitsu, CEP 19.023-210; 3. MARCIA APARECIDA SILVA GRAMINHA, brasileira,
divorciada, professora universitaria, inscrita no CPF/MF sob o n°® 179.984.388-27, portadora do documento de
identidade RG n° 21.412.547-6, SSP/SP, residente em Araraquara (SP), na Rua Dr. Aldo Lupo, 55, Vila
Harmonia, CEP 14.802-520; 4. ANGELA MARIA ARENAS VELASQUEZ, colombiana, divorciada, quimica,
inscrita no CPF/MF sob o n° 234.695848-42, portadora do documento de identidade V728747-4,
CGPI/DIREX/DPF, residente em Sao Carlos (SP), na Rua Luiz Saia, 51, Apartamento 21, Parque Arnold
Schimidt, CEP 13.564-010;

Cessionaria: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA «JULIO DE MESQUITA FILHO” - UNESP, autarquia
estadual de regime especial, criada pela Lei n° 952 de 30.01.1976, devidamente inscrita no CNPJ/MF sob o n°
48.031.918/0001-24, com sede na Rua Quirino de Andrade, 215, Centro, Sdo Paulo (SP), CEP 01.049-010.

Pelo presente instrumento, nesta e na melhor forma de direito, os Cedentes autorizam a Cessionaria a depositar
o pedido de patente intitulado “COMPOSTOS GUANIDINICOS COMO NOVOS AGENTES LEISHMANICIDAS”
junto ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial, cedendo todos os direitos patrimoniais a ele relativos na
‘forma e para os fins do disposto na Lei 9.279 de 14.05.1996 e Lei 8.666 de 21.06.1993, Artigo 111, a titulo
gratuito, sem qualquer restricdo quanto a forma, tempo ou lugar, desde ja ficando autorizadas quaisquer
alterages que venham a ser consubstanciadas em futuras atualizagdes, modificagdes ou derivagdes
tecnoldgicas.

Por ser a expressdo da verdade, este documento € firmado na presenga de duas testemunhas que também o
assinam.

Presidente Prudente, 13 de margo de 2018.

v "
L}‘Gﬁ' JLO %})ﬂzv\ &Q

FAEL DIAS DO ESPIRITO SANTO

Cedentes:

e M= S,

ANGELA MARIA ARENAS VELASQUEZ

Cessionaria:
Testemunhas:
R R - ,&J&wm trolion
1. Keyla Santos Bento 2. Sabrina Paduan
CPF/MF: 323.669.268-55 CPF/MF: 389.723.218-93
17AUINO16

Agéncia UNESP de Inovagdo

Rua Quirino de Andrade, 215 — Centro

CEP. 01.049-010, Séo Paulo - Estado de Séo Paulo - Brasil

Fone: +55 11 5627-0696 / 0692 - E-mail: auin@unesp.br Péagina 1de 1
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AGENCIA UNESP DE INOVAGAO

Agéncia UNESP de Inovacdo

DECLARAGAO NEGATIVA DE ACESSO A RECURSOS DO PATRIMONIO GENETICO

Titulo: Compostos Guanidinicos como Novos Agentes Leishmanicidas
Titulares: Universidade Estadual Paulista "Julio De Mesquita Filho”
Inventores: Eduardo Rene Perez Gonzalez, Rafael Dias do Espirito Santo, Angela Maria

Arenas Velasquez e Marcia Aparecida Silva Graminha

Nés, inventores abaixo assinados, declaramos que, nos termos da Resolugédo n°
34, de 12 de fevereiro de 2009, do Conselho de Gestdo do Patrimdnio Genético — CGEN, e da
Resolucéo n° 207, de 24 de abril de 2009, do Instituto Nacional da Propriedade Industrial — INPI,
0 objeto do presente pedido de patente de invengao nao foi obtido em decorréncia de acesso a
amostra de componente do patriménio genético nacional, realizado a partir de 30 de junho de
2000.

Presidente Prudente, 17 de janeiro de 2018.

— F
LN

f--_;",- —— R . s

EDUARDO RENE PEREZ GONZALEZ RAFAEL DIAS DO ESPIRITO SANTO

,WM_‘ 7’!:,4..?1‘(@ *‘-’(E‘-"F .,-‘FLH:... 'l.;‘ll.

\ ,
MARCIA APARECIDA SILVA GRAMINHA ANGELA MARIA ARENAS VELASQUEZ

Rua Quirino de Andrade, 215 - Bairro: Centro CEP 01049-010 - Sao Paulo, SP
Fone: +55 11 3393-7901 / 7903 / 7904 - E-mail: auin@unesp.br
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SINTESE DE COMPOSTOS GUANIDINICOS E COMPOSTOS
GUANIDINICOS SINTETIZADOS PARA O TRATAMENTO DE
LEISHMANIOSE

[001] CAMPO DA INVENCAO

[002] A presente patente de invencao descreve a sintese de compostos
guanidinicos e o0s respectivos compostos guanidinicos sintetizados
para o0 tratamento de leishmanioses. Mais especificamente
compreende compostos guanidinicos sintetizados cujos testes, em
formas promastigotas e amastigotas em Leishmania amazonensis,
resultaram em alta atividade e alto indice de seletividade, solucionando
0 problema da alta toxicidade e pouca eficacia dos medicamentos
atualmente em uso.

[003] ANTECEDENTES DA INVENQAO

[004] As leishmanioses sédo doencas causadas por espécies do género
Leishmania. As trés principais formas de infeccdao séo: leishmaniose
visceral ou calazar; leishmaniose cutdnea e leishmaniose muco-
cutanea. Este conjunto de doencas afeta principalmente pessoas
pobres na Africa, Asia e América Latina, sendo estimados cerca de 1,3
milhdes de novos casos anualmente, podendo levar os individuos a
morte, caso nao sejam adequadamente tratados.

[005] HA poucas opcOes terapéuticas para o tratamento das
leishmanioses, sendo os antimoniais pentavalentes os farmacos de
primeira escolha desde a década de 20. O tratamento realizado com 0s
antimoniais € administrado por via parenteral, longo, ineficaz e
apresenta efeitos colaterais graves e persistentes. Alternativamente,
como farmacos de segunda escolha, tem-se a anfotericina B,
formulacdes lipossomais de anfotericina B, pentamidina, paromomicina
e miltefosina (ALAVI-NAINI, R.; FAZAELI, A.; ODEMPSEY, T. Topical

Peticéo 870180043588, de 23/05/2018, pag. 11/27
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treatment modalities for old world cutaneous leishmaniasis: a review.
Prague Medical Report, v. 113, n. 2, p. 105-118, 2012.) e (FREZARD,
F.; DEMICHELI, C.; RIBEIRO, R. R. Pentavalent antimonials: new
perspectives for old drugs. Molecules, v. 14, n. 7, p. 2317-2336, 2009.),
porém estes também exibem alta toxicidade, mostrando que os
problemas associados com a terapéutica atual das leishmanioses
Impossibilitam um controle adequado da doenca.

[006] As guanidinas sdo compostos altamente alcalinos, solUveis em
agua, que podem ser obtidas por diferentes fontes naturais tais como
algas, esponjas e microrganismo, porém também podem ser
sintetizadas.

[007] Moléculas contendo o nucleo guanidinico apresentam varias
atividades biolégicas como, por exemplo, dilatadores cardiovasculares
(Short, J.H., Wayne Ours, c., Ranus, W. J; J. Med. Chem. 1968; 11,
1120 — 1135.), anti-histaminicos (Satoh, T., Muramatu, M., Ooi, Y.,
Miyataka, H., Nakajima, T., Umeyama, M.,Chem. Pharm. Bull. 1985; 33,
647 — 654.) agentes anti-inflamatérios (Miyamoto, Y., Hirose, H.,
Matsuda, H., Nakano, S., Onhtani, M., Kaneko, M., Sishigaki, K.,
Nomura, F., Kitamura, H., Kawashima, Y.; Trans. Am. Soc. Artif. Int.
Organs. 1985; 31, 508 — 511.; Omura K., Kiyohara Y., Komada F.,
lwakawa S., Hiral M., Fuwa T., Pharm. Res. 1990; 7, 1289 — 1293.),
anti-diabéticos (Muramatsu, I. Oshita M., Yamanaka K.J., Pharmacol.
1983; 227, 194 — 198.), anti-bactericidas, antifungicos (Umezawa S.,
Takahashi Y., Usui T., Tsuchiya T., J. Antibiot. 1974; 27, 997 — 999.) e
anti-parasitario (Marriner, S.; Anthelmintic drugs. Vet. Rec. 1986; 118,
181 — 184.).

[008] Varios compostos do tipo guanidinas sdo estudados para o

tratamento de doencas tropicais negligenciadas, sendo que alguns
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estudos testaram a efetividade de compostos guanidinicos contra
leishmanioses (Santo R D E, Machado M G M, Santos J L, Gonzéalez E
R P and Chin M C (2014) Use of guanidine compounds in the treatment
of neglected tropical diseases. Curr Org Chem 18:2572-2602.);
(Stephens, C.E.; Brun, R.; Salem, M.M.; Werbovetz, K.A.; Tanious, F.;
Wilson, W.D.; Boykin, D.W. The activity of diguanidino and 'reversed'
diamidino 2,5-diarylfurans versus Trypanosoma cruzi and Leishmania
donovani. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2003, 13, 2065-2069.); (Hua, H.;
Peng, J.; Fronczek, F. R.; Kelly, M.; Hamann, M. T. Crystallographic and
NMR studies of antiinfective tricyclic guanidine alkaloids from the
sponge Monanchora unguifera. Bioorg. Med. Chem., 2004, 12, 6461-
6464.); (Costa, E.V.; Pinheiro, M.L.B.; Xavier, C.M.; Silva, J.R.A,
Amaral, A.C.F.; Souza, A.D.L.; Barison, A.; Campos, F.R.; Ferreira, A.
G.; Machado, G.M.C.; Leon, L.L.P. A pyrimidine-B-carboline and other
alkaloids from Annona foetida with antileishmanial activity. J. Nat. Prod.,
2006, 69, 29 -294.).

[009] Um dos principais beneficios de sintetizar as guanidinas € a
possibilidade de serem obtidos compostos cada vez mais puros, em
maior nimero e com uma maior diversidade estrutural (CUNHA, S. D.;
COSTA, M. B.; NAPOLITANO, H. B.; LARIUCCI, C.; VENCATO, I.,
Tetrahedron, V. 57, p. 1671-1675, 2001.).

[010] Os métodos mais tradicionais para obtencdo das guanidinas
utilizam tioureias como material de partida, uma amina e um agente de
guanilacdo (CUNHA, S. D.; COSTA, M. B.; NAPOLITANO, H. B,
LARIUCCI, C.; VENCATO, I., Tetrahedron, V. 57, p. 1671-1675, 2001.).
Os agentes de guanilacdo sé&o utilizados como promotores da
guanilacéo das tioureias, os principais sdo os sais de O0xidos de metais

pesados, tais como HgCl> e Bi(NO3)s, porém possuem a desvantagem
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de produzir residuos toxicos (BRITO, Tiago de Oliveira; PEREIRA,
André Juck Faustino; FATIMA, Angelo de. Sintese de
benzoilguanidinas promovida por terc-butil hidroperoxido, 382 Reunido
Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, Aguas de Lindoia, Maio.
2015).

[011] O estado da técnica descreve alcaloides triciclicos contendo o
ndcleo guanidinico derivado de produtos naturais, com atividade
leishmanicida (MARTINS, Ligia F., et al. Analogues of Marine
Guanidine Alkaloids Are in Vitro Effective against Trypanosoma cruzi
and Selectively Eliminate Leishmania (L.) infantum Intracellular
Amastigotes. Journal of Natural Products., 2016, 79 (9), pp 2202-2210.
[012] Nesta anterioridade, os compostos sdo alcalbides triciclicos
contendo ndcleo guanidinico derivados de produtos naturais,
resultando em varias etapas sintéticas, com etapas de purificacao
demoradas e complexas, e temperatura em torno de -78°C.

[013] No entanto, o estado da técnica ndo descreve nem sugere 0 USO
de compostos guanidinicos no tratamento das leishmanioses, com
indice de seletividade 130 vezes mais seletivo para o parasito do que
para a célula do hospedeiro, resultando em compostos
significativamente menos citotoxicos para células de mamiferos, sendo
uma alternativa para compor o arsenal terapéutico para eliminacao do
parasito no hospedeiro, sem que estes apresentem toxicidade ao
paciente durante o tratamento, onde 0s compostos sao sintetizados em
24 horas, com etapa de purificacdo simples e partindo de moléculas
comerciais de facil manipulacéo e baixo custo.

[014] Desta forma, € objeto da presente patente de invencdo um
processo de sintese de compostos guanidinicos e 0s respectivos

compostos guanidinicos sintetizados para o0 tratamento de
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leishmanioses. Mais especificamente compreende compostos
guanidinicos sintetizados com alta atividade e alto indice de
seletividade em formas promastigotas e amastigotas em L.
amazonensis.

[015] BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[016] A figura 1 apresenta a representacdo da reacdo entre as
diferentes tiouréias e benzilamina para a geracdo dos compostos
LQOF-G1 a LQOF-G10.

[017] A figura 2 apresenta a representacdo da reacdo entre as
diferentes tiouréias e 4-aminobutanol para a geracdo dos compostos
LQOF-G11 a LQOF-G19.

[018] DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[019] Para as finalidades da presente invencgdo, sao utlizadas as
seguintes siglas:

[020] MTT = brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio];
[021] PMS = metassulfato de fenazina

[022] Os compostos guanidinicos, objeto da presente invencao, foram
sintetizados utilizando como catalisador o nitrato de bismuto penta-
hidratado, pela maior facilidade de trabalhar com os residuos do
catalisador e também por este ser um catalisador acessivel
comercialmente e de facil manuseio por ser um sélido cristalino estavel
e resistente a umidade.

[023] A sintese de compostos guanidinicos compreende a reacéo de 1
parte de tiouréia dissolvido em dimetilformamida (DMF), 2 partes de
amina, 4 partes de trietilamina e 1 parte de nitrato de bismuto penta-
hidratado (Bi(NO3)3.5H-.0), aquecida a 100°C por 24 horas. Findo o
tempo reacional, a solugao atinge a temperatura ambiente, sendo a

suspenséo filtrada. Em seguida, sao removidas as impurezas do filtrado
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através de extracdo com agua. A fase organica € seca com sulfato de
magneésio anidro e, apos filtragem, € evaporada. O residuo cru obtido
apos a evaporacao do solvente é recristalizado em uma mistura éter
etilico/éter de petrdleo na proporcéo de 8:2.

[024] Bioensaios de atividade leishmanicida

[025] Para os bioensaios de atividade leishmanicida, foram utilizadas
formas promastigotas da cepa (MPRO/BR/1972/M1841-LV-79) de L.
amazonensis cultivadas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose)
(FERNANDES, J. F.; CASTELLANI, O. Growth characteristics and
chemical composition of Trypanosoma cruzi. Experimental
Parasitology, v. 18, n. 2, p. 195-202, 1966.) pH 7,2; 68,4 mM de NacCl;
5,4 mM de KCI; 56,3 mM de Na>HPOg4; 111 mM de Dextrose; 0,3% de
meio Liver Infusion Broth; 0,5% de Triptose; 25 mg/L de Haemin; 10%
de soro fetal bovino inativado (SFB) em estufa a 28°C, até a fase
logaritmica tardia de crescimento (1x107 parasitas/mL).

[026] A metodologia do bioensaio para avaliar atividade leishmanicida
in vitro foi baseada no método do MTT (MOSMANN, T. Rapid
colorimetric assay for cellular growth and survival: application to
proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods,
v. 65, n. 1/2, p. 55-63, 1983.), que esta baseado na capacidade das
células vivas reduzirem o sal MTT em um produto colorido chamado
formazan; este, por sua vez, é produzido pela atividade da enzima
succinato desidrogenase no meio mitocondrial.

[027] Inicialmente, foram preparadas solu¢cdes estoque dos compostos
a 20 mg/mL em dimetilsulféxido (DMSO). Para o uso in vitro, 0s
compostos foram diluidos em concentracdes apropriadas (1 a 100
png/mL) no meio de cultivo dos parasitos para a realizacao dos ensaios

colorimétricos. Trés microlitros de cada composto (concentracdes finais
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de 100 a 1 uyg/mL) foram adicionados a 97 yL de meio LIT (contendo as
formas promastigotas de L. amazonensis). A placa foi incubada em
camara Umida a 28°C (BOD) por 72 h. A seguir, foi adicionado 10 uL
de solugao MTT/PMS (MTT 2,5 mg/mL e PMS 0,22 mg/mL) em todos
0S pocos e a placa novamente foi incubada, ao abrigo da luz, por 75
min a 28°C.

[028] O PMS foi utilizado como um carregador intermediario de
elétrons, catalisando o processo de geracao de formazan (DUTTA, A,;
BANDYOPADHYAY, S.; MANDAL, C.; CHATTERJEE, M. Development
of a modified MTT assay for screening antimonial resistant field isolates
of Indian visceral leishmaniasis. Parasitology International, v. 54, n. 2,
p. 119-122, 2005.). Os cristais de formazan foram dissolvidos com uma
solucédo de SDS-HCI (dodecil sulfato de sédio a 10% em HCI 1 mol/L)
e, apos este passo, as placas foram incubadas a temperatura ambiente
por 30 min ao abrigo da luz.

[029] A leitura da densidade otica foi realizada em espectrofotdmetro
de placas (Infinite M200Pro, TECAN) a 492 nm. Os resultados foram
obtidos em absorbancia.

[030] A porcentagem de parasitos mortos e porcentagem de
citotoxicidade (%C) foram calculadas segundo a equacao 1 (MUELAS-
SERRANO, S.; NOGAL-RUIZ, J. J.; GOMEZ-BARRIO, A. Setting of a
colorimetric method to determine the viability of Trypanosoma cruzi
epimastigotes. Parasitology Research, v. 86, n. 12, p. 999-1002, 2000.).

[031] Equacéo 1: porcentagem de parasitos mortos e de toxicidade
G.— G
%C = [u] x 100
Gc

[032] Onde:
[033] GC= AC-AM;
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[034] GP= AP-APM;

[035] GC representa o numero de parasitos/mL nos pocos controles;
[036] GP representa 0 numero de parasitos/mL detectados em
diferentes concentracdes das amostras;

[037] AC corresponde ao valor de absorbancia nos pogos controle (na
auséncia de amostra) com parasitos;

[038] AM representa o valor da absorbancia nos pocos controle (na
auséncia de amostra) sem parasitos;

[039] AP representa o valor da absorbancia nos testes;

[040] APM corresponde ao valor da absorbancia das diferentes
concentracdes das amostras na auséncia dos parasitos.

[041] Para a realizacdo dos bioensaios, foram realizados dois
controles: (A) auséncia dos parasitos e (B) auséncia dos compostos,
mas contendo os parasitos. Como controle positivo foram incluidos os
farmacos pentamidina e anfotericina B, convencionalmente utilizados
no tratamento das leishmanioses.

[042] Os valores de ICso (metade da concentracdo inibitoria maxima)
foram determinados a partir dos dados de absorbancia obtidos e
calculados por regressao néo linear para cada composto, utilizando-se
o programa Origin 7.0 (WASS, J. A. Origin 7.0. Biotech Software and
Internet Report, v. 3, n. 5/6, p. 130-133, 2004.).

[043] Determinacéo da citotoxicidade

[044] Para a obtencdo dos macréfagos foi injetado, via intraperitoneal,
3,0 mL de solucdo de tioglicolato de sédio a 3% em camundongos
Swiss (machos, com 6 a 8 semanas de idade, pesando entre 25 e 30
g) para a migracao de macréfagos a regido peritoneal (PAIVA, F. P. de;
MAFFILI, V. V.; SANTOS, A. C. S. Curso de manipulagao de animais
de laboratorio. Salvador: Fiocruz, Centro de Pesquisas Gongalo Muniz,
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2005. Disponivel em:
<www.cpggm.fiocruz.br/arquivos/bioterio/bioterio_apostilha.pdf>.).
[045] Ap6s 3 a 4 dias da estimulacdo/ativacdo, os animais foram
eutanasiados sendo retirado o exsudado peritoneal. Seguindo a
metodologia técnica (CARLOS, I. Z.; CARLI, C. B. A.; MAIA, D. C. G,;
BENZATTI, F. P.; LOPES, F. C. M.; ROESE, F. M.; WATANABE, M.,
MICHELETTI, A. C.; SANTQOS, L. C. dos; VILEGAS, W.; HONDA, N. K.
Immunostimulatory effects of the phenolic compounds from lichens on
nitric oxide and hydrogen peroxide production. Revista Brasileira de
Farmacognosia, v. 19, n. 4, p. 847-852, 2009.), depois da contagem
diferencial e ajuste para 5x10° macréfagos/mL, 100 pyL da suspenséo
celular em meio RPMI 1640 suplementado com 10% SFB inativado, 25
mM HEPES e 2 mM L-glutamina foram adicionados em cada poco de
uma placa estéril de poliestireno contendo 96 cavidades (VELASQUEZ,
A. M. A.; SOUZA, R. A. de; PASSALACQUA, T. G.; RIBEIRO, A. E. R;;
SCONTRI, M.; CHIN, C. M.; ALMEIDA, L. de; CISTIA, M. L. del; ROSA,
J. A. da; MAURO, A. E.; GRAMINHA, M. A’ S. Antiprotozoal activity of
the cyclopalladated complexes against Leishmania amazonensis and
Trypanosoma cruzi. Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 27, n.
6, p. 1032-1039, 2016.).

[046] Cada placa foi incubada por 4h em estufa a 37°C com 5% de CO>
para adesao dos macréfagos no fundo de cada poco. ApGs esse tempo
de incubacéo, todos os pocos foram lavados com meio RPMI a
temperatura ambiente para serem retiradas as células ndo aderidas,
entre elas eventuais linfocitos e hemacias. Posteriormente, foi realizada
a insercédo das amostras — em uma seérie de concentracdes de 1 a 300
ug/mL por 24h — nos pocos, junto aos macrofagos, para o ensaio de

citotoxicidade, utilizando-se a técnica colorimétrica do MTT.
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[047] Os ensaios foram realizados frente a macréfagos peritoneais, em
triplicatas, para cada amostra. A leitura da placa foi realizada em leitor
de placa (Infinite M200Pro, TECAN), a 540 nm de filtro e 620 nm de
referéncia. A intensidade da coloracéo, a partir da absorbancia medida,
é proporcional ao percentual de macrofagos vivos, que foi determinado
utilizando regresséo linear e expressado como CCso.

[048] Avaliacao in vitro da atividade antiprotozoa de compostos
ativos contra formas amastigotas intracelulares de L.
amazonensis

[049] Para a avaliagdo da atividade antiparasitaria contra formas
amastigotas intracelulares, formas promastigotas de L. amazonensis
foram utilizadas numa concentracdo de 1 x 107 parasitos/mL
(VELASQUEZ, A. M. A.; SOUZA, R. A. de; PASSALACQUA, T. G.;
RIBEIRO, A. E. R.; SCONTRI, M.; CHIN, C. M.; ALMEIDA, L. de;
CISTIA, M. L. del; ROSA, J. A. da; MAURO, A. E.; GRAMINHA, M. A S.
Antiprotozoal activity of the cyclopalladated complexes against
Leishmania amazonensis and Trypanosoma cruzi. Journal of the
Brazilian Chemical Society, v. 27, n. 6, p. 1032-1039, 2016.).

[050] Depois da contagem e ajuste para 1 x 10° macréfagos/mL em
meio RPMI, 200 uL da suspenséao celular foram adicionados em cada
poco sobre laminulas redondas (13 mm de diametro, previamente
esterilizadas), em uma placa estéril de poliestireno contendo 24
cavidades. Apos incubacédo de 4h da placa em estufa (37°C, 5% de
CO2) para ser promovida a aderéncia dos macrofagos, parasitos foram
adicionados na proporcéo 5:1 (promastigotas:macréfagos). A partir do
melhor tempo de invaséo de 18 a 24h, e remoc¢ao dos parasitos néo
interiorizados, pela lavagem da placa com meio de cultura RPMI, a

placa foi incubada para permitir a replicagdo dos parasitos no interior
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do macrofago. Ao final desta etapa, as concentracdes adequadas de
cada amostra testada foram colocadas na presenca dos macréfagos
infectados por 24h. Depois da incubacdo, as laminulas contendo o
material celular foram removidas das placas e coradas com Giemsa
para observacdo em microscopia 6tica comum e contagem do namero
de amastigotas intracelulares em cada 100 macrofagos
(PASSALACQUA, T. G.; DUTRA, L.; ALMEIDA, L. de; VELASQUEZ, A.
M. A.; TORRES, F. A. E.; YAMASAKI, P. R.; SANTOS, M. B. dos;
REGASINI, L. O.; MICHELS, P. A. M.; BOLZANI, V. da S.; GRAMINHA,
M. A. S. Synthesis and evaluation of novel prenylated chalcone
derivatives as anti-leishmanial and anti-trypanosomal compounds.
Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, v. 25, n. 16, p. 3342-3345,
2015; VELASQUEZ, A. M. A.; SOUZA, R. A. de; PASSALACQUA, T.
G.; RIBEIRO, A. E. R.; SCONTRI, M.; CHIN, C. M.; ALMEIDA, L. de;
CISTIA, M. L. del; ROSA, J. A. da; MAURO, A. E.; GRAMINHA, M. A S.
Antiprotozoal activity of the cyclopalladated complexes against
Leishmania amazonensis and Trypanosoma cruzi. Journal of the
Brazilian Chemical Society, v. 27, n. 6, p. 1032-1039, 2016.). Com estes
valores, foi realizado o célculo da concentracdo, que diminui em 50% o
crescimento em comparacdo com o controle, que foi determinado
utilizando regressao linear e expressado como IC50.

[051] Célculo do indice de seletividade (IS)

[052] Baseado nos resultados de citotoxicidade dos macrofagos
peritoneais de camundongo (CCso) e dos parasitos (ICso nas duas
formas, promastigotas e amastigota), a relacdo CCso/ICso foi utilizada
para determinar o indice de seletividade (IS) (BOLLINI, M.; CASAL, J.
J.; ALVAREZ, D. E.; BOIANI, L.; GONZALEZ, M.; CERECETTO, H.;
BRUNO, A. M. New potent imidazoisoquinolinone derivatives as anti-
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Trypanosoma cruzi agents: biological evaluation and structure-activity
relationships. Bioorganic and Medicinal Chemistry, v. 17, n. 4, p. 1437-
1444, 2009).

[053] Atabela 1 apresenta os valores de atividade leishmanicida in vitro
dos compostos, assim como os valores de citotoxicidade e indices de
seletividade.

[054] Tabela 1: Atividade antiparasitaria (ICso, UM), toxicidade em
células de mamifero (CCso, UM) e indice de seletividade (SI = CCso/ICsp)
dos compostos guanidinicos. Cada valor corresponde a média de trés

experimentos independentes realizados em triplicatas + desvio padrao.

Promastigota Amastigota Macréfago Promastigota | Amastigota
ICso ICso CCso
t t t IS IS

Composto (UM) (UM) (UM)

LQOF-G1 11.51 0.70| 22.05 3.35 80191 | 0.32 69.67 36.37
LQOF-G2 19.59 0.19 5.6 2.5 737.92 1.42 37.66 131.77
LQOF-G3 19.70 0.04| 41.2 4.1 827.36 1.59 42.00 20.08
LQOF-G4 22.58 1.12 ND 35.96 5.63 1.59 ND
LQOF-G5 20.89 0.47| 24.2 5.2 876.09 1.68 41.94 36.2
LQOF-G6 25.90 0.99| 17.2 2.1 11:;8'9 105.44 43.21 65.05
LQOF-G7 15.91 0.93 7.1 0.8 618.70 | 70.25 38.88 87.14
LQOF-G8 25.43 154 211 3.6 836.58 1.61 32.90 39.65
LQOF-G9 21.90 1.79| 19.0 4.6 865.51 1.66 39.52 45.55
LQOF-G10 6.83 0.21| 21.35 0.62 18.62 2.94 2.73 0.87
LQOF-G12 49.85 3.55 ND 391.46 | 11.35 7.85 ND
LQOF-G13 103.13 |2.34 ND 142.38 | 18.45 1.38 ND
LQOF-G15 108.57 |3.42 ND 924.62 1.78 8.52 ND
LQOF-G17 39.39 0.11 ND 199.73 | 27.70 5.07 ND
Pentamidina 7.62 0.10| 5.07 1.14 35.69 6.84 4.68 7.04
A”fOt;”Ci”a 322 |003| 492 | 014 | 2310 | 252 7.17 4.70
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[055] ND: ndo determinado
[056] Conforme pode ser observado na Tabela 1, os compostos com

valores de indice de seletividade (IS) = 10 sdo promissores para o
tratamento da Leishmaniose causada por L. amazonensis, pois sao
pouco toxicos em células de mamiferos e altamente toxicos para o
parasito, sendo eles: LQOF-G1, LQOF-G2, LQOF-G3, LQOF-G5,
LQOF-G6, LQOF-G7, LQOF-G8 e LQOF-G9

[057] Os compostos, objeto da presente patente de invencgao, sao
potencialmente (teis para tratamento de doencas virais,
cardiovasculares, inflamatérias, metabdlicas, bacterianas, fungicas,
cancer, bem como outras doencas consideradas negligenciadas, como
a tripanossomiase americana e tripanossomiase africana, causada
pelos protozoarios Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei, bem
como a outras espécies do género Leishmania, todos pertencentes a
familia Trypanosomatidae.

[058] Além disso, podera ser aplicada nanotecnologia para producdo
de nanoformulacfes para reduzir ainda mais qualquer efeito toxico que
possa ser identificado em estudos clinicos futuros, fornecer liberacao
controlada dos compostos para obtencdo de biodisponibilidade 6tima,
além de proteger os compostos do metabolismo do paciente, o que
poderia afetar a eficacia dos compostos, permitindo que 0s compostos
permanecam por mais tempo no corpo do paciente, prolongando seus
efeitos terapéuticos e, assim, garantindo que o tempo de administracao
entre uma dose e outra ocorra em grandes intervalos de tempo.

[059] Os compostos objeto da presente patente de invencdo sao

potencialmente (teis para a terapéutica humana e para uso veterinario.
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REIVINDICACOES:
1. SINTESE DE COMPOSTOS GUANIDINICOS caracterizado por
compreender as etapas de:

a) reacdo de 1 parte de tiouréia dissolvido em dimetilformamida
(DMF), 2 partes de amina, 4 partes de trietilamina e 1 parte de
nitrato de bismuto penta-hidratado (Bi(NO3)3.5H20);

b) aguecimento da mistura a 100°C por 24 horas;

c) resfriamento da mistura a temperatura ambiente;

d) filtragem da suspenséo;

e) remocao das impurezas do filtrado através de extracdo com
agua;

f) secagem da fase organica com sulfato de magnésio anidro e,
apos filtragem, é evaporada;

g) recristalizacdo do residuo cru obtido apés a evaporacdo do
solvente em uma mistura éter etilico/éter de petréleo, na
proporcgao de 8:2.

2. COMPOSTOS GUANIDINICOS SINTETIZADOS PARA O

TRATAMENTO DE LEISHMANIOSES, obtido mediante sintese

reivindicada em 1, caracterizado por ter a forma estrutural

cr
O HN

©)LN/)\NH
U , onde X compreende NO2, 66%; Br, 71%; ClI,

69%; CHs, 53%; t-bu, 70%; I, 50%; OCHs, 85% e F, 73%.
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7
O HN

X H,N
0 )SL /©/ Bi(NO3)3.5H,0 L
Et;N, DMF
NN N 3 N~ NH
H H 130°, 24h

LQOF-G1. X =NO, 66%
LQOF-G2. X =Br, 71%
LQOF-G3. X =Cl, 69%
LQOF-G4. X =H, 89%
LQOF-G5. X = CHz 53%
LQOF-G6. X = t-bu, 70%
LQOF-G7. X =1, 50%
LQOF-G8. X = OCHg 85%
LQOF-G9. X =F, 73%
LQOF-G10. X = CF5 42%

Figura 1l
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RESUMO
SINTESE DE COMPOSTOS GUANIDINICOS E COMPOSTOS
GUANIDINICOS SINTETIZADOS PARA O TRATAMENTO DE
LEISHMANIOSE

A presente patente de invencdo descreve a sintese de compostos
guanidinicos e 0s respectivos compostos guanidinicos sintetizados
para o tratamento de leishmanioses, cujos testes, em formas
promastigotas e amastigotas em L. amazonensis, resultaram em alta
atividade e alto indice de seletividade, solucionando o problema da alta

toxicidade e pouca eficacia dos medicamentos atualmente em uso.
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