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(57) Resumo: LQIT/GQS-90 COMO PROTOTIPO APLICADO AO TRATAMENTO DAS LEISHMANIOSES CUTANEA E
VISCERAL. A presente invencgéo se refere a molécula ativa sobre as Leishmanioses Cutanea e Visceral. Mas especificamente, a
molécula da presente invencédo referem-se ao composto 3-(2-cloro-6-fluoro-benzil)-5-((4-nitro-1H-indol-3-il)-metileno)-4-
tioxotiazolidin-2-ona (LQIT/GQS-90) uteis no tratamento das Leishmanioses Cutanea e Visceral. Os resultados sugerem uma
resposta leishmanicida do composto testado, onde o LQIT/GQS-90 possui como substituinte o grupamento nitro (NO2), o que
conferiu a essa molécula um efetivo potencial antiparasitario, obtendo-se IC50 de 0,42 + 0,15 pM. O composto LQIT/GQS-90 foi
eficaz na diminuicdo da carga parasitaria no interior dos macréfagos e no indice de sobrevivéncia destas formas no interior da
célula, obtendo-se um IC50 de 0,64 + 0,09 uM. O indice de seletividade foi de 13,31. Comparando o grupo tratado e néo tratado,
0 nimero médio de parasitos por macréfagos, diminuiu no tratamento com o composto LQIT/GQS-90 de forma significativa nas
concentracdes de 0,42 e 0,84 pM. O LQIT/GQS90 além de induzir a morte do parasito em baixos niveis de concentragao,
também foi capaz de promover uma discreta diminui¢do nos niveis de IL-6, TNF-a e éxido nitrico nos esplenécitos tratados, o que
corrobora com um (...).
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LQIT/GQS-90 COMO PROTOTIPO APLICADO AO TRATAMENTO DAS
LEISHMANIOSES CUTANEA E VISCERAL

1. A presente invencao se refere a molécula ativa sobre as
leishmanioses cutanea e visceral. Mais especificamente, as moléculas da
presente invencao referem-se ao composto 3-(2-cloro-6-fluoro-benzil)-
5-((4-nitro-1H-indol-3-il)-metileno)-4-tioxotiazolidin-2-ona (LQIT/GQS-
90), uteis no tratamento das leishmanioses cutanea e visceral.

2. Leishmaniose € uma doenca negligenciada causada por
protozoarios parasitas do género Leishmania, os quais sao transmitidos
pela picada de insetos flebotomineos infectados. Clinicamente, a
doenca pode se apresentar de quatro formas: leishmaniose visceral (LV,
também conhecida como calazar), leishmaniose dérmica pos calazar
(LDPC), leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose mucocutanea (LMC)
(OMS, 2017).

3. Apesar da leishmaniose cutanea ser a de maior ocorréncia, a
leishmaniose visceral € mais perigosa, apresentando carater cronico,
grave e com altas taxas de letalidade nos casos em que o diagnostico
e/ou tratamento nao sao realizados de forma adequada (Aguiar;
Rodrigues, 2017). A situacao é ainda mais critica para a populacao de
risco, a qual inclui criancas em idade pré-escolar, individuos
imunocomprometidos e em casos de pacientes em situacao de
desnutricao (Torres-Guerrero et al., 2017).

4. ALV é um problema crescente de saude publica, dado o
aumento no numero de casos originados a partir da mudanca no padrao
epidemioldgico, pelo aparecimento de novos focos e ao processo de
expansao e urbanizacao do ciclo de transmissao (Werneck, 2016). Essa
enfermidade afeta predominantemente as pessoas de baixa renda,
sobretudo em paises em desenvolvimento, fato que demanda um

esforco coletivo e um compromisso compartilhado entre os governos, as

Petica0 870210039757, de 01/05/2021, pég. 3/27



2/16

organizacoes, instituicoes e a sociedade, para seu controle (OMS, 2017).
E uma parasitose em estado de expansdo, com um total de 97 paises em
situacao de endemia, 0 que evidencia a necessidade de estudos e
acompanhamento médico, em especial nessas areas onde existem
elementos para a manutencao do ciclo da doenca (Ruiz-Postigo; Grout;
Jain, 2020).

5. Nos ultimos anos, mais de 90% dos novos casos notificados a
OMS provieram de sete paises: Brasil, Etidpia, india, Quénia, Somalia,
Sudao do Sul e Sudao. A Organizacao Mundial da Salude estima que mais
de 1 bilhao de pessoas corram risco de infeccao, vivendo em areas
endémicas para a leishmaniose, e que ocorram 30.000 novos casos de LV
a cada ano (OMS, 2020). Tal fato conduziu ao estudo do composto 3-(2-
cloro-6-fluoro-benzil)-5-((4-nitro-1H-indol-3-il)-metileno)-4-
tioxotiazolidin-2-ona (LQIT/GQS-90) quanto ao seu potencial
leishmanicida.

6. O composto 3-(2-cloro-6-fluoro-benzil)-5-((4-nitro-1H-indol-3-
il)-metileno)-4-tioxotiazolidin-2-ona (LQIT/GQS-90), desenvolvido e
preparado conforme a presente invencao, possui o nucleo 4-tioxo-
tiazolidina-2-ona substituida na posicao 3 deste anel heterociclico, por
um radical benzilico apresentando dois substituintes, X e Y, em posicao
orto do anel fenilico, podendo ser F, Cl, Br e/ou I. E, na posicao 5, um
grupamento indolico, podendo ser substituido pelo grupo nitro na
posicao 5 do anel indol, como mostrado na Figura 1. Podendo ser seus
sais, complexos de inclusao e/ou formas farmacéuticas (solidas, semi-
solidas, solucoes, emulsoes, suspensoes e/ou injetaveis) administrados
por qualquer via de administracao, incluindo: via oral, intravenosa,
intra-arterial, intracraniano, intratoracica, intraperitoneal, parenteral,
ocular, retal, cutanea, sub-cutanea, intradérmica, dérmica, inalatoria

ou intramuscular, de uso em humanos e animais.
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7. No procedimento experimental, o novo composto foi preparado
em quatro etapas. Inicialmente, foi obtido o ndcleo tiazolidinico-2,4-
diona de acordo com a metodologia descrita por Miranada et al., 2004.
Utilizando quantidades equimolares de acido monocloroacético (CAS 79-
11-8 - Sigma-Aldrich, Acros Organics, Vetec ou Fluka) e a tiouréia (CAS
62-56-6 - Sigma-Aldrich, Acros Organics, Vetec ou Fluka), em meio
aquoso, seguida de reacao de ciclizacao, que conduz a tiazolidina-2,4-
diona (CAS 2295-31-0 - Sigma-Aldrich, Acros Organics, Vetec ou Fluka).
Em uma segunda etapa, foram adicionados 1mol de tiazolidina-2,4-
diona e 1mol de NaOH, KOH, piperidina, morfolina, dissolvidos em
etanol, metanol, dimelformamida e agua. A mistura reacional foi
aquecida a temperatura de refluxo e acompanhada por cromatografia
em camada delgada. Na terceira etapa, realizou-se a reacao de
substituicao do atomo de oxigénio pelo atomo de enxofre na posicao 4
do anel tiazolidinico, na presenca do reagente de Lawesson (CAS 19172-
47-5 - Sigma-Aldrich) e tolueno, dioxano, aquecidos a temperatura de
refluxo. Na quarta etapa, quantidades equimolares do intermediario 3-
(2-cloro-6-fluor-benzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona e do 5-nitro-1H-indole-
3-carbaldeido (CAS 6625-96-3 - Sigma-Aldrich) na presenca de um
catalisador acido (acido acético e/ou acido cloridrico). A mistura
reacional foi aquecida a refluxo, conduzindo ao composto LQIT/GQS-90.

8. Foram realizadas etapas de sintese, purificacao, caracterizacao
fisico-quimica e elucidacao estrutural do composto 3-(2-cloro-6-fluoro-
benzil)-5-((4-nitro-1H-indol-3-il)-metileno)-4-tioxotiazolidin-2-ona
(LQIT/GQS-90), acompanhado por ensaios in vitro visando avaliacao de
seus potenciais no tratamento das leishmanioses cutanea e visceral.

9. Composto 3-(2-cloro-6-fluoro-benzil)-5-((4-nitro-1H-indol-3-il)-
metileno)-4-tioxotiazolidin-2-ona (LQIT/GQS-90) obtido na forma sélida
e de cor alaranjada (100mg, 67,97%): C19H11CIFN303S2. Massa molar:
446,9914g/mol. P.F.: 208-209°C. Rf: 0,47 (sistema de eluicao n-
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hexano/AcOEt 7:3). RMN 'H (400MHz) &: 4.97 (s, 2H, CH2), 7.18 (d, 1H, J
= 8Hz, benzil), 7.41 (d, 1H, J = 8Hz, indol), 7.42 (t, 1H, J = 8Hz, benzil),
7.46 (d, 1H, J = 8Hz, indol), 7.96 (d, 1H, J = 8Hz, benzil), 8.09 (1H,
indol), 8.26 (s, 1H, -CH=), 8.79 (s, 1H, indol), 12.92 (s, 1H, NH). RMN 3C
(100MHz) &: 110.53, 118.06, 119.09, 119.43, 120.37, 120.77, 122.57,
125.73, 128.53, 130.21, 130.61, 133.18, 134.22, 139.13, 142.44, 160.17,
164.75, 170.07. IV (KBr) cm™: 3284.5 (NH), 1713.6 (C=0), 1680.9 (C=C),
1510.4 (C=S).

10. As analises de citotoxicidade foram realizadas através da
técnica do MTT, descrita por Mosmann (1983), utilizando macroéfagos da
linhagem J774. Para tal, as células foram semeadas em placas de 96
pocos contendo meio RPMI com vermelho de fenol, suplementado com
10% de SFB (Sigma-Aldrich) e 1% de antibiotico, e incubadas em uma
atmosfera de 5% de CO; a 37°C. Apds 24 horas, o meio foi removido e as
células foram incubadas na presenca de varias concentracoes dos
compostos (100ug/mL a 2,5ug/mL) por 72 horas. Apos este periodo, foi
adicionado 10pL de MTT (5mg/mL) e incubado por 3h em estufa de 37°C
e 5% de CO,. Em seguida, os cristais de formazan foram solubilizados em
dimetilfulséxido (DMSO - Sigma-Aldrich CAS 67-68-5) e sua absorbancia
foi determinada por espectrofotometria a 540nm. Pocos contendo meio
RPMI (Sigma-Aldrich) e MTT (Sigma-Aldrich) foram utilizados como
controle da reacao. Foram realizados dois experimentos independentes
em quadruplicata.

11. Portanto, inicialmente foi analisado o efeito citotdxico do
composto LQIT/GQS-90 sobre macrofagos da linhagem J774, através do
método do MTT. O composto LQIT/GQS-90 mostrou-se o mais toxico com
CCso de 8,52+1,36uM, quando comparado ao padrao, a anfotericina B,
com CCsp de 13,41+3,97uM. Na Figura 2, descrevemos o indice de
sobrevivéncia de formas amastigotas de L. infantum em macrofagos,
apos tratamento com LQIT/GQS-90.
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12. Em conjunto ao teste de citotoxicidade, foi realizada a
dosagem do sobrenadante das células, utilizando o reagente de Griess,
com o objetivo de avaliar se o composto LQIT/GQS-90 testado foi capaz
de induzir um aumento na producao de 6xido nitrico (NO) (Figura 3). O
oxido nitrico apresenta um importante papel na resposta imune contra o
parasito, uma vez que € um dos principais mecanismos responsaveis
pela eliminacao da forma amastigota (intracelular) destes parasitos. Em
culturas de células, o NO liberado pelas células é rapidamente
convertido em derivados de nitrogénio, dentre estes, o nitrito € o mais
estavel e pode ser mensurado (Pinho et al., 2011).

13. Formas promastigotas de Leishmania infantum (Cepa BH-466)
foram mantidas a 26°C em meio de Schneider (Sigma-Aldrich),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich) e 1% de
antibidtico, com repiques a cada trés dias. Parasitos na fase
exponencial de crescimento foram utilizados em todos os experimentos.

14. As formas cultivadas de promastigotas de Leishmania
infantum foram contadas e diluidas em meio de Schneider (Sigma-
Aldrich), suplementado a uma concentracao de 1x10°¢ células/mL. Apds
a diluicao, as células foram incubadas, na presenca de diferentes
concentracoes (100pg/mL a 0,5ug/mL) dos compostos, por 72 horas.
Células incubadas apenas com meio de Schneider foram utilizadas como
controle negativo, a anfotericina B foi utilizada como controle positivo.
O crescimento da cultura foi acompanhado através de contagens diarias
em camara de Neubauer. O parametro utilizado para estimar a inibicao
do crescimento foi a ICso, a qual corresponde a concentracao do
composto capaz de inibir 50% do crescimento dos parasitos. A ICso foi
determinada ap6s 72 horas de cultivo por analise de regressao linear.
Cada teste foi feito em 2 experimentos independentes, em triplicata.

15. O composto LQIT/GQS-90 possui como substituinte o

grupamento nitro (NOz), o que conferiu a essa molécula um efetivo
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potencial antiparasitario, obtendo-se 1Cso de 0,42+0,15uM. Na Figura 4,
descrevemos a inibicao causada pelo LQIT/GQS-90 no crescimento de
promastigotas de L. infantum, no decorrer das 72 horas de tratamento.

16. Em resultados relatados na literatura (Moreira, 2015),
observou-se que as concentracdes de 2, 1 e 0,5uM, ao final do
experimento, exibiram percentuais de inibicao muito semelhantes,
sugerindo que um platdé de concentracao farmacolégico tenha sido
atingido.

17. A adicao do substituinte nitro (NO;) do nucleo inddlico a essa
molécula contribuiu de forma positiva para a acao leishmanicida. Alguns
trabalhos relatam uma maior eficiéncia antiparasitaria em moléculas
que possuam o grupamento NO; (Narvaez, 1983; Tenorio, 2005).

18. Para a avaliacao in vitro sobre as formas amastigotas
intracelulares, foram utilizados macrofagos J774 em placas de cultivo
de 24 pocos, a uma concentracao de 3x10° células/mL, contendo uma
laminula de vidro, e mantidas a 37°C, numa atmosfera de 5% de CO;.
Apo6s um dia de cultivo, as culturas foram lavadas com meio RPMI 1640
(Sigma-Aldrich) e infectadas, por trés horas, com formas promastigotas,
na proporcao de 10:1 (promastigotas/macrofago). Em seguida, os
parasitos nao internalizados foram retirados por lavagem em meio RPMI
1640 (Sigma-Aldrich) e incubados em meio fresco na presenca ou
auséncia de diferentes concentracoes do composto LQIT/GQS-90. Apos
24 horas de tratamento, as laminulas foram retiradas e foram lavadas
com PBS, fixadas com metanol e coradas com Giemsa. A porcentagem
de macréfagos infectados foi determinada por contagem de 100 células
em triplicata. A ICso (concentracao que inibe 50% do crescimento dos
parasitos) foi determinada apo6s 24 horas de cultivo por analise de
regressao linear. O indice de sobrevivéncia foi determinado
multiplicando a porcentagem de macréfagos infectados pelo niUmero de

parasitos por célula infectada. A ICsp (concentracao que inibe em 50% a
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infeccao dos macrofagos) foi determinada através da contagem direta
das células infectadas e das amastigotas intracelulares em microscopio
optico convencional. O indice de sobrevivéncia (IS) foi obtido
multiplicando a porcentagem de células infectadas pelo nimero de
amastigotas/macrofago.

19. Os resultados (Tabela 1) demonstram que o derivado
LQIT/GQS-90 foi eficaz na diminuicao da carga parasitaria no interior
dos macroéfagos e no indice de sobrevivéncia (Figura 5) destas formas,
no interior da célula, obtendo-se um ICso de 0,64+0,09uM. O indice de
seletividade foi de 13,31. Comparando o grupo tratado e nao tratado, o
numero médio de parasitos por macréfagos diminuiu no tratamento com
o composto LQIT/GQS-90, de forma significativa, nas concentracoes de
0,42 e 0,84pM.

Tabela 1 - Acao citotoxica, leishmanicida e indice de seletividade para

forma amastigota de L. infantum tratada com LQIT/GQS-90

Composto Macrofago J774 - Amastigota IS
CCso (UM) Intracelular - 1Cso (M)
LQIT/GQS-90 8,52+1,36 0,64+0,09 13,31

Legenda: ICso - concentracao que inibe 50% do crescimento das formas
amastigotas de L. infantum; CCso - concentracao capaz de causar a
perda da viabilidade em 50% dos macrofagos; IS (indice de seletividade)
- CCso macroéfagos/ICso amastigotas.

20. O valor de ICs e o indice de seletividade obtido para a forma
amastigota foi menos efetivo que para as formas promastigotas,
demonstrando, assim, uma maior eficacia do composto LQIT/GQS-90
para esta ultima. Uma maior efetividade de inibicao das formas
promastigotas em relacao as amastigotas também foi observada nos
estudos de Shokri et al. (2017) e Khalili et al. (2019).
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21. E importante levar em conta que a acdo sobre a forma
amastigota é dificultada pela necessidade de permeacao do composto
através da membrana do macrofago, antes de chegar ao parasito no
interior da célula, podendo, assim, haver perda de efetividade do
composto para essa forma evolutiva (Maciel-Rezende et al., 2013). Na
Figura 6, é possivel observar a inibicao da forma amastigota nas trés
concentracoes testadas: 0,21uM (C), 0,42uM (D) e 0,84uM (E).

22. Os estudos imunologicos com camundongos Balb/c
esplendcitos, os ensaios imunoldgicos com monocitos e células linfécitos
do baco de camundongos BALB/c fémeas (6-8 semanas de idade; 5
animais) foram realizados para confirmar os resultados obtidos com a
linhagem J774. Os animais foram criados e mantidos nas instalacoes do
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), na Universidade
Federal de Pernambuco, Brasil. Os camundongos foram mantidos em
condicOes padrao de laboratoério (20-22°C e 12h, dia e noite), com
acesso livre a dieta padrao (Labina/Purina, Campinas, Brasil) e agua.
Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com
o Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de
Pernambuco (nimero do protocolo: 0048/2016). Apos a inoculacao de
1mg de anestésico e eutanasia dos animais por deslocamento da
vértebra, o baco de cada rato foi removido assepticamente e colocado
num tubo falcon contendo RPMI 1640 com soro fetal de vitelo (meio
completo). Em um fluxo vertical, cada baco foi transferido para uma
placa de Petri onde eles estavam encharcados. As suspensoes celulares
obtidas de cada baco foram transferidas para tubos Falcon contendo
aproximadamente 10mL de meio incompleto. Os homogenatos de baco
foram sobrepostos em camada Ficoll-Paque Plus, com a densidade
ajustada a 1,076g/mL e centrifugados a 1000xg, temperatura ambiente
durante 25min. A camada celular de interface contendo células

imunolodgicas foi recuperada por pipeta Pasteur, lavada duas vezes em
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solucao salina tamponada com fosfato (PBS 1X), e centrifugada duas
vezes a 500xg, durante 10min. As células foram contadas em camera de
Neubauer e a viabilidade celular foi determinada pelo método de
exclusao do azul de tripano. As células foram usadas apenas quando a
viabilidade era > 98%. As células foram cultivadas em placas (24 pocos)
com o composto LQIT/GQS-90 a 11uM, durante 24 e 48 horas.

23. O sobrenadante por cultura de esplendcitos estimulados com o
composto LQIT/GQS-90 foi utilizado para medir as citocinas e a
producao de NO pelas células imunologicas. As culturas foram tratadas
com 11uM do composto LQIT/GQS-90 e, apds 24 e 48 horas, 0s
sobrenadantes foram recolhidos para realizar os ensaios. A avaliacao de
citocinas foi realizada utilizando kit de citocinas Th1/Th2 de
camundongos Il (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA) para deteccao
simultanea de sete citocinas, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-
Y, em amostras de sobrenadantes de cultura. Todos os dados foram
adquiridos pelo citémetro FACSCalibur. A medicao de citocinas baseou-
se no principio da tecnologia Cytometric Bead Array (CBA). A analise do
oxido de nitrito foi realizada através do método Griess colorimétrico
(Ding et al., 1988). A concentracao de NO foi estimada pela curva
padrao (3,12 a 100pmol/mL). A leitura foi realizada em um
espectrofotometro de microplacas (Thermo Scientific Multiskan FC,
Waltham-EUA), em 595nm.

24. A resposta imunolodgica tipo Th1, bem como a producao de
citocinas pro-inflamatorias, promovem a protecao imunoldgica contra a
leishmaniose cutanea (Sacks & Noben-Trauth, 2002; Rossi & Fasel,
2017). Entretanto, a producao excessiva dessas citocinas pode induzir
estagios teciduais de hiperinflamacao e promover uma imunopatologia
severa da doenca (Pasparakis et al., 2014; Maspi et al., 2016). A
molécula LQIT/GQS90, além de induzir a morte do parasito em baixos

niveis de concentracao, também foi capaz de promover uma discreta
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diminuicao nos niveis de IL-6, TNF-a e 6xido nitrico, nos esplendcitos
tratados, o que corrobora com um favorecimento ao status anti-
inflamatoério in vitro.

25. Embora a interleucina TNF-a seja extremamente importante
para a maturacao dos granulomas que se formam no figado, também é
responsavel pelas sequelas histopatologicas da infeccao cronica da
doenca no baco (Stanley e Engwerda, 2007). Além disso, na
leishmaniose cutanea, a producao em baixos niveis de citocinas do tipo
Th2, ou ainda, a diminuicao da resposta inflamatoria tipo Th1, podem
acelerar o processo de reparo das lesoes cutaneas (Pasparakis et al.,
2014; Maspi et al., 2016). Isso ocorre especialmente para lesoes de
pacientes infectados por L. braziliensis, cujos niveis de IFN-y e TNF-a
estao tao elevados no sitio inflamatorio que as lesdes se apresentam
mais ulcerativas e de dificil reparo (Antonelli et al., 2005; Maspi et al.,
2016). Quanto a IL-6, seu papel continua bem controverso devido a sua
funcao pleiotropica, Maspi et al. (2016) afirma, em seu estudo de
revisao, que essa interleucina pode promover suscetibilidade do
hospedeiro na leishmaniose cutanea, ou ainda, nao apresentar qualquer
tipo de diferenca (para agravamento da lesao ou cura parasitoldgica).

26. Analise ultraestrutural de formas promastigotas de L.
infantum, controles e tratadas nas concentracoes de 0,42uM e 0,84puM
do composto LQIT/GQS-90, foram lavadas em tampao fosfato-salina e
fixadas overnight, em uma solucao contendo 2,5% de glutaraldeido e 4%
de formaldeido, em tampao cacodilato de sédio 0,1M (pH 7,2), e
processadas para microscopia eletronica de varredura (MEV) e
transmissao (MET). Para MEV, promastigotas fixadas foram colocadas
para aderir em laminulas previamente revestidas com poli-L-lisina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Apos 20 minutos, as laminulas foram
lavadas no mesmo tampao para retirada das células nao aderidas, e pos-

fixadas por uma hora, em uma solucao contendo 1% de tetroxido de
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6smio (0s04), em tampao cacodilato de sddio. Em seguida, as células
foram desidratadas em séries crescentes de etanol (Vetec - CAS 64-17-5)
e submetidas a secagem, através do ponto critico, no Critical Point
Dryer HCP-2 (Hitachi, Téquio, Japao), 42 cobertas com 20nm de ouro no
metalizador JFC-1100 (Jeol, Téquio, Japao), e visualizadas através do
microscopio eletronico de varredura JEOL T-200 (Jeol, Téquio, Japao).

27. Para MET, os parasitos fixados foram lavados e pds-fixados por
uma hora em uma solucao contendo 1% de tetrdxido de 6smio (0sOs4),
0,8% ferrocianeto de potassio, 5mM CaCl, em tampao cacodilato de
sodio. Apods esta etapa, as amostras foram desidratadas em
concentracoes crescentes de acetona (Vetec - CAS 67-64-1), infiltradas
e incluidas em EPON (Sigma-Aldrich, CAS 25134-21-8, St. Louis, EUA).
Cortes ultrafinos de aproximadamente 70nm de espessura, obtidos em
ultramicrétomo Leica EMUC6 (Leica, Wetzlar, Alemanha), foram
contrastados em acetato de uranila (Hexis Cientifica - CAS 6159-44-0) e
citrato de chumbo (Merck - CAS 512-26-5), e examinados através do
microscopio de transmissao TecNai G2 Spirit TEM (FEI, Hillsboro, EUA).

28. A analise MEV mostrou as formas promastigotas nao tratadas
para exibir uma morfologia de corpo fusiforme com superficie
topologicamente normal e comprimento flagelo preservado (Figuras 7A-
B). As formas promastigotas tratadas com 0,42uM (1xICso) do composto
LQIT/GQS-90 mostraram encurtamento do flagelo e alteracoes na
morfologia celular (Figuras 7C-D-E). As formas promastigotas tratadas
com 0,84uM (2xICs0) mostraram alteracoes nas células, como forma
arredondada, inchaco e flagelos atrofiados. Alteracoes na topologia,
com a presenca de ondulacées na membrana celular, também foram
encontrados (Figura 7F).

29. O MET mostrou que, no grupo nao tratado, a morfologia dos
nucleos e organelas das formas promastigotas de L. infantum foram

bem preservados (Figuras 8A-B). Os grupos expostos ao composto
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LQIT/GQS-90 exibiram alteracoes ultraestruturais, nao encontradas nas
formas promastigotas-nao tratadas. Tratamento com 0,42uM (1xICso) do
composto LQIT/GQS-90 levou a presenca de um grande numero de
inclusdes densas em elétrons no citoplasma, além de varios espacos
eletronluscentes (Figuras 8C-D). As formas promastigotas tratadas com
0,84uM (2xICso) do composto LQIT/GQS-90 mostraram rarefacao celular,
inchaco mitocondrial e alteracées no nucleo (Figuras 8E-F).

30. Apos a analise dos resultados do MEV e MET, verificamos que a
funcao de movimentacao do parasito, o flagelo e, especialmente, a
bolsa flagelar, estao envolvidos em outras atividades, uma vez que ha
evidéncias morfologicas e citoquimicas de que essa é uma regiao de
intensa atividade endocitica e exocitica (Souza, 2002). A membrana
plasmatica desempenha funcao de adesao do parasito as células do
intestino do inseto vetor, e permite sua sobrevivéncia e diferenciacao,
além de estar envolvida no processo de interacao entre o parasito e o
hospedeiro (Souza, 2008; Souza, Carvalho & Barrias, 2010). Dessa
maneira, é possivel ressaltar a importancia dessas estruturas para a
viabilidade celular. No composto LQIT/GQS-90, conduziu a modificacoes
estruturais irreversiveis, que conduziram a morte do parasito (Paula,
Serrano & Tavares, 2009; Micheletti & Beatriz, 2012; Brita et al., 2014;
Petri & Silva, 2016).

31. Na Figura 1, estrutura quimica do composto 3-(2-cloro-6-
fluoro-benzil)-5-((4-nitro-1H-indol-3-il)-metileno)-4-tioxotiazolidin-2-
ona (LQIT/GQS-90).

32. Na Figura 2, indice de sobrevivéncia de amastigotas de L.
infantum em macréfagos apos tratamento com LQIT/GQS-90.

33. Na Figura 3, resultado da dosagem de NO de macrofagos
tratados com o composto LQIT/GQS-90. Legenda: Os valores apresentam
a média dos experimentos realizados em duplicata bioldgica e

quadruplicata técnica + desvio padrao. * Corresponde a valores
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significativos (p < 0,05). Perfil da producao de citocinas em esplendcitos
tratados com o composto LQIT/GQS-90 em 24 horas de incubacao.
Vertical com barras representa amostras de controle (células + meio de
cultura) e barras verticais pretas representam células tratadas com
diferentes compostos. Dois experimentos independentes foram
realizados em triplicata.

34. Na Figura 4, inibicao causada pelo LQIT/GQS-90 no
crescimento de promastigotas de L. infantum, no decorrer das 72 horas
de tratamento. O derivado LQIT/GQS-90 apresenta, desde as primeiras
24h de tratamento, uma acao leishmanicida expressiva, uma vez que, ja
nesse tempo, quatro das cinco concentracoes testadas apresentam mais
de 50% de inibicao. A inibicao da concentracao de 0,125ug/mL, a menor
para essa analise, obteve um resultado que pouco variou durante as 72h
de experimento, mantendo o crescimento das leishmanias de forma
estatica.

35. Na Figura 5, macrofagos J774 infectados com L. infantum nao
tratados e tratados com o LQIT/GQS-90. Legenda: Imagens de
microscopia Optica das laminas com macrofagos J774 infectados por
amastigotas intracelulares de L. infantum, por 24h. (A) Células nao
tratadas. (B) Macrofago infectado nao tratado em destaque. (C) Células
tratadas com 0,21uM do GQS-90 (0,5xICso). (D) Células tratadas com
0,42puM do GQS-90 (1xICso). (E) Células tratadas com 0,84uM do GQS-90
(2x1Csp).

36. Na Figura 6, resposta imunomoduladora do composto
LQIT/GQS-90. Determinado 24 h apds tratamento pelo método de
Griess. C-: nao-estimuladas. C+: estimuladas e nao-tratadas. (ANOVA
one-way): ***P < 0.001. **P < 0.01; *P < 0.05 em comparacao com o C+.

37. Na Figura 7, eletromicrografia de promastigotas de L.
infantum nao tratadas e tratadas com o derivado LQIT/GQS-90.

Legenda: (A e B) Promastigotas controle (nao tratadas). (C e D)
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Promastigotas tratadas com 0,42uM (1xICso) do composto GQS-90,
mostrando encurtamento do flagelo e alteracdes na morfologia celular.
(E e F) Promastigotas tratadas com 0,84puM (2xICso) do composto
LQIT/GQS-90, mostrando encurtamento do flagelo e alteracoes na
morfologia celular.

38. Na Figura 8, eletromicrografia de promastigotas de L.
infantum nao tratadas e tratadas com o derivado LQIT/GQS-90.
Legenda: (A e B) Promastigotas nao tratadas com forma fusiforme,
estrutura normal do nucleo (n), bolsa flagelar (bf) e cinetoplasto (k). (C
e D) Promastigotas tratadas com 0,42puM (1xICso) do composto GQS-90,
apresentando varios espacos eletronluscentes (*) e presenca de corpos
eletrondensos (seta). (E e F) Promastigotas tratadas com 0,84puM (2xICso)
do composto GQS-90, mostrando rarefacao celular, inchaco mitocondrial

(m) e alteracoes no nlcleo (n).
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REIVINDICACOES

1) LQIT/GQS-90 como protétipo aplicado ao tratamento das
leishmanioses cutanea e visceral, caracterizada pela obtencao do
composto 3-(2-cloro-6-fluoro-benzil)-5-((4-nitro-1H-indol-3-il)-
metileno)-4-tioxotiazolidin-2-ona (LQIT/GQS-90) como uma alternativa
para o tratamento das leishmanioses cutanea e visceral, a ser utilizado
na saude humana e/ou animal com fins de tratamento, profilaxia,
paliativa no tratamento da leishmaniose cutanea.

2) LQIT/GQS-90 como prototipo aplicado ao tratamento das
leishmanioses cutanea e visceral, de acordo com a Reivindicacao 1,
caracterizada por uma resposta leishmanicida do composto 3-(2-cloro-
6-fluoro-benzil)-5-((4-nitro-1H-indol-3-il)-metileno)-4-tioxotiazolidin-2-
ona (LQIT/GQS-90), onde o composto LQIT/GQS-90 revelou um efetivo
potencial leishmanicida, obtendo-se ICso de 0,42+0,15uM; na acao
citotoxica e leishmanicida, um CCso de 8,52+1,36puM; no indice de
seletividade para a forma amastigota, um ICso de 0,64+0,09uM; os
resultados obtidos com a linhagem de macroéfagos J774 tratados in vitro
com o composto mostraram regulacao imunoloégica para resposta Th1,
bem como, a producao de citocinas pré-inflamatorias promove a
protecao imunoldgica contra a leishmaniose cutanea; entretanto, a
producao excessiva dessas citocinas pode induzir estagios teciduais de
hiperinflamacao e promover uma imunopatologia severa da doenca; a
molécula LQIT/GQS90, além de induzir a morte do parasito em baixos
niveis de concentracao, também foi capaz de promover uma discreta
diminuicao nos niveis de IL-6, TNF-a e 6xido nitrico, nos esplendcitos
tratados, o que corrobora com um favorecimento ao status anti-
inflamatorio in vitro.

3) LQIT/GQS-90 como prototipo aplicado ao tratamento das

leishmanioses cutanea e visceral, de acordo com as Reivindicacoes 1 e
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2, caracterizada por uma resposta do composto testado, onde o
LQIT/GQS-90 pode ser utilizado individualmente ou em combinacao com
outros agentes leishmanicidas, em profilaxia, paliativa, para producao
de preparacoes farmacéuticas e/ou veterinarias, sob a forma de pos,
granulos, comprimidos, comprimidos revestidos, capsulas, solucées orais
e/ou injetaveis, pomadas, cremes, elixires, xarope, emulsoes,
suspensoes, locoes, emplastros, géis, sistemas de liberacao controlada
como micro e nanocapsulas, micro e nanoparticulas, complexos de
inclusao, micro e nanoemulsoes, lipossomas e hidrogéis, juntamente

com um ou mais adjuvantes e/ou veiculos.
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RESUMO

LQIT/GQS-90 COMO PROTOTIPO APLICADO AO TRATAMENTO DAS
LEISHMANIOSES CUTANEA E VISCERAL

A presente invencao apresenta o composto 3-(2-cloro-6-fluoro-
benzil)-5-((4-nitro-1H-indol-3-il)-metileno)-4-tioxotiazolidin-2-ona
(LQIT/GQS-90), util no tratamento das leishmanioses cutanea e visceral,
que possui, como substituinte, o grupamento NOz, o que conferiu a essa
molécula um efetivo potencial antiparasitario (ICso = 0,42+0,15uM). Este
composto foi eficaz na diminuicao da carga parasitaria no interior dos
macrofagos e no indice de sobrevivéncia destas formas no interior da
célula (ICso = 0,64+0,09uM). O indice de seletividade foi de 13,31. O
numero médio de parasitos por macréfagos diminuiu no tratamento com
o composto LQIT/GQS-90, de forma significativa, nas concentracoes de
0,42 e 0,84pM, sendo que também foi capaz de promover uma discreta
diminuicao nos niveis de IL-6, TNF-a e 6xido nitrico, nos esplendcitos
tratados, o que corrobora com um favorecimento ao status anti-
inflamatorio in vitro, reforcando a inibicao do perfil Th1. A analise MEV
mostrou as formas promastigotas apresentando encurtamento do flagelo
e alteracdes na morfologia celular. Ja o MET mostrou que os grupos
expostos exibiram alteracoes ultra-estruturais, nao encontradas nas
formas promastigotas nao tratadas. Tratamento com 0,42uM do
composto LQIT/GQS-90 levou a presenca de um grande namero de
inclusdes densas em elétrons no citoplasma, além de varios espacos
eletronluscentes, enquanto que as formas promastigotas, tratadas com
0,84pM, mostraram rarefacao celular, inchaco mitocondrial e alteracoes

no nucleo.
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