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PROCURACAO - TERMO DE OUTORGA

OUTORGANTE: UNIVERSIDADE DE PERNAMBUCO, autarquia educacional vinculada a
Secretaria de Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco, com sede na Av. Agamenon
Magalhdes, S/N, Bairro de Santo Amaro, Recife — PE, CEP: 50.100-010, inscrita no CNPJ sob o

n® 11.022.597/0001-91, neste ato representado por seu Magnifico Reitor Pedro Henrique de
Barros Falcao, brasileiro, casado, professor universitario, portador da RG n°® 328.621-5
SSP/PE e inscrito no CPF/MF sob o n° 356.33.364-53, residente na Rua Isaac Salazar, N° 189,
apto. 402, Tamarineira, Recife, Pernambuco; nomeado pela Portaria de n°140 de
06/01/2016, publicada no D.0.U. do Governo do Estado de Pernambuco, Poder Executivo,
de 07/01/2015, no exercicio da sua competéncia que lhe foi delegada; e a Coordenadora do
Nucleo de Inovacao Tecnoldgica da Universidade de Pernambuco Marleny Elizabeth
Marquez de Martinez Gerbi, brasileira, casada, professora associada da Universidade de
Pernambuco, residente e domiciliada em Jaboatao dos Guararapes, grande Recife,
portadora do CPF 665.730.414-53, cujos poderes lhe foram outorgados pelo referido
Magnifico Reitor no exercicio da competéncia que lhe foi delegada pela Portaria n° 0592 de
06 de janeiro de 2015.

3R

3& OUTORGADO: UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO, autarquia educacional
%\”* vinculada ao Ministério da Educacdo, por meio do Decreto Lei N° 9.388, de 20/06/45
X (Decreto n° 62493, de 01/04/68 e Decretos n°. 53, de 18/11/66 e 252 de 28/02/67), inscrita

no CNPJ/MF sob o n° 24.134.488/0001-08, com sede na Avenida Professor Moraes Rego n°
1.235, Cidade Universitaria, Recife, Pernambuco, representada por seu Magnifico Reitor
Anisio Brasileiro de Freitas Dourado, brasileiro, casado, professor universitario, portador
da RG n° 1.065.220 SSP/PE e inscrito no CPF/MF sob o n° 127.044.234-15, nomeado pelo
Decreto Presidencial de 04 de Outubro de 2011, publicado no D.0.U. de 2.10.2011, Secéo 2,
pag. 01, reconduzido pelo Decreto Presidencial de 08 de Outubro de 2015, publicado no
D.0.U. de 9.10.2015, Secao 2, pag. 01, e a Diretora de Inovacdo Tecnoldgica do Gabinete
do Reitor Solange Galvédo Coutinho, brasileira, solteira, professora universitaria, residente e
domiciliada em Recife, portadora do C.P.F. 166.551.174-53, cujos poderes lhe foram
outorgados pelo referido Magnifico Reitor no exercicio da competéncia que lhe foi delegada
pela Portaria n° 3660 de 14 de outubro de 2015.
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PODERES: por este instrumento particular de mandato ficam outorgados poderes
especiais para o Outorgado representar o Outorgante no pais e em terceiros paises, perante
a Uniao, os Estados, os Territérios, o Distrito Federal e seus 6rgaos de administracao direta
e indireta, inclusive o Instituto Nacional de Propriedade Industrial - INPI e perante o poder
Judiciario, para o fim de obter a protecao de direitos relativos a Propriedade industrial e/ou
Intelectual e agir na defesa ativa e passiva dos interesses do Outorgante e Outorgados,
especificamente para o pedido de patente de invencao de cotitularidade da UPE, UNIVASF,
e UFPE, “DERIVADOS INDOLICOS-TIOSSEMICARBAZONAS UTEIS AO TRATAMENTO DA
LEISHMANIOSE”, podendo, para tais efeitos, depositar pedido de patente de invencao ou de
modelo de utilidade, pagar as retribuicdes e anuidades devidas, requerer as prorrogacoes ou
renovagOes cabiveis; apresentar protestos, oposicdes, peticoes, recursos, réplicas e defesas,
escritas ou orais; requerer licencas compulsorias, caducidade, e instauracao de processos
administrativos ou de nulidade, bem como praticar todo e qualquer outro ato que se faca
necessario ao bom e fiel cumprimento desta procuracao.

Recife, 06 de outubro de 2016.

Professor Dr. Pedro Henrique Saraiva Falcio
Reitor da Universidade de Pernambuco — UPE

N
Professora Dra. Marleny Elizabeth Martinez Gerbi

Coordenadora do NIT-UPE
Universidade de Pernambuco - UPE
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO
GABINETE DA REITORIA
Avenida José de Sa Manigoba, s/n°. — Centro — Petrolina / PE — CEP: 56.304-917
Tel/ fax: (87) 2101-6836 — www.univasf.edu.br
CNPJ: 05.440725/0001-14

PROCURACAO

OUTORGANTE: A UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO,
com sede na cidade de Petrolina a Av. José de Sa Manigoba, S/N — Centro, CEP
56.304-205, inscrita no CNPJ/MF sob o n° 05.440.725/0001-14, neste ato
representado por seu Reitor Prof. Dr. Julianeli Tolentino de Lima, Brasileiro,
casado, professor universitario, residente na Rua Renbrand n° 20, Cond. Portal das
4guas — Pedra do Bode, Petrolina — PE, CEP 56.332-435, portado da cédula de
identidade n° 1.789.035 SSP/PB, inscrito no CF sob o nimero 965.575.594-00, em
inteira submissdo as disposicdes do Decreto n° 93.872, de 23 de Dezembro de
1986, da Lei n° 8.666, de 21 de Junho de 1993, no exercicio da competéncia que |he
foi delegada pelo Decreto Presidencial de 24 de Janeiro de 2012, publicado no
D.0.U de 24 de Janeiro de 2012, segédo 2, Edi¢ao Extra, pag. 1.

OUTORGADO: UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO, autarquia
educacional vinculada ao Ministério da Educagéo, por meio do Decreto Lei N° 9.388,
de 20/06/45 (Decreto n° 62493, de 01/04/68 e Decretos n°. 53, de 18/11/66 e 252 de
28/02/67), inscrita no CNPJ/MF sob o n® 24.134.488/0001-08, com sede na Avenida
Professor Moraes Rego n° 1.235, Cidade Universitaria, Recife, Pernambuco,
representada por seu Magnifico Reitor Anisio Brasileiro de Freitas Dourado,
brasileiro, casado, professor universitario, portador da RG n° 1.065.220 SSP/PE e
inscrito no CPF/MF sob o n°® 127.044.234-15, nomeado pelo Decreto Presidencial de
04 de Outubro de 2011, publicado no D.O.U. de 2.10.2011, Segéo 2, pag. 01, e a
Diretora de Inovagdo e Empreendedorismo (DINE-UFPE), Solange Galvao
Coutinho, brasileira, solteira, professora universitaria, residente e domiciliada em
Recife, portadora do C.P.F. 166.551.174-53, cujos poderes |lhe foram outorgados
pelo referido Magnifico Reitor no exercicio da competéncia que |he foi delegada pela
Portaria n°® 3660 de 14 de outubro de 2015.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO
GABINETE DA REITORIA
Avenida José de Sa Manigoba, s/n°. = Centro — Petrolina / PE — CEP: 56.304-917
Tel/ fax: (87) 2101-6836 — www.univasf.edu.br

CNPJ: 05.440725/0001-14
PODERES: por este instrumento particular de mandato ficam outorgados poderes
especiais para o Outorgado representar o Outorgante no pais e em terceiros paises,
perante a Unido, os Estados, os Territérios, o Distrito Federal e seus érgéos de
administragéo direta e indireta, inclusive o Instituto Nacional de Propriedade
Industrial - INPI e perante o poder Judiciario, para o fim de obter aprotecédo de
direitos relativos a Propriedade industrial e/ou Intelectual e agir na defesa ativa e
passiva dos interesses do Outorgante especificamente para o pedido de patente de
invengao de co-titularidade da UNIVASF, UPE e UFPE, “DERIVADOS INDOLICOS-
TIOSSEMICARBAZONAS UTEIS AO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE”,
podendo, para tais efeitos, depositar pedido de patente de inven¢do ou de modelo
de utilidade, pagar as retribuigdes e anuidades devidas, requerer as prorrogagdes ou
renovagdes cabiveis; apresentar protestos, oposi¢des, peticdes, recursos, réplicas e
defesas, escritas ou orais; requerer licengas compulsérias, caducidade, e
instauragéo de processos administrativos ou de nulidade, retirada de certificado,
bem como praticar todo e qualquer outro ato que se faga necessario ao bom e fiel
cumprimento desta procuragéo, podendo ainda agir em separado, independente da

ordem de nomeacdo, ficando ratificados os ates eventualmente ja praticados.

Petrolina, 05 de dezembro de 2016.
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DERIVADOS INDOLICOS-TIOSSEMICARBAZONAS UTEIS AO
TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE

01. A presente inven¢ao se refere a moléculas ativas sobre Leishmania infantum.
Mais especificamente, as moléculas da presente inven¢do referem-se a derivados ((1H-
indol-3-1l)metileno)-N-fenil-tiossemicarbazonas Uteis no tratamento da leishmaniose ou

de outras manifestagoes clinicas que requeiram o uso antiparasitario.

02. A leishmaniose ¢ uma parasitose presente principalmente em paises
subdesenvolvidos ¢ em desenvolvimento, com diversas manifestagdes clinicas causadas
por varias espécies de protozoarios do género Leishmania. Esta parasitose pode ser
observada de trés formas: visceral (conhecida como calazar, sendo considerada a forma
mais grave da doenca), a cutanea (mais comum) e a muco cutanea (Geneva, 2010;

WHO, 2016).

03. E estimado que 900.000-1.3 milhdes de novos casos e 20.000-30.000 mortes
ocorram anualmente devido aos tipos de leishmaniose (WHO, 2016). A forma de
tratamento para esta parasitose se baseia na quimioterapia, onde o antimoniato de
meglumina (Glucantime®) e o estibogluconato de sddio sdo considerados os farmacos
de escolha. No entanto, esta farmacoterapia apresenta algumas limitagdes como elevada
toxicidade, baixa tolerabilidade devido a administragdo parenteral e ineficdcia contra
espécies resistentes (Boer et al., 2011; Minodier & Parola, 2007). Alguns outros
farmacos atuam de maneira coadjuvante no tratamento da leishmaniose como
pentamidina, anfotericina B, cetoconazol, itraconazol, fluconazol e miltefosina (Geneva,

2010).

04. Sendo assim, a busca por novas terapias que sejam mais acessiveis, mais
seguras, de mais facil administragdo, ao passo que mais eficaz em doses baixas com
tratamentos a curto prazo e a um custo razoavel se torna um grande desafio (Duque-
Benitez et al., 2016). Nesse contexto, as tiossemicarbazonas (TSC) e os derivados
indolicos ganham destaque como grupos privilegiados no desenvolvimento de
moléculas promissoras para o tratamento de parasitoses (Cardoso et al., 2015; Oliveira-

Filho et al., 2015; Melos et al., 2015).
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05. As tiossemicarbazonas sao compostos organicos nitrogenados que possuem
diversas atividades bioldgicas como antidiabética (Kadowaki et al., 2013),
antibacteriana, anti-fingica (Beraldo & Gambino, 2004; Bharti et al., 2010) antimalarica
(Adams et al., 2013), antineoplasica (Stariat et al., 2013; Chellan et al., 2012),
antiparasitarias (Arancibia et al., 2014; Moreira et al., 2014), anti-HIV (Patel et al.,
2013) anticonvulsivante e antidepressiva (Kang et al., 2011). Logo, esse grupo de
moléculas surgem como perspectivas de novos farmacos podendo, assim, contribuir nos

estudos para a descoberta de compostos potencialmente bioativos.

06. Melos et al. (2015) em seu estudo recente demonstraram a atividade de
derivados tiossemicarbazonas frente formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis além de um maior indice de seletividade dos compostos testados quando

comparados com a pentamidina.

07. Ainda, ¢ possivel observar um provavel mecanismo de acdo das TSC frente a
enzima NO sintase, no qual as TSC sdo capazes de causar a inibicdo enzimatica.
Estudos sobre a morfologia e vias metabdlicas neste parasito tém contribuido para a

elucidacao de alvos na acdo de novos agentes terapéuticos (Rodrigues & Souza, 2008).

08. A mitocondria em parasitos tripanossomatideos € um alvo quimioterapéutico
bastante atrativo devido suas caracteristicas em relacdo a fungdo e estrutura que sao
diferentes das células de mamiferos. A manutencdo do potencial transmembrana
mitocondrial ¢ essencial para a sobrevivéncia dos parasitos através da reducdao do
estresse oxidativo (Van Hellemond et al., 2005). Britta et al. (2012) revelaram que esses
derivados foram capazes de causar alteragdes ultraestruturais em promastigotas de L.
amazonensis especialmente na mitocondria, onde foi capaz de ser evidenciado um
processo autofagico e vacuolizagdo do citoplasma. Além disso, ocorreu a despolarizacio
do potencial de membrana mitocondrial (PMM), sugerindo que a geragao de espécies

reativas do oxigénio afeta a funcdo mitocondrial do parasito.

09. O processo de obtencdo de novos derivados ((1H-indol-3-il)metileno)-N-
fenil-tiossemicarbazonas através da hibridagcdo equimolar do ntcleo inddlico e do grupo
tiossemicarbazida nao substituido ou polissubstituidos por bromo, metil, etil, metoxi,
nitro nas posi¢des R1, R2 e/ou R3, na presenca de um acido (4cido acético e/ou acido

cloridrico) e solventes tais como metanol, etanol, tetraidrofurano, benzeno, tolueno ou
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dimetilformamida, em uma temperatura ambiente ou superior ao ponto de fusdo dos
reagentes. Purificados através de cristalizagdes sucessivas em metanol, etanol, tolueno,

dioxano ou tetraidrofurano (Figura 1).
FIGURA 1

10. Esse procedimento permite obter os compostos reivindicados, através de
reagOes de condensacao do grupo tiossemicarbazida nao substituido ou polissubstituidos
com os derivados inddlicos. Estes derivados sdo quimicamente denominados: 2-((7-
bromo-5-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-feniltiossemicarbazona; 2-((5-bromo-7-metil-
1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-tiossemicarbazona;  2-((7-bromo-5-metil-1H-indol-3-
il)metileno)-N-(4-metoxi-fenil)tiossemicarbazona; 2-((5-bromo-7-metil-1H-indol-3-
il)metileno)-N-(4-metoxi-fenil)tiossemicarbazona; 2-((5-bromo-7-metil-1H-indol-3-
il)metileno)-N-(p-tolil)tiossemicarbazona; 2-((7-bromo-5-metil-1H-indol-3-il)metileno)-

N-(p-tolil)tiossemicarbazona;  2-((5-bromo-7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(4-etil-

fenil)tiossemicarbazona; 2-((7-bromo-5-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(4-etil-
fenil)tiossemicarbazona; 2-((5-bromo-7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(4-nitro-
fenil)tiossemicarbazona; 2-((7-bromo-5-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(4-nitro-

fenil)tiossemicarbazona.

11. Alguns exemplos da elucidagdo estrutural dos novos derivados ((1H-indol-3-

il)metileno)-N-fenil-tiossemicarbazonas:

2-((7-bromo-5-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-feniltiossemicarbazona-(LQIT-01)
C17HsN4SBr. M. M.: 387,2962 g/mol. RMN'H (DMSO, ds, 400MHz) &: 2.41 (s, 3H,
CH3), 7.18 (t, 1H, J= 7.2Hz, benzil), 7.27 (s, 1H, indol), 7.37 (t, 2H, J+8Hz, benzil),
7.69 (d, 2H, J=7.2Hz, benzil), 7.96 (d, 1H, J=2.8Hz, indol), 7.97 (s, 1H, indol), 8.38 (s,
1H, =CH-), 9.69 (s, 1H, NH), 11.64 (s, 1H, NH), 11.79 (s, 1H, NH). RMN 13C (DMSO,
d6, 100MHz) 6: 20.85, 104.02, 111.60, 120.72, 124.55, 124.55, 124.78, 125.98, 126.42,
128.13, 128.13, 131.40, 131.78, 133.69, 139.25, 140.43, 174.46. IV (KBr, cm—1): C=S
(1089), C=N (1595), N-H (3326.4).

2-((5-bromo-7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-tiossemicarbazona-(LQIT-02)
C17HsN4SBr. M. M.: 387,2962 g/mol. RMN'H (DMSO, ds, 400MHz) &: 2.48 (s, 3H,
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CH3), 7.17 (s, 1H, benzil), 7.19 (s, 1H, indol), 7.37 (t, 2H, J=8Hz, benzil), 7.71 (d, 2H,
J=8Hz, benzil), 7.98 (s, 1H, indol), 8.17 (s, 1H, indol), 8.38 (s, 1H, =CH-), 9.73 (s, 1H,
NH), 11.62 (s, 1H, NH), 11.80 (s, 1H, NH). RMN 13C (DMSO, d6, 100MHz) 3: 16.35,
110.99, 113.38, 121.25, 123.76,, 124.22, 124.72, 125.34, 125.48, 128.18, 128.18,
131.88, 135.33, 139.28, 140.50, 174.37. IV (KBr, cm—1): C=S (1080), C=N (1595.6),
N-H (3309.4), N-H (3410.7).

2-((7-bromo-5-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(4-metoxi-fenil )tiossemicarbazona-

(LQIT-03)

C1sH7N4SBrO. M. M.: 417,3221 g/mol. RMN'H (DMSO, dg, 400MHz) &: 2.41 (s, 3H,
CH3), 3.76 (s, 3H, OCH3), 6.93 (d, 2H, J= 8.8 Hz, benzil), 7.26 (s, 1H, indol), 7.51 (d,
2H, J= 8.8 Hz, benzil), 7.94 (d, 1H, J= 2.8 Hz, indol), 7.97 (s, 1H, indol), 8.37 (s, 1H,
=CH-), 9.56 (s, 1H, NH), 11.53 (s, 1H, NH), 11.77 (s, 1H, NH). RMN 13C (DMSO, d6,
100MHz) o: 20.87, 55.23, 104.01, 111.68, 113.32, 120.74, 126.00, 126.41, 126.77,
126.77, 131.38, 131.62, 132.22, 133.69, 140.23, 156.70, 156.70, 174.99. IV (KBr,
cm—1): C=S (1080), C=N (1598.9), N-H (3149.1), N-H (3300.6), N-H (3439.2).

2-((5-bromo-7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(4-metoxi-fenil )tiossemicarbazona-
(LQIT-04) C;sH;-N4SBrO. M. M.: 417,3221 g/mol. RMN'H (DMSO, dg, 400MHz) §:
2.47 (s, 3H, CH3), 3.76 (s, 3H, OCH3), 6.94 (d, 2H, J= 8.4 Hz, benzil), 7.16 (s, 1H,
indol), 7.52 (d, 2H, J= 8.8 Hz, benzil), 7.96 (s, 1H, indol), 8.16 (s, 1H, indol), 8.37 (s,
1H, =CH-), 9.60 (s, 1H, NH), 11.51 (s, 1H, NH), 11.86 (s, IH, NH). RMN 13C (DMSO,
d6, 100MHz) &: 16.40, 55.26, 111.08, 113.38, 121.28, 123.74, 125.37, 125.37, 125.51,
126.55, 131.76, 132.26, 135.35, 140.37, 156.68, 156.68, 174.91. IV (KBr, cm—1): C=S
(1040), C=N (1599.2), N-H (3150), N-H (3311.5).

2-((5-bromo-7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(p-tolil)tiossemicarbazona-(LQIT-05)

C1sH17N4SBr. M. M.: 401,3227 g/mol. RMN'H (DMSO, d6, 400MHz) &: 2.30 (s, 3H,
CH3), 2.48 (s, 3H, CH3), 7.17 (d, 2H, J= 8.4 Hz, benzil), 7.23 (s, 1H, indol), 7.57 (d,
2H, J= 8.4 Hz, benzil), 8.05 (s, 1H, indol), 8.06 (s, 1H, indol), 8.34 (s, 1H, =CH-), 9.93

Peti¢ao 870170017707, de 17/03/2017, pag. 18/30



5/11

(s, TH, NH), 9.93 (s, 1H, NH), 12.35 (s, IH, NH). RMN 13C (DMSO, d6, 100MHz) &:
16.33, 20.51, 113.35, 117.79, 120.40, 121.23, 124.31, 124.47, 125.35, 126.30, 128.64,
135.33, 136.71, 138.77, 140.35, 174.45, 174.45, 185.11. IV (KBr, cm—1): C=S (1040),
C=N (1589.7), N-H (3107.3), N-H (3171.7).

2-((7-bromo-5-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(p-tolil)tiossemicarbazona-(LQIT-06)
CisH17N4SBr. M. M.: 401,3227 g/mol. RMN'H (DMSO, d6, 400MHz) &: 2.40 (s, 3H,
CH3), 3.36 (s, 3H, CH3), 7.16 (d, 2H, J= 8 Hz, benzil), 7.32 (s, 1H, indol), 7.54 (d, 2H,
J=8 Hz, benzil), 7.90 (s, 1H, indol), 8.28 (s, 1H, indol), 8.29 (s, 1H, =CH-), 9.93 (s, 1H,
NH), 11.59 (s, 1H, NH), 12.26 (s, 1H, NH). RMN 13C (DMSO, d6, 100MHz) 4: 20.85,
40.12, 104.32, 111.65, 118.51, 120.05, 124.62, 125.89, 125.99, 126.40, 127.24, 128.60,
131.38, 133.20, 133.79, 136.69, 139.11, 185.28. IV (KBr, cm—1): C=S (1076.6), C=N
(1532.0 ), N-H (3105.8), N-H (3500.0).

2-((5-bromo-7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(4-etil-fenil )tiossemicarbazona-(LQIT-
07) C1oHoN4SBr. M. M.: 415,3492 g/mol. RMN'H (DMSO, ds, 400MHz) &: 1.20 (t,
3H, J= 7.2 Hz, CH3), 2.50 (s, 3H, CH3), 2.61 (q, 2H, J= 7.2 Hz, CH2), 7.17 (s, 1H,
indol), 7.21 (d, 2H, J= 8 Hz, benzil), 7.59 (d, 2H, J= 8 Hz, benzil), 7.98 (s, 1H, indol),
8.17 (s, 1H, indol), 8.38 (s, 1H, =CH-), 9.65 (s, 1H, NH), 11.60 (s, 1H, NH), 11.86 (s,
1H, NH). RMN 13C (DMSO, d6, 100MHz) &: 15.69, 16.37, 27.68, 111.02, 113.37,
121.25, 123.76, 124.37, 125.34, 125.47, 125.47, 127.46, 127.46, 131.83, 135.34,
136.90, 140.33, 140.38, 174.42. IV (KBr, cm—1): C=S (1080.6), C=N (1593.4 ), N-H
(3258.7), N-H (3400.0), N-H (3623).

2-((7-bromo-5-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(4-etil-fenil)tiossemicarbazona-(LQIT-
08) C1oHoN,SBr. M. M.: 415,3492 g/mol. RMN'H (DMSO, d6, 400MHz) &: 1.19 (t,
3H, J= 7.6 Hz, CH3), 2.41 (s, 3H, CH3), 2.61 (q, 2H, J= 7.6 Hz, CH2), 7.20 (d, 2H, J=
8.4 Hz, benzil), 7.27 (s, 1H, indol), 7.57 (d, 2H, J= 8 Hz, benzil), 7.95 (s, 1H, indol),
7.97 (s, 1H, indol), 8.38 (s, 1H, =CH-), 9.62 (s, 1H, NH), 11.60 (s, 1H, NH), 11.78 (s,
1H, NH). RMN 13C (DMSO, d6, 100MHz) 6: 15.69, 20.85, 27.68, 104.03, 111.64,
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120.72, 124.67, 125.97, 126.40, 127.41, 131.38, 131.38, 131.73, 133.70, 136.88,
140.29, 140.29, 140.37, 174.53. TV (KBr, cm—1): C=S (1080.6), C=N (1592.1), N-H
(3170), N-H (3294.2).

12. Formas promastigotas de Leishmania infantum (Cepa LTB 0016), foram
mantidas em meio Schneider (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
de estreptomicina em temperatura de 26° C. Sendo realizado repique dos parasitos a

cada trés dias.

13. Na avaliagdo da citotoxidade dos compostos, as células macrofagicas (J774),
foram cultivadas em garrafa de culturas, contendo meio RPMI (Sigma-Aldrich)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), conservadas na estufa a 37°C.
Sendo o meio de cultura trocado duas vezes por semana. O teste de MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-dieniltetrazolium-Sigma -Aldrich) ¢ baseado na redugdo dos
sais amarelos de tetrazolio por redutases mitocondriais de células metabolicamente
ativas os quais formam cristais azuis, intracelularmente, que sdo solubilizados e
posteriormente analisados por espectrofotometria UV/visivel. Dessa forma, quanto
menor for a viabilidade celular, menor serda a redu¢ao do MTT e menor o sinal

espectrofotométrico.

14. Células macrofagicas foram semeadas em placas de 96 pocos na
concentragio de 6x10° células/pogo e incubados uma atmosfera de 5% de CO, a 37°C.
Apos 24 horas, o meio de cultura foi removido e as células foram incubadas na presenga
de varias concentragdes dos compostos (15; 7,5; 3,75; 1,88; ¢ 0,94 ug/mL) por 48 h.
Ap0s este periodo, o meio foi novamente retirado e adicionado a mesma quantidade de
meio RPMI sem vermelho de fenol mais 10 pL de MTT, a uma concentracdo de
Smg/mL diluido em PBS, as células foram incubadas por mais 3 horas nas mesmas
condig¢des de cultivo. Apos incubagdo, o MTT foi retirado cuidadosamente e adicionado
100 uLL de DMSO por poco para a solubilizagdo dos cristais derivados da reducao do
MTT, seguido de agitagdo da placa durante 15 minutos. A leitura da absorbancia dos
cristais de formazan solubilizados foi realizada utilizando o leitor de ELISA Benchmark
Plus (Bio-Rad) com comprimento de onda de 490 nm, por 15 segundos. A porcentagem
de células viaveis em relagdo as células controle foi estimada. A concentragao capaz de
causar a perda de viabilidade em 50% (CCsg) das células foi determinada por analise de

regressao logaritmica dos dados obtidos pelo software SPSS 8.0 para Windows.

Peti¢ao 870170017707, de 17/03/2017, pag. 20/30



7/11

15. Para realizagdio dos testes in vitro dos derivados inddlicos-
tiossemicarbazonas, as formas promastigotas Leishmania infantum, foram coletadas,
contadas e diluidas em meio Schneider (Sigma-aldrich) suplementado com 10% de SFB
(Cultilab), em uma concentragdo de 1x 10° células/mL. Em seguida as células foram
encubadas em diferentes concentragdes dos compostos (25; 12,5; 6,25; 3,12 ¢ 1,56
ug/ml), por 72 horas. No controle, foram incubadas as cé€lulas apenas com o meio
Schneider. O crescimento da cultura foi acompanhado a cada 24 horas, através de
contagens utilizando a cdmara Neubauer. A concentragao que inibe 50% do crescimento
dos parasitos-ICs, foi o pardmetro utilizado para estimar a inibicdo do crescimento. A
ICsp foi determinada apos 72 horas de cultivo por andlise de regressao linear. Cada teste
foi feito em 03 experimentos independentes em triplicata. O indice de seletividade (IS)
foi determinado como a razdo entre os valores de CCsy e ICsy obtidos para cada
composto. Cada experimento foi realizado em dois experimentos distintos em

quadruplicata.

16. A literatura mostra que as tiossemicarbazonas apresentam atividade
leishmanicida (Schoder et al., 2013). No presente trabalho realizamos uma triagem da
atividade biologica de 10 produtos sintéticos, derivados da estrutura da

tiossemicarbazona sobre macrofagos e sobre as formas evolutivas de L. infantum.

17. O potencial citotéxico dos derivados inddlicos-tiossemicarbazonas foi
avaliado pela técnica do MTT a realizagdo desse teste € um dos principais parametros
que deve ser levado em consideragao no desenvolvimento de uma nova molécula com
atividade biolodgica, pois a molécula deve ser mais seletiva ao parasito do que as células

do hospedeiro (Lifiares et al., 2006).

18. Os derivados foram capazes de induzir alguma citotoxidade nos macrofagos,
sendo o grau de citotoxidade variavel entre os compostos testados. O composto
LQIT/PR-10 foi o mais citotéxico com a CCspde 17,06 uM e o composto menos toxico
foi o LQIT/PR-05 com CCsy de 59,90 uM. Os demais compostos apresentaram CCs
entre 17,33 a 46,38. A anfotericina B, foi o farmaco padrao utilizado e apresentou CCs

de 97,63 uM.

19. Os novos derivados indolicos-tiossemicarbazonas, foram utilizados para

realizar o ensaio in Vvitro, com o objetivo de identificar os compostos mais promissores.
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Teste com modelos animais sdo de fundamental importancia na investigagdo para o
desenvolvimento de medicamentos eficazes, mas novos compostos candidatos a
farmacos necessitam de uma selegdo prévia através de ensaios in vitro (Druilhe et al.,

2002).

20. Analisando os resultados do crescimento das formas promastigotas em 50%
(ICsp) os compostos LQIT/PR foram capazes de inibir as formas promastigotas, com
valores de ICsy que variam de 4,36 a 23,25 uM, sendo os resultados mais significativos
contra as formas promastigotas com valores de ICsy de 5,60 uM e 4,36 uM, evidenciado
pelas moléculas LQIT/PR-02 e LQIT/PR-09, respectivamente (Tabela 1). Foi observado
que composto LQIT/PRO2 inibiu 100% das formas promastigotas na concentracao de 25
ng/mL em 24 horas e 25 e 12 pg/mL em 48 e 72 horas. O derivado LQIT/PR-09 obteve
uma inibi¢do de 100% das formas promastigotas nas concentracdes de 25, 12 e 6,3

png/mL apos 48 e 72 horas.

21. Na avalia¢do leishmanicida foi verificado a eficacia dos derivados inddlicos-
tiossemicarbazonas sobre as formas promastigotas de L. infantum calculando o ICsy,
juntamente com os resultados do CCsg foi possivel determinar o indice de seletividade
(IS) (Tabela 1) dos derivados indolicos-tiossemicarbazonas, através da razao entre a
CCs e a ICsy da forma promastigota, os compostos que apresentaram ser mais seletivos
ao parasito do que as células de mamiferos, foram as mesmas que apresentaram a
melhor ICsp, os derivados LQIT/PR-02 e LQIT/PR-09 apresentando IS de 4,91 e 3,98

respectivamente.

Tabela 1: Analise do Indice de seletividade dos derivados indolicos-

tiossemicarbazonas.
uM
Composto ICs, CCs IS
LQIT/PR-01 6,12 18,84 3,08
LQIT/PR-02 5,60 27,52 4,91
LQIT/PR-03 8,43 27,86 3,30
LQIT/PR-04 8,93 21,44 2,40
LQIT/PR-05 23,35 59,90 2,56
LQIT/PR-06 11,46 26,04 2,27
LQIT/PR-07 16,70 31,42 1,88
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LQIT/PR-08 13,51 46,38 3,43
LQIT/PR-09 4,36 17,33 3,98
LQIT/PR-10 11,97 17,06 1,43
Anfotericina B 0,05 105.7 2114

Legenda: ICsy— concentragao que inibe 50% do crescimento das formas promastigotas de L. infantum
CCso— concentragdo capaz de causar a perda da viabilidade em 50% das células Vero

IS (Indice de seletividade) — CCsy Vero/ICs, Promastigotas

22. Os compostos avaliados neste estudo possuem como diferenca estrutural a
presenga do nucleo inddlico substituido (5-CHi/7-Br; 5-Br/7-CHs) e a substitui¢ao
presente no N* da tiossemicarbazona. Foi possivel observar que a ordem do
posicionamento dos grupos metil e bromo ligados ao grupamento indolico nao
repercutem diretamente na atividade leishmanicida como observado na tabela 1, sendo o

efeito da atividade biologica atribuida ao substituinte do N*,

23. Em relacdo ao R; a presenca dos substituintes fenil (LQIT/PR-01 e
LQIT/PR-02), metoxi-fenil (LQIT/PR-03 e LQIT/PR-04) e etil-fenil (LQIT/PR-09)
ligados ao N* da tiossemicarbazona demonstram a importancia desses grupos quimicos
para o aumento da atividade leishmanicidas. Mellos et al. (2015) demostrou em seu
trabalho que tiossemicarbazonas ndo substituidas no N* (NH,) ndo obtiveram bons
resultados na atividade leishmanicida ressaltando assim a importancia da substitui¢ao
com grupo aromatico nessa por¢do da molécula, assim como evidenciado em nosso
estudo, onde os compostos LQIT/PR-07 e LQIT/PR-08 foram fracamente ativos contra
formas promastigotas de L. infantum. Estudos de Manzano et al. (2016), demostram
também que tiossemicarbazona substituidas com compostos aromaticos sdo mais ativas

nas atividades biologicas.

24. Segue exemplos de microscopia eletronica de varredura com o objetivo de
avaliar acdo do composto sobre a morfologia e membrana das formas promastigotas de
L. infantum. As moléculas abaixo foram incubadas em presenga dos compostos nas
concentragdes correspondentes a 1 e 2x ICs¢/72 horas e entdo processadas como de
rotina para microscopia eletronica de varredura. O controle negativo da microscopia foi
observado a forma promastigota com forma e tamanho caracteristicos (corpo celular
alongado e flagelo grande). A anfotericina B foi capaz de causar destruicdo macica de
todas as formas promastigotas. Para os compostos de interesse deste estudo, foi

evidenciado que em ambas as concentracdes adotadas para esse experimento, oS
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compostos foram capazes de causar danos a membrana das formas evolutivas
promastigotas de L. infantum. O LQIT/PR-09 causou perda ¢ /ou diminui¢do do flagelo
além de causar arredondamento do corpo celular. J& o LQIT/PR-02, além dos danos
causados pelo LQIT/PR-09, este também foi capaz de causar destrui¢do do corpo

celular das formas promastigotas de L. infantum. (Figura 15).

25. Na figura 2 demonstra-se através da microscopia eletronica de varredura de
formas promastigotas de L. infantum. Onde se indica A- Controle; B- parasito tratado
com 1x ICsy do composto LQIT/PR-09; C- parasito tratado com 1x ICsy do composto
LQIT/PR-02; D- Controle tratado com a Anfotericina B (firmaco padrdo). Alteragdes
morfologicas no parasito também foram evidenciadas no trabalho de Britta et al. (2015),
onde as formas promastigotas tratadas com derivados tiossemicarbazonas mostram
alteragdes na forma, tamanho e desintegragdo celular em parasitos, assim como foi

observado nesse trabalho.

26. Nas legendas C e D, onde C representa a agdo do LQIT/PR09 semelhantes as

alteracdes com formagdes semelhantes a “bolhas™ observadas no farmaco padrao D.

27. Nas legendas E e F se visualiza imagens ampliadas onde invaginagdes foram

causadas apo6s o tratamento com os derivados em estudo.
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REIVINDICACOES

1. DERIVADOS INDOLICOS-TIOSSEMICARBAZONAS UTEIS AO
TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE, caracterizada por conter a sintese de dez
derivados  ((1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-tiossemicarbazonas, = como  insumos

farmacéuticos ativos; estes derivados sdo quimicamente denominados: 2-((7-bromo-5-

metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-feniltiossemicarbazona; 2-((5-bromo-7-metil-1H-
indol-3-il)metileno)-N-fenil-tiossemicarbazona; 2-((7-bromo-5-metil-1H-indol-3-
il)metileno)-N-(4-metoxi-fenil)tiossemicarbazona; 2-((5-bromo-7-metil-1H-indol-3-
il)metileno)-N-(4-metoxi-fenil)tiossemicarbazona; 2-((5-bromo-7-metil-1H-indol-3-
il)metileno)-N-(p-tolil)tiossemicarbazona; 2-((7-bromo-5-metil-1H-indol-3-
il)metileno)-N-(p-tolil)tiossemicarbazona; 2-((5-bromo-7-metil-1H-indol-3-
il)metileno)-N-(4-etil-fenil)tiossemicarbazona; 2-((7-bromo-5-metil-1H-indol-3-
il)metileno)-N-(4-etil-fenil)tiossemicarbazona; 2-((5-bromo-7-metil-1H-indol-3-
il)metileno)-N-(4-nitro-fenil)tiossemicarbazona; 2-((7-bromo-5-metil-1H-indol-3-

il)metileno)-N-(4-nitro-fenil)tiossemicarbazona.

2. DERIVADOS INDOLICOS-TIOSSEMICARBAZONAS UTEIS AO
TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizada por ter compostos inddlicos-tiossemicarbazonas, testados em modelos
experimentais in vitro frente a Leishmania infantum, que permitiram observar que
houve uma inibigdo apods 24h, de 100% das formas promastigotas nas concentragdes

12,5 ¢ 25 pg/mL.

3.  DERIVADOS INDOLICOS-TIOSSEMICARBAZONAS UTEIS AO
TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE, de acordo com a reivindicagdes 1 e 2,
caracterizada pelos compostos inddlicos-tiossemicarbazonas serem utilizados
individualmente ou em combinagdo com outros agentes uso antiparasitario para fins de

tratamento da leishmaniose em humano e /ou animais.
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4. DERIVADOS INDOLICOS-TIOSSEMICARBAZONAS UTEIS AO
TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE, de acordo com a reivindicagdes 1 a 3,
caracterizada para produgdo de preparacdes farmacéuticas e/ou veterinarias sob a forma
de: pos, granulos, comprimidos, comprimidos revestidos, capsulas, solu¢des orais e/ou
injetaveis, pomadas, cremes, elixires, xarope, emulsdes, suspensdes, logdes, emplastos,
géis, sistemas de liberagdo 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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FIGURA 2
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RESUMO

DERIVADOS INDOLICOS-TIOSSEMICARBAZONAS UTEIS AO
TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE

A presente invengdo caracteriza-se pela obtengdo de compostos inddlicos-
tiossemicarbazonas, testados em modelos experimentais in vitro frente a Leishmania
infantum, que permitiram observar que houve uma inibigdo ap6s 24h, de 100% das
formas promastigotas nas concentragdes 12,5 e 25 pg/mL. Esses resultados obtidos em
modelos in vitro colocam os derivados inddlicos-tiossemicarbazonas e seus sais como

candidatos a novos agentes leishmanicidas.
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