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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma doenca parasitdria endémica em cerca de 102 paises e continua
representando um sério desafio para a saude publica. No momento, os medicamentos
disponiveis enfrentam diversas limitagdes farmacoterapéuticas, tornando urgente a
busca por novos compostos. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi conduzir uma
revisdo patentaria das inovagdes farmacologicas para o tratamento da leishmaniose
visceral nas Américas nos ultimos seis anos (2017-2023), além de investigar a atividade
citotoxica e leishmanicida in vitro dos derivados sintéticos da purpurogalina contra as
espécies L. amazonensis € L. infantum chagasi. Na revisdo patentaria, foram utilizados
os termos de busca em diversas plataformas, como The Lens, World Intellectual
Property Organization (WIPO), European Patent Office (EPO), United States Patent and
Trademark Office (USPTO) e Brazilian Patent and Trademark Office (INPI),
identificando patentes para posterior analise dos parametros de ano de publicagdo, IPC,
pais de origem, autores, ensaios farmacologicos e atividades biologicas. No estudo
experimental, foi conduzido o ensaio colorimétrico de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-
tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolio) para determinar a citotoxicidade dos derivados em
macréfagos, seguido pela avaliagdo anti-Leishmania em promastigotas das espécies
mencionadas e a determinacao do indice de seletividade. Os resultados revelaram onze
patentes descrevendo inovagdes farmacoldgicas sintéticas e naturais contra L. infantum
chagasi in vitro e in vivo nos ultimos sete anos. Em relagdo aos ensaios experimentais,
observou-se baixa citotoxicidade na linhagem J774.A1 (macrofagos) até a concentracio
mais alta testada (100 uM), com efeito maximo inferior a 50%, exceto para os
compostos 19a e 18e, que apresentaram citotoxicidade superior a 80%. As substancias
19a, 18b, 18d e 18e demonstraram citotoxicidade contra promastigotas de ambas as
espécies, com efeito maximo superior a 80%. O derivado 18 destacou-se pela
seletividade significativa contra cepas de L. infantum chagasi, apresentando um indice
de seletividade superior a 10,06. Portanto, os estudos patentarios indicam inovagdes
farmacoldgicas com atividade leishmanicida contra o agente causador da leishmaniose
visceral nas Américas, assim como o potencial anti-Leishmania dos derivados da
purpurogalina em ambas as espécies testadas, juntamente com uma baixa citotoxicidade
contra as c¢lulas hospedeiras.

Palavras-chave: Prospeccdo tecnologica; Leishmaniose; Produtos sintéticos; Derivados

da purpurogalina.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an endemic parasitic disease in approximately 102 countries and
continues to be a serious public health problem. Currently, the available drugs have
several pharmacotherapeutic limitations, and the search for new prototypes is urgent. In
this context, the study aims to conduct a patent review of pharmacological innovations
for the treatment of visceral leishmaniasis in the Americas over the past six years (2017-
2023), as well as to investigate the cytotoxic and leishmanicidal activity in vitro of
synthetic derivatives of purpurogallin in L. amazonensis and L. infantum chagasi
species. In the patent review, the descriptors were inserted into platforms such as The
Lens, World Intellectual Property Organization (WIPO), European Patent Office (EPO),
United States Patent and Trademark Office (USPTO) and Brazilian Patent and
Trademark Office (INPI), finding patents for subsequent analysis of publication year
parameters, [PC, country of origin, authors, pharmacological assays, and bioactive
assays. In the experimental study, the MTT colorimetric assay (3-[4,5-dimethylthiazol-
2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) was performed to determine the cytotoxicity of
the derivatives in macrophages, followed by anti-Leishmania evaluation in
promastigotes of the mentioned species and determination of the selectivity index. The
results obtained showed eleven patents describing synthetic and natural
pharmacological innovations against L. infantum chagasi in vitro and in vivo over the
last seven years. Regarding the experimental assays, low cytotoxicity was observed in
the J774.A1 lineage (macrophages) up to the highest tested concentration (100 pM),
with a maximum effect of less than 50%, except for compounds 19a and 18e, which had
cytotoxicity greater than 80%. Substances 19a, 18b, 18d, and 18e were cytotoxic against
promastigotes of both species, with a maximum effect greater than 80%. It was found
that derivative 18 demonstrated significant selectivity against strains of L. infantum
chagasi with a selectivity index greater than 10,06. Therefore, patent studies indicate
pharmacological innovations with leishmanicidal activity against the causative agent of
visceral leishmaniasis in the Americas, as well as the potential anti-Leishmania of
purpurogallin derivatives in both tested species of Leishmania and low cytotoxicity
against host cells.

Keywords: Technological prospecting; Leishmaniasis; Synthetic  products;

Purpurogallin derivatives.
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1. INTRODUCAO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) compreendem cerca de 20 doencas
transmissiveis que afetam aproximadamente 1,7 bilhdes de pessoas em mais de 149 paises
tropicais e subtropicais. A leishmaniose ¢ incluida entre essas enfermidades, em que
condi¢des ambientais e socioecondmicas como a pobreza, desigualdade social e falta de
saneamento basico adequado, contribuem na proliferagdo dos vetores e aumento no nimero

de casos dessa parasitose (Scariot, 2022; OMS, 2015).

J4

A leishmaniose ¢ uma infeccdo parasitologica causada pelo protozoario do género
Leishmania, transmitido no momento do repasto sanguineo pelo flebotomineo fémea. Existem
mais de 20 espécies patogénicas que afetam as pessoas, onde os reservatorios sdo animais

silvestres, domésticos e seres humanos (Abadias-Granado ef al., 2021).

Na América Latina, o vetor da leishmaniose pertence ao género Lutzomyia spp.,
popularmente conhecido como mosquito-palha. Esse parasito desencadeia duas formas
clinicas da doenga, a leishmaniose tegumentar (LT) e visceral (LV). As diferentes
manifestacoes da infeccdo dependem da espécie que acomete o hospedeiro, e no Brasil, as
espécies mais recorrentes sdo Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis, Leishmania

guyanensis € Leishmania infantum chagasi (Marcondes; Day, 2019).

A LT ¢ a forma mais comum da doenga, que demonstra sinais cutaneos especificos
que variam de acordo com fatores associados ao parasito, a imunidade do individuo e os
locais que se encontram as lesdes. As manifestagdes cutaneas sdo classificadas em diferentes
categorias ao observar as delimitacoes e distribuigdes das tulceras desenvolvidas pela

parasitose (Rodriguez-Vega et al., 2021).

A LV ¢ a forma mais grave, sendo que 90% dos casos ndo tratados adequadamente
resultam em oObito. O principal problema ¢ o diagndstico errdneo e tardio, assim, aumenta a
gravidade da doenga e eleva o indice de mortalidade pelo protozoario, tornando-se dificil o
tratamento em estdgios avancados. Os sinais clinicos sdo inespecificos e incluem febre
elevada, anemia, palidez, falta de apetite, perda de peso, aumento abdominal e

hepatoesplenomegalia (Prestes-Carneiro ef al., 2019).



A escolha do tratamento dessa doenca, deve levar em consideragdo muitos fatores,
como a forma clinica, o esquema terapéutico mais eficaz, os efeitos colaterais, via de
administracao e os custos desse medicamento, além de considerar outras condi¢des de satde

que a pessoa infectada possa ter (Charlton et al., 2018).

Atualmente, existem poucas op¢des de agentes quimioterapicos para o tratamento de
ambas as formas de leishmaniose. A primeira escolha sdo os antimoniatos de meglumina,
entretanto, na auséncia ou contraindicacdo do uso desse farmaco, a segunda opcdo de
farmacoterapia ¢ a anfotericina B, que possui diferentes formula¢des disponiveis, sendo a
forma lipossomal a mais utilizada. Outras op¢des de medicamentos com potencial

leishmanicida sdo a pentamidina, paromomicina e miltefosina (OPAS, 2022).

Entretanto, os tratamentos farmacoldgicos para leishmaniose apresentam inumeras
limitagdes, como alta toxicidade hepatica e cardiaca, sendo o principal efeito colateral grave
desencadeado pela farmacoterapia. Outras problematicas sdo o alto custo, tratamento
prolongado, a indisponibilidade e a resisténcia do parasito aos medicamentos (Ghorbani;

Farhoudi, 2017).

A falta de investimentos por partes governamentais e o desinteresse das industrias
farmacéuticas por ndo obterem retornos financeiros esperados, limitam as descobertas de
novos protétipos para doengas negligenciadas, como a leishmaniose. No entanto, ela continua
sendo um importante problema de satde publica e deve receber maior ateng¢ao para o controle

da sua disseminagao (Fitzpatrick, 2017).

Atualmente, a busca por compostos sintéticos ou naturais com atividade leishmanicida
tem se intensificado, visando encontrar alternativas com menores efeitos colaterais ¢ uma
maior capacidade de suprimir a parasitose. Dentre os elementos de origem natural, destaca-se
a purpurogalina, um fenol que contém nticleo bezotropolina, entretanto tal substancia pode ser
adquirida através de procedimentos quimicos. A referida substancia exibe uma variedade de
efeitos farmacoldgicos contra doengas humanas, tornando-se, assim, uma op¢ao promissora a

ser investigada quanto ao seu potencial parasitologico (Pakosz ef al., 2021).

Diante dos aspectos observados, apresenta-se a necessitada da compreensdo as
inovagdes farmacologicas atuais para a forma mais grave da doenga, assim como a descoberta

de um novo prototipo eficiente e acessivel contra as diferentes espécies de Leishmania.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Realizar uma revisdo patentéria sobre as inovagdes farmacéuticas para o tratamento de
leishmaniose visceral nas Américas entre os anos de 2017 — 2023, assim como investigar a

atividade citotoxica e leishmanicida in vitro dos derivados da purpurogalina.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Efetuar um levantamento quali-quantitativo de patentes que descrevam novos
protdtipos a farmacos contra L. infantum chagasi nos Ultimos seis anos;

e Investigar os parametros das patentes como ano de depodsito, inventores, IPC, pais de
origem, ensaios clinicos e bioativos testados;

e Avaliar o potencial citotdéxico dos compostos nas células hospedeiras (macréfagos da
linhagem J774.A1);

e Estimar a atividade in vitro dos derivados da purpurogalina sobre as formas
promastigotas de L. amazonensis e L. infantum chagasi;

e Determinar o indice de seletividade das substancias da purpurogalina in vitro;



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1.  Aspectos Gerais da Leishmaniose

3.1.1. Distribuigdo epidemioldgica da doenga

As doengas negligenciadas (DTNs) sdo classificadas como doencas transmissiveis,
causadas por agentes infecciosos e parasitologicos com maiores incidéncias em paises
tropicais e subtropicais. Essas enfermidades sdo associadas a inadequagao de cuidados basicos
de satde, caréncia de saneamento e a pobreza, afetando principalmente a populacdo mais

carentes, desnutridas e em condi¢des de moradia precaria (OPAS, 2019).

Conforme a organizacdo mundial da saude (OMS), as DTNs afetam cerca de 1 bilhdo
de pessoas em todo mundo. Apesar da alta incidéncia, acontece a falta de interesse na
erradicagdo das doencas, principalmente pelas industrias farmacéuticas por ndo obterem um
retorno financeiro viavel, assim como, por partes governamentais com pouco investimento em

pesquisa e inovagdo para solucionar esse problema de saude publica (DNDI, 2018).

Segundo os dados da OMS (2023), a leishmaniose visceral (LV) ¢ a forma mais grave,
que representa 95% dos casos, e estima-se que entre 50.000 — 90.000 pessoas sdo infectadas
por ano em todo mundo, resultando um alto indice de mortalidade. A leishmaniose
tegumentar (LT) ¢ a forma mais comum, estimando-se 600.000 — 1 milhao de novos casos por

ano mundialmente.

A leishmaniose ¢ endémica em aproximadamente 102 paises com 1,3 milhdes de casos
registrados por ano nas Américas. Além disso, sao relatados entre 20.000 — 30.000 &bitos
anualmente (OPAS, 2019). Entre os anos de 2001 — 2021, foram registrados 1.105.545 casos
de leishmaniose tegumentar (Figura 1) e 69.665 casos de leishmaniose visceral em regides das
Américas (Figura 2), sendo o Brasil o pais da América Latina mais afetado pelas infecgdes

parasitarias por Leishmania (OPAS, 2022).



Figura 1 - Numero de casos de Leishmaniose Tegumentar nas Américas em 2001 — 2021
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Figura 2 - Niimero de casos de Leishmaniose Visceral nas Américas em 2001 — 2021
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Na América Latina, depois do Brasil, outros paises enfrentaram um aumento
significativo no nimero de casos em 2021, incluindo a Argentina, México, Panama e El
Salvador, nos quais as manifestacdes clinicas predominantes sdo as formas cutinea e
mucocutanea, representando 92,6% e 4,5%, respectivamente. No mesmo ano, foi notificado
93,5% dos casos de LV no territorio brasileiro, sucedendo-se de outros paises como a

Venezuela, Paraguai e Argentina, onde criancas menores de 5 anos sdo mais afetadas (45,7%



dos casos). Todavia, a letalidade ¢ baixa nessa faixa etdria (6%), no entanto, a taxa de

letalidade da LV € maior em pessoas com mais de 50 anos (18%) (OPAS, 2022).

A LT ¢ registrada em todos os estados do territorio brasileiro, em maior nimero nas
macrorregides Norte, Nordeste, Centro-Oestre e Sudeste (Figura 3a). Entretanto, A LV tem
maior ocorréncia na regido Nordeste, Sudeste e Norte, como representado na figura 3b (SVS/
MS, 2022). Conforme relatado pela secretaria de satde do estado de Alagoas, houve o registro
de 504 incidéncias de leishmaniose visceral e 645 ocorréncias de leishmaniose tegumentar ao
longo da Gltima década. E relevante ressaltar que a regido do sertdo alagoano concentrou o
maior volume de casos de LV entre os anos de 2008 - 2017, o que pode ser atribuido a uma
variedade de fatores, como condi¢des socioeconomicas desfavorecidas, desmatamento ¢ a

auséncia de adequadas infraestruturas de saneamento (SESAU, 2023; Ferreira et al., 2022).

Figura 3 - Nimero de casos de leishmaniose tegumentar (A) e visceral (B) no Brasil em 2021
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Fonte: Adaptado de SVS/MS, 2022.

Para obter controle das Doencas Tropicais Negligenciadas, s3o necessarios
investimentos em pesquisas para producdo de farmacos e vacinas, bem como melhorias nas
condi¢des sanitarias e reducdo das desigualdades sociais para evitar a proliferar do agente

etiologico e o vetor da leishmaniose (Oliveira, 2018).
3.1.2. Agente etioldgico e ciclo de transmissao

O agente etiologico da leishmaniose pertence a ordem Kinetoplastida, familia

Trypanosomatidae, género Leishmania que inclui cerca de 30 espécies diferentes. E uma



doenca primdria de animais como representado no quadro 1, mas que pode ser transmitida aos
seres humanos. A parasitose ¢ causada por um protozoario intracelular que afeta, sobretudo,

as células fagociticas do sistema imunologico dos mamiferos (Aguiar; Rodrigues, 2017).

Quadro 1 — Principais espécies do género Leishmania recorrentes nas Américas

Leishmania spp.

Forma clinica

Vetor

Reservatorio animal

L. guyanensis LC Lu. umbratilis Choloepus spp.
Lu. anduzei Tamandua spp.
Lu. Whitmani Didelphis spp.,
Proechimys spp.
Proechimys spp.
L. amazonensis LC Lu. Oryzomys spp.
flaviscutellata Wiedomys spp
Lu. longipalpis
L. braziliensis LC, LM Lu. whitmani Rattus rattus
Lu. intermedia | Akodon arviculoides
Lu. wellcomei Bolomys spp.
Lu. complexa Nectomis spp.
Lu. neivai Thrichomys spp
Lu. edwardsi
Lu. Migonei
L. infantum LV Lu. longipalpis Lycalopex vetulus
chagasi Lu. cruzi Cedocyon thous
Lu. almerio Didelphis albiventris
Lu. Salesi

Fonte: Adaptado de OPAS, 2019.

Os parasitos do género Leishmania sdo unicelulares e possuem um ciclo de vida
heteréxeno (envolve hospedeiros vertebrados e invertebrados). A forma promastigota
apresenta uma morfologia alongada e com mobilidade devido a presenga de uma estrutura
flagelar livre na regido anterior, além de um cinetoplasto mitocondrial € um nucleo na parte
posterior (Figura 4a), sua divisdo ¢ por fissdo binaria no trato digestivo do vetor (Blanco;

Nascimento-Junior, 2017).



Apoés a infeccdo no hospedeiro, as promastigotas sdo internalizadas pelas células
fagociticas. Ao se adaptarem as condigdes intracelulares favoraveis, as promastigotas passam
por um processo evolutivo para amastigotas, perdendo a forma flagelada e adquirindo uma
morfologia oval imével (Figura 4b). As amastigotas se multiplicam até acontecer a lise da
membrana plasmatica da célula hospedeira, liberando-se no meio extracelular e se tornam

propicias para novas fagocitoses por outras c¢lulas imunolédgicas (Sunter; Gull, 2017).

Figura 4 - Forma promastigota (A) e amastigota da Leishmania (B)
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Fonte: OPAS, 2019.

No Brasil, a transmissdo do parasito ocorre pelo vetor Lutzomyia spp. que integra a
familia Psychodidae, subfamilia Phebotominae, género Lutzomyia. Popularmente conhecido
como mosquito-palha ou mosquito de areia, os flebotomineos machos se alimentam de néctar
e seivas de organismos vegetais, enquanto as fémeas se alimentam de sangue para o
desenvolvimento dos seus ovos. A figura 5a demonstra o processo de insercao da probdscide
do vetor no hospedeiro e a figura 5b ilustra o processo de repasto sanguineo (Brazil;

Rodrigues; Andrade Filho, 2015).

Figura 5 - Lutzomyia spp. no hospedeiro (A) e realizando o processo de repasto sanguineo (B)



Fonte: OPAS, 2021.

Os principais reservatorios dos parasitos sdo os animais silvestres, como roedores,
marsupiais, tamanduais, quatis, entre outros. Nas dreas urbanas, os animais domésticos
também podem ser infectados, como os cdes e gatos. A doenga, além de ser uma zoonose,
pode acometer o ser humano, assim considerada uma antropozoonose (Marcondes;

Vasconcellos, 2019).

A figura 6 demonstra o ciclo de vida do protozoario Leishmania, que acontece de duas
maneiras, o primeiro estdgio de desenvolvimento ocorre no vetor, onde as formas
promastigotas flageladas extracelulares se multiplicam a partir de divisdes bindrias no sistema
digestivo do diptero e migram para a proboscide durante o repasto sanguineo em um

hospedeiro vertebrado (Pimenta et al., 2018).

Apos a inoculagdo, o segundo estagio acontece no vertebrado, onde as promastigotas
sdo fagocitadas por diferentes células do sistema imunologico, principalmente mondcitos e
macrofagos. As formas promastigotas metaciclicas se desenvolvem intracelularmente no
vactolo parasitario, diferenciando-se em amastigotas com o flagelo internalizado e

morfologia oval (Bates, 2018).
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Figura 6 - Ciclo de transmissio da Leishmaniose

O vetor infectado inocula no
animal vertebrado os

promastigotas metaciclicos de
Leishmania sp. durants o

L.
{i .\\ repasto sanguineo
/"’ < %
Os promastigotas migram %-

para a probdscide do vetor

il .'-‘ Os promastigotas metacichicos penstram no
/ N macrifago e outras cdiudas do sistema reticulo
' endotedial

Os promastigotas se

Os promastigotas se dividem por

divis#o binana

T

-
-
-
Os amastigotas se transformam am
promastigotas no intesting do vetor *
LY, /

" -
- TEL v .
% ¥ X R
.

A X -

transformam em amasbgotas &

ea multiplicam por divisdo bindria

A células parasitadas D vetor ingere © sangue O macrdfagos se romperam € libe
ingeridas rompem & gredaments conlaminada COMeram os amasligotas no meio

liberam os amastigotas com amastigotas durants extraceiular
o repasio sangulneg

Fonte: OPAS, 2019.

As estruturas parasitoldgicas se multiplicam por divisdo bindria até que a célula seja
rompida, liberando amastigotas para a regido extracelular, permitindo novas fagocitoses e
lises celulares. Os flebotomos readquirem os protozodrios, apos o repasto sanguineo e suc¢ao

de células parasitadas de um mamifero infectado (OPAS, 2021).

Desta maneira, a presenca do parasito desencadeia a ativagdo do sistema imunoldgico
com o recrutamento de células imunes, que buscam controlar a infec¢ao inicial. Em seguida, a
imunidade adaptativa ¢ ativada e mediada pela agdo dos linfocitos T que produzem citocinas e

linfocitos B que liberam anticorpos (Atayde et al., 2016).
3.1.3. Imunopatogénese

A principio, a resposta imune desencadeada pelo hospedeiro na infeccdo por
Leishmania, ¢ da hipersensibilidade tardia, que ativa a imunidade inata por reconhecimento
do patdgeno através de padrdoes moleculares associados a patégenos (PAMPs) com o auxilio

dos receptores do tipo foll-like (TLRs), que reconhecem estruturas importantes na superficie
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do protozoario como o lipofosfoglicano (LPG), glicoproteina-63 (gp63) e
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Ao confirmar a presenga do parasito, acontece o recrutamento
de células imunes primarias para o local da infeccdo, como os neutrofilos, natural killer
(NKs), macrofagos, células dendriticas (CDs), que liberam citocinas pré-inflamatorias e co-

estimuladoras (Dubie; Mohammed, 2020).

Os neutrofilos sdo considerados a primeira barreira de defesa contra infec¢des por
Leishmania, eles sao recrutados para o local da inflamac¢ao no momento do repasto sanguineo,
devido a presenca de fatores quimiotaticos. Ao fagocita-lo, os neutréfilos comecam a produzir
interleucina 8 (IL-8), fator de necrose tumoral alfa (TNF- a) e interferon gama (IFN-y) para
atrair outras células de defesa, como os macrofagos, ativando-os e induzindo a apoptose dos

neutrofilos infectados (Toepp; Petersen, 2020).

Os macrofagos sdo as principais células fagociticas do sistema imunoldgico e
desempenham papéis importantes como de célula hospedeira, célula apresentadora de
antigeno (APCs) e célula efetora. Existem duas vias de ativagdo dessas células imunes: a via
classica do macréfago (fendtipo M1), que leva a eliminagdo do parasito intracelularmente; e a
via alternativa do macrofago (fenotipo M2), que proporciona um ambiente favoravel para que

a infecgao se instale (Sandoval Pacheco et al., 2021).

Quando ativados, os macréfagos secretam interleucina dois (IL-2), espécies reativas de
oxigénio (ROS) e 6xido nitrico (NO). A IL-2 ¢ uma molécula citotéxica importante que ativa
a via IFN- §, potencializando a morte dos parasitos intracelulares (Loria-Cervera; Andrade-
Narvaez, 2020). Os macrofagos e células dendriticas infectados comecam a produzir
interleucina doze (IL-12), ativando as NKs que liberam citocinas pré-inflamatérias como a
interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) que sdo essenciais para
conduzir uma diferenciacdo de células T imaturas em células T-helper tipo 1 (Thl) para

mediar esse fenotipo M1 (Ikeogu et al., 2020).

A células NK tem capacidade de lisar diretamente macrofagos e CDs infectadas, bem
como induzir a apoptose das formas promastigotas, através do seu potencial citotoxico na
producdo de granzimas e perforinas (Meira; Gedamu, 2019). Quando os macrofagos
fagocitam células parasitadas sem entrar em contato direto com a Leishmania, desenvolve-se
o fenotipo M2, inibindo a producdo de IL-12 e favorecendo a sobrevivéncia do protozoario

intracelularmente. Dessa maneira, outras citocinas como interleucina 4 (IL-4) e interleucina
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dez (IL-10) sdo produzidas pelo parasito para promover sua proliferagdo (Rodrigues et al.,

2017).

Entretanto, apesar da importancia da imunidade inata para o controle imediato da
infeccdo, a Leishmania desenvolve formas de escapar dos mecanismos de defesa. Deste
modo, a imunidade adaptativa é ativada ¢ mediada por linfocitos T (T CD4" ¢ T CDS8") e
linfocitos B. As células TCD4" diferencia-se em subpropulagdes Thl, Th2 e Th17, sendo a
célula efetora Thl responsavel por desempenhar a eliminacdo de microrganismos
intracelulares, através da produgdo de INF-y, TNF- a, IL-2 e IL-12, essas citocinas estimulam
a ativacao dos macréfagos, proliferagao das células T e regula negativamente as células Th2

(Teufel et al., 2021).

As células TCD4" ao se diferenciarem em subpopulagdo Th2, favorecem a ativagao da
via alternativa dos macrdofagos (fendtipo M2) e, consequentemente, ocorre a liberagdo de
citocinas como a interleucina quatro (IL-4), interleucina dez (IL-10), interleucina treze (IL-
13) e fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B). Esse ambiente ¢ favoravel para
sobrevivéncia do parasito, pois inativa os macrofagos, suprime a via de 6xido nitrico (iNOS) e
das espécies reativas de oxigénio (ROS), além de regulacdo negativa da resposta do Thl,

como exposto na figura 7 (Cacheiro-Ilaguno et al., 2021).

Figura 7 - Resposta imune pela infeccio do parasito Leishmania
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Notas: Durante o processo de repasto sanguineo, as células dendriticas e macrofagos sdo recrutados para o local
da inflamagdo. Essas células secretam citocinas pro-inflamatdrias, como IL-12 e IL18 que ativam a via TNF-q,
as células NKs e células auxiliares Thl, que induzem a produgdo de citocina IFN-y, que ¢ importante na
polarizagdo de macrofago M1, responsavel pelo combate de infecgdes, isso torna um ambiente desfavoravel para
a Leishmania com o aumento de NOS, ROS ¢ diminui¢do da arginase. Por outro lado, os linfécitos T CD4"
ativados secretam IL-4, uma citocina anti-inflamatoria que ativa células auxiliares Th2, como consequéncia, tem
a liberagdo de vérias citocinas anti-inflamatorias importantes na polarizacdo de macréfagos M2, que criam um
ambiente favoravel para o parasito por conta da diminuicdo de NOS, ROS e aumento de arginase. Fonte: Autora,

2023.

As células TCD8" desempenham atividades citotoxicas na eliminagdo das células
infectadas por agentes invasores intracelulares, como a Leishmania. Todavia, os linfécitos B
apresentam limitagdes na sua atividade antiparasitdria, uma vez que o parasito esteja
internalizado no macroéfago, ¢ impedida a acao do anticorpo. Esses linfocitos B desempenham
a fungdo reguladora, produgdo de anticorpos e atua como cé€lula apresentadora de antigeno

(Sanz et al., 2022).

3.1.4. Formas clinicas da leishmaniose

A leishmaniose pode ser classificada de duas formas principais: Leishmaniose visceral
(LV) e leishmaniose tegumentar (LT) que pode se subdividir em cutanea localizada (LCL),
cutanea difusa (LD), cutanea-mucosa (LCM) e cutdnea disseminada (LCD), as variadas
manifestacoes clinicas dependem da espécie que esta infectando o hospedeiro. No Brasil, as
trés principais espécies desencadeadoras das formas clinicas de leishmaniose tegumentar, sao

L. braziliensis, L. amazonensis e L. guyanensis (De Morais et al., 2022).

A leishmaniose tegumentar pode ser evidenciada de diferentes maneiras, a forma
clinica mais comum ¢ a LCL (Figura 8a), se inicia com uma papula no local da picada do
vetor e, posteriormente, se tornam ulceras delimitadas, granulosas e indolores, que podem ser
unicas ou multiplas. A LD (Figura 8b) ndo comega com ulceras, mas sim com a formagao de
nddulos moles distribuidos pelo corpo, sendo mais comum em pessoas com deficiéncia na
resposta imune, proporcionando um ambiente favoravel para replicagdo do parasito (Rojas,

2019).
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Figura 8 - Leishmaniose cutinea localizada (A) e leishmaniose cutinea difusa (B)

Fonte: OPAS, 2021.

A LCM (Figura 9a), ¢ uma forma tegumentar que causa destrui¢ao das mucosas nasal,
oral, faringea e laringe com o surgimento de multiplas tlceras nessas regides. Isso leva a uma
inflamacdo intensa e desconforto no individuo, com a presenca de sangramento nasal, edema
e prurido. A LCD (Figura 9b) provoca um elevado numero de lesdes cutdneas polimorficas
entre dez ou mais distribuidas pelo corpo, sendo disseminadas pelas vias hematicas ou vias

linfaticas, favorecem a distribui¢ao do parasito pelo hospedeiro (Kruschewsky et al., 2021).

Figura 9 - Leishmaniose cutinea-mucosa (A) e leishmaniose disseminada (B)

Fonte: OPAS, 2021.

A leishmaniose visceral ou calazar, ¢ a forma mais grave da doenga, sendo
potencialmente fatal. Os sintomas clinicos sdo promovidos pela espécie L. infantum chagasi,

presente na América Latina. Os principais 6rgados afetados pela parasitose sao o figado e bago
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como representado na figura 10, apresentando maiores complicagdes em individuos com

outras infec¢des, como HIV, torna-se dificil o controle da enfermidade (Mazire et al., 2022).

Figura 10 - Hepatoesplenomegalia em crianca com leishmaniose visceral

Fonte: OPAS, 2021.

Todavia, existe a Leishmania donovani que também desenvolve leishmaniose dérmica
pos-calazar, porém nao ocorre no Brasil, a espécie ¢ recorrente em paises do velho mundo
(Mukherjee et al., 2021). A L. infantum chagasi desencadeia sintomas como
hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia, ictericia, febre irregular e emagrecimento. Essas
manifestagdes sdo comuns em outras patologias, o que pode levar a um diagnoéstico tardio e
um aumento da letalidade. Pacientes imunossuprimidos tém maior susceptibilidade a

infecg¢oes secundarias (De Sousa ef al., 2018).

3.1.5. Farmacoterapia atual para Leishmaniose

A leishmaniose continua sendo uma doenga de grande importancia, principalmente por
acometer pessoas de baixa renda e com menor acesso ao servico de satde publica de
qualidade. Atualmente, ndo existe nenhuma vacina profilatica disponivel e os tratamentos
quimioterapicos tem suas limitagdes, incluindo diversos efeitos colaterais, administragdo

pouco favoravel, alto custo do tratamento e resisténcia do parasito (Taslimi et al., 2018).

A escolha do tratamento para a infec¢ao parasitaria por Leishmania, depende de varios
fatores associados ao parasito-hospedeiro. Deve-se levar em consideragdo a forma clinica,

eficiéncia e toxicidade da farmacoterapia, assim como as condi¢des imunologica da pessoa
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infectada, faixa etaria e aceitabilidade do paciente a terapia farmacoldgica (Ponte-Sucre et al.,

2017).

Antimoniais pentavalentes

Os antimoniais pentavalentes (Figura 11), como o antimoniato de meglumina, sdo a
farmacoterapia de primeira escolha para o tratamento das manifestagdes clinicas causadas
pela leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral. Eles oferecem menores efeitos

colaterais e regressao rapida da doenga (Roatt et al., 2020).

Os complexos sdao adquiridos sinteticamente através da reacao do acido antimonio e da
N-metil-glucamina, sendo necessario para ativacao desse pro-farmaco, a redugao biologica da
forma pentavalente (Sb*) para trivalente (Sb™). Embora, a a¢do desses medicamentos nio
seja totalmente elucidada, acredita-se que eles atuam na inibi¢do de vérias enzimas, como a
tripanotiona redutase e topoisomerase, induzindo a apoptose do parasito (Santiago et al.,

2021).

No entanto, limitagdes significativas sdo associadas ao tratamento com antimoniais
pentavalentes, como sua via de administragdo intramuscular e intravenosa, que pode causar
dor intensa, flebite e edema. Além disso, esses farmacos tém alta taxa de falha em pacientes
com coinfeccdo HIV/leishmaniose, sendo proibido a utilizagdo por gestantes e pessoas com
mais de 50 anos. Normalmente, o tratamento causa efeitos adversos moderados, entretanto,
sua toxicidade pode causar alteracdes cardiacas, renais e outras altera¢des fisioldgicas,

especialmente com o uso prolongado (Caetano et al., 2019).

Figura 11 - Estrutura quimica dos antimoniais pentavalentes empregados no tratamento de

leishmaniose
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Fonte: Holanda et al., 2018.
Anfotericina B

A anfotericina B (Figura 12) ¢ um antifingico poli€énico com potencial leishmanicida
e esta disponivel em duas principais formas de comercializacao, a anfotericina B desoxicolato
e lipossomal. Diferentemente do antimoniato de meglumina, a anfotericina B demonstra
eficdcia no tratamento da leishmaniose em gestantes, pacientes com coinfec¢do de HIV,
individuos transplantados, maiores de 50 anos e em casos de resisténcia ao tratamento com

antimoniais, tornando-se a primeira escolha para esses grupos (De Sousa et al., 2019).

O parasito contém em sua membrana plasmatica um importante esterdide chamado
ergosterol, que da qual a anfotericina B interage e altera a permeabilidade da membrana,
resultando na morte da Leishmania. A eficiéncia do farmaco pode ser atribuida a sua

caracteristica anfipatica encontrada na composi¢do (Patricio et al., 2019).

A anfotericina B desoxicolato (AmB-D) apresenta algumas limitagdes, como alta
nefrotoxicidade, baixa solubilidade e permeabilidade, além da via de administragao
intravenosa ser uma dificuldade na aceitacdo da terapia farmacoldgica. Em contrapartida,
foram desenvolvidas outras formulagdes desse medicamento que demonstram uma
semelhanca na eficiéncia, porém os efeitos adversos foram variados, outra alternativa ¢ o
tratamento com anfotericina B associado com outros farmacos com acdo leishmanicida (De

Faria Ribeiro et al., 2021).

As outras formulacdes criadas foram a anfotericina B complexo lipidico (ABLC),
anfotericina B dispersdo coloidal (ABCD) e anfotecina B lipossomal (AmB-L). No Brasil, as
formas mais utilizadas sdo AmB-D e AmB-L, sendo que a anfotericina B lipossomal
demonstra melhorias em relagdo a formulagdo tradicional, com maior eficicia, menor
toxicidade e tolerancia a via de administragdo intravenosa, embora apresente custo elevado,

restringindo seu uso (Groll ef al., 2019).
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Figura 12 - Estrutura quimica da anfotericina B empregado no tratamento de leishmaniose
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Fonte: Holanda et al., 2018.

Pentamidina

A pentamidina (Figura 13) ¢ um composto sintético da amidina com estrutura de
diamidinas aromaticas em duas formas, o isotionato ¢ mesilato. No Brasil, é comercializado a
formulacao de isotionato de pentamidina, apesar de seu principal uso ser antimicrobiano, o
mesmo demonstra atividade leishmanicida. O mecanismo de a¢do ainda ndo ¢ totalmente
estabelecido, mas sugere-se que o principio ativo inibe a topoisomerase mitocondrial II e
diminui o potencial da membrana mitocondrial, ao penetrar no parasito através dos

transportadores de arginina e poliamina (Maia et al., 2019).

A pentamidina ¢ usada como segunda escolha para tratamento de LV em casos de
resisténcia aos antimoniais. Contudo, apresenta diversas limitacdes devido a sua alta
toxicidade, sendo contraindicado para gestantes, criancas abaixo de 8 kg, individuos com
insuficiéncia renal e hepatica, entre outras patologias. Efeitos adversos comuns sao
evidenciados, como cefaleia, nduseas, dor abdominal, taquicardia, pancreatite que pode

contribuir para o desenvolvimento de diabetes mellitus (Anversa et al., 2018).
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Figura 13 - Estrutura quimica da pentamidina empregado no tratamento de leishmaniose
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Fonte: Holanda et al., 2018.

Paramomicina

A paromomicina (Figura 14) ¢ um antibidtico aminoglicosideo com atividade
leishmanicida, sua via de administragdo ¢ intramuscular para infec¢des por leishmaniose
visceral ou como tratamento topico em casos de leishmaniose cutdnea. O medicamento ¢
utilizado em associagdo com outros farmacos para potencializar a sua ag¢do antiparasitaria

(Daga et al., 2021).

O mecanismo de acdo desse antibiotico no género Leishmania, envolve interferéncia
na sintese proteica ¢ na modificagio da membrana mitocondrial. A paromomicina tem
eficiéncia na erradicacdo do parasito, possui efeitos colaterais leves, sendo relativamente
acessivel em termos de custo. Entretanto, comprova-se limitagdes na efetividade e aumento da

resisténcia do protozodrio quando ao uso do medicamento de forma isolada (Hendrickx et al.,

2017).
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Figura 14 - Estrutura quimica da paromomicina empregado no tratamento de leishmaniose

Fonte: Holanda et al., 2018.

Miltefosina

A miltefosina (Figura 15) ¢ um agente alquilfosfocolina que contém um éster de
fosforilcolina de um alcool de cadeia longa. Inicialmente planejado para exercer uma acao
anticancerigena, porém foi descoberto o seu potencial antiparasitario aplicando-se em casos
de leishmaniose. O firmaco representou um avango significativo no tratamento da
Leishmania por ser o unico administrado por via oral, tornando-se mais aceitavel pelos

pacientes (Pali¢ et al., 2022).

O mecanismo de acdo da miltefocina ainda € pouco compreendido, mas acredita-se
que desempenha uma agdo direta no parasito, se ligando a fosfolipidios e esteroides presentes
na membrana do protozoario. Essa interacdao influéncia no metabolismo e na composi¢do da
bicamada lipidica, assim como na fun¢do mitocondrial, levando a apoptose (Pali¢ et al.,

2019).

Apesar de seus beneficios, a miltefocina apresenta algumas limitag¢des, incluindo a
falta de acessibilidade e alto custo. Embora seja geralmente bem tolerada pelos pacientes,
pode-se observar efeitos colaterais leves, como nauseas, vomitos, dor abdominal, prurido,
entre outros sintomas comuns. Criangas menores de 12 anos e que tenham ictiose congénita
sdo contraindicados a utilizacdo do medicamento, também foram evidenciados casos de
teratogenicidade e resisténcia do parasito quando aplicada a miltefocina como monoterapia,

com isso, ¢ necessaria uma associagao com outros leishmanicidas (Carnielli ef al., 2019).
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Figura 15 - Estrutura quimica da miltefocina empregado no tratamento de leishmaniose
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Fonte: Holanda et al., 2018.

As terapias farmacoldgicas atuais para leishmaniose apresentam diversas deficiéncias,
incluindo efeitos adversos graves, alto custo e duracdo prolongada do tratamento, além de
contraindicacdes de acessibilidade para alguns grupos como criangas, gestantes, idosos acima
de 50 anos e individuos com coinfeccdo de HIV/leishmaniose. A resisténcia do protozoario
aos medicamentos também ¢ um desafio significativo. Portanto, ¢ imprescindivel a busca por
novos prototipos com potencial leishmanicida, eficientes e acessiveis para individuos carentes

com pouco acesso aos servigos de satde publica (Blanco; Nascimento-Junior, 2017).

Os prototipos sao desenvolvidos com o proposito de direcionar agdo a um componente
particular presente no alvo especifico. Um exemplo notavel ¢ a enzima topoisomerase, que
desempenha um papel crucial na regulagdo e replicacdo do DNA. Esta enzima ¢ encontrada
em diversos parasitos, sendo de suma importancia para a sobrevivéncia do protozoario

Leishmania (Deguchi et al., 2015).
3.2.  Purpurogalina
3.2.1. Histérico da Purpurogalina

A purpurogalina (2,3,4,6-tetrahidroxy-5H-benzocyclohepten-5-one) ¢ um fenol de
origem natural extraido de nozes do carvalho da espécie Quercus spp. O composto ¢ formado
a partir de um processo de oxidagdo do pirogalol, sendo uma aglicona associada com outras

glicosideos (Sugiyama; Fung, 1993).

A descoberta da biomolécula laranja-avermelhada ocorreu em 1969, quando o francés
Aimé Girard realizou a oxidagdo do pirogalol que resultou na formacao do composto
denominado purpurogalina. Posteriormente, em 1887, os pesquisadores Perkin, Nietzki e

Steinmann, realizaram experimentos para sinterizar da substancia utilizando acido nitroso, por
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oxidacdo eletrolitica do pirogalol e purificagdo por cristalizagdo em acido acético (Perkin;

Steven, 1903).

A formulacdo C,;;HsOs da purpurogalina foi estabelecida pelos pesquisadores Evans e
Dehn em 1930, apds avaliarem o efeito oxidante da substancia em solu¢do aquosa de iodato
de sédio e pirogalol. Apesar das varias técnicas para obtengdo desse elemento quimico, o
processo de oxidacao com pirogalol ¢ o mais utilizado nas pesquisas, devido a sua facilidade

de conversao (Evans; Dehn, 1930).

A estrutura quimica da purpurogalina contém hidroxilicas fenolicas no anel benzénico
e enolicas no anel tropolona, além da presenca de derivados éteres e ésteres de metoxilados,
como monometilpurpurogalina, dimetilpurpurogalina, trimetilpurpurogalina e

tetrametilpurpurogalina (Da Silva; Camara, 2020).

3.2.2. Potenciais biotecnolégicos da purpurogalina

A purpurogalina (PPG) e seus derivados tem demonstrado diversos potenciais
biotecnologicos, podendo ser uma op¢dao de molécula para investigagdo da atividade
leishmanicida, por existir pesquisa que comprova a acdo antiparasitdria. A partir do
trimelpurpurogalina foram formulados ésteres alifaticos e aromaticos que desempenharam
acao contra Trypanossoma cruzi € Plasmodium falciparum in vitro, demonstrando agdo

similar ao farmaco padrao benznidazol utilizado na doenca de Chagas (Ren et al., 2001).

A molécula do estudo ¢ capaz de desencadear agdo citoprotetora em queratinocitos,
por meio da supressdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidas por radiagdo
ultravioleta B e material particulado, que sdao responsaveis por causar alteragdes genéticas no

DNA e desenvolvimento de cancer (Zhen et al., 2018).

A estrutura quimica da PPG, exerce acdes citoprotetoras contra danos ocasionados por
radicais livres de oxigénio em hepatocitos, assim como a protecdo de células renais que sdo
afetadas por oxirradicais, a molécula inibe a xantina oxidase que ¢ uma enzima que danifica

diretamente as células desse o6rgao (Gosslau et al., 2018).

Esse principio ativo atua como um agente anticancerigeno, inibindo o crescimento do
carcinoma de células escamosas de esofago, interrompendo o ciclo celular nas fases S e G2,
reduz a expressao de ciclina A2 e ciclina B1. O composto inibe a proteinas quinases (MEK1 e

MEK?2), induzindo a apoptose dessa linhagem de células tumorais (Xie X et al., 2019).
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A polo-like quinase 1 (Plk1) sdo reguladores diretos do ciclo celular que contribui na
transcricdo e proliferagdo de células cancerigenas, € a busca por inibidores do dominio
quinase de Plk1 sdo essenciais. A purpurogalina natural revela eficiéncia na inibi¢do da polo-
like quinase 1 (Plkl), desse modo, intervém no bloqueio mitdtico e induz a apoptose nas

células tumorais (Archambault; Normandin et al., 2017).

O 4cido carboxilico da purpurogalina (PCA) foi sintetizado e avaliado na inibi¢ao da
claudina-4 (CLDN4), uma proteina expressa em diferentes tipos de cancer, que contribui na
angiogénese agressiva das células tumorais. O PCA tem atividade citotoxico em células de
cancer de mama (MCF-7) e cancer de pulmao (A549), sendo um forte candidato como agente

carcinogénico (Rambabu; Jayanthi, 2019).

Além disso, os derivados da purpurogalina tem sido estudado em diferentes linhagens
de cancer para inibicdo da demetilase 4A (KDM4A), que ¢ uma enzima que regula
positivamente a sobrevivéncia do cancer. O 4acido 3,4,6-trihidroxi-5-oxo-1-fenil-5H-
benzo[7]anuleno-8-carboxilico identificada como 9bf, atua diretamente no bloqueio da
KDM4A, portanto, inibe as células de cancer de colon (HCT116), cancer de mama (MCF-7),
linfoma histiocitico (U-937), leucemia promielocitrica aguda (NB4) e células tumorais

células, essa molécula nao apresenta citotoxicidade em células normais (Souto ef al., 2020).

Ensaios experimentais foram realizados para analisar o potencial anti-inflamatério da
prupurogalina em doencgas neuroldgicas em situagdo de isquemia cerebral. Posteriormente, ao
tratamento com essa molécula quimica foi observado resultados promissores, redu¢do de
edema cerebral, neuroinflamacgao e apoptose das células neuronais hipocampais (Cheng et al.,

2023).
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4. METODOLOGIA

4.1.  Revisao patentaria

4.1.1. Busca de patentes nas plataformas de pesquisa

A pesquisa de patentes foi conduzida utilizando os descritores selecionados (Figura
16) nas plataformas THE LENS, Organizacdao Mundial da Propriedade Intelectual (WIPO),
Escritério Europeu de Patentes (EPO), Escritério de Patentes e Marcas Registradas dos

Estados Unidos (USPTO) e Instituto Nacional da Patentes e Marcas (INPI).

Os filtros utilizados nas plataformas foram "Texto Completo", "Data de Publicagdo" e
"Qualquer Campo". Contudo, no INPI, todos os termos foram modificados para o portugués e
a busca foi realizada por meio da funcdo "busca avangada", por se tratar de uma plataforma
brasileira. Os parametros para investigagdo de patentes incluiram ano, inventores, pais de

origem, classifica¢do internacional de patentes (IPC), ensaios clinicos e bioativos.

Ao obter a quantidade geral das patentes, os documentos foram submetidos a critérios
de selecdo, sendo excluidas as patentes que ndo estavam publicadas na integra, repetidas e que
descreviam o potencial leishmanicida das inovacdes farmacoldgicas em outras espécies de
Leishmania que nao aquela escolhida no estudo. No entanto, as incluidas foram aquelas que
apresentaram inovagdes sintéticas ou naturais, cuja pesquisa estava focada no tratamento e

nao profilaxia da L. infantum chagasi.

Figura 16 - Plataformas de patentes e combinac¢des de termos utilizados

PLATAFORMAS

DESCRITORES

CRITERIOS DE SELECAO

42 descritores combinados com os termos:

Leishmania chagasi; Leishmania infantum;
Visceral;  Medicamentos:  Tratamentos;

Substancias;
Medicamentos:

Substéncias: Sintéticas:
Imunoterapéuticos;
Compostos.

Termos no singular e plural

Termos variantes e equivalentes

;- M

As patentes excluidas foram
aquelas ndo publicadas na
integra; repetidas; que

- descrevem outras espécies de

Leishmania, e aquelas que se
concentram na profilaxia.

A 4
- Y

As patentes selecionadas
foram aquelas que descrevem

- inovagdes  sintéticas  ou

naturais; pesquisas focadas no
tratamento contra a espécie
Leishmania infantuin chagasi.

A 4
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Fonte: Autora, 2024.

4.2.  Pesquisa experimental
4.2.1. Produgio dos derivados da purpurogalina

A purpurogalina e seus derivados representados no quadro 2, foram sintetizados e
caracterizados no Laboratorio de Sintese de Compostos Bioativos (LSCB) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) pelo Prof. Dr. Celson Amorim Camara e a Mestre

Yasmim Lucas da Silva.

Quadro 2 - Estruturas moleculares dos derivados da purpurogalina
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Fonte: Adaptado de Silva, 2022.

4.2.2. Manutencao dos macréfagos da linhagem J774.A1

Macroéfagos da linhagem J774.A1 foram cultivados em garrafas de cultura em 10 mL
de meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute-1640) suplementado com L-glutamina,
piruvato, aminodcidos nao essenciais, 10% de soro fetal bovino (Roche) e mantidos em estufa

a 37°C, 95% de umidade e 5% CO..
4.2.3. Determinacdo da viabilidade celular na linhagem J774.A1

No momento do uso, os macréfagos da linhagem J774.A1 foram cultivados em placas
de 96 pogos em uma concentragio de 5 x 10* células/pogo e incubadas overnight em estufa a
37°C com atmosfera imida contendo 5% de CO, Em seguida, o sobrenadante foi removido
dos pocos e as células foram submetidas ao tratamento em triplicata com 200 pL das
substancias diluidas em meio RPMI nas diferentes concentragdes 100, 30, 10, 3, 1 ¢ 0,3 uM,
reincubados por 48h. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de redugcdo de MTT
(Mosmann, 1983) e realizando a leitura das absorbancias em espectrofotdmetro a 550 nm. A
viabilidade celular dos macrofagos tratados com os compostos foi comparada ao padrao de

morte obtido nas culturas controle que receberam apenas o meio RPMI suplementado.
4.2.4. Manutencao das espécies de L. infantum chagasi e L. amazonensis

As formas promastigotas de L. infantum chagasi e L. amazonensis foram mantidas in
vitro em meio Schneider’s (Sigma-Aldrich), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB), 2mM de L-glutamina e 2% de urina humana estéril, em incubadora de Demanda
Bioquimica de Oxigénio (BOD) a 25°C. Ao alcancarem o seu crescimento ideal, as mesmas

foram utilizadas para a realizacdo dos experimentos.



27

4.2.5. Ensaio de citotoxicidade em promastigotas do género Leishmania

Os parasitos foram centrifugados em 3500 rpm, 10 minutos e a 25°C. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em meio Schneider. Foram utilizados
1x10° parasitos/mL, posteriormente foram distribuidos 100uL dessa suspensdo em placa de 96
pocos. O tratamento foi realizado em triplicatas com os compostos diluidos em 100, 30, 10, 1,
3, 0,3 uM e anfotericina B de 100 a 0,001 uM, como também o controle de veiculo DMSO
0,2% preparadas em meio Schneider suplementado, para alcangar um volume final de 200pL
por poco. A placa foi incubada em estufa BOD a 27°C por 48 horas. Apos esse periodo, o
numero de parasitos foi determinado utilizando camara de Neubauer com o auxilio de um
microscopio optico. A inibicao causada por cada extrato foi expressa como uma porcentagem

em relagdo as células cultivadas apenas na presenga do veiculo DMSO e meio Shneider.
4.2.6. Andlise estatistica

As andlises estatisticas dos dados obtidos no ensaio in vitro foram realizadas por meio
de analise de variancia (ANOVA) e testes post-hoc de Tukey, utilizando o GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA Statistical). Os dados foram considerados
significativos quando *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001 e ****p<0,0001 em relagdo ao

diluente dos extratos DMSO 0,2%.
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5.1.  Patentes encontradas nas plataformas
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Ao utilizar as combinagdes de descritores nas plataformas definidas, intmeras

patentes foram obtidas, conforme demonstrado na Tabela 1. Um total de 451.980 registros

foram encontrados apo6s a aplicacdo dos filtros de busca especificados. Alguns termos

selecionados foram excluidos devido a impossibilidade de analise e identificados com o

caractere de truncamento "*", resultando em um total de 5.110 patentes restantes para

avalia¢do. Os bancos de dados The Lens, WIPO e EPO tiveram o maior numero de patentes,

seguidos por USPTO e INPI em ordem decrescente.

Tabela 1 - Dados quantitativos de patentes por plataformas

Termos de busca INPI THE WIPO EPO USPTO TOTAL
LENS
Leishmania chagasi AND 32 184 172 54 48 0
medicaments
Leishmania chagasi 210 205 0 80 48 0
AND medicament
Leishmania infantum 32 453 510 107 141 0
AND medicaments*
Leishmania infantum 761 492 0 201 137 00
AND medicament*
Visceral 424 8.518 0 1.495 1.810 0
AND medicaments*
Visceral 766 8.522 0 4.448 543 00
AND medicament*
Leishmania chagasi AND 86 50 38 7 14 0
immunotherapeutics
Leishmania chagasi AND 253 162 0 46 48 0
immunotherapy
Leishmania infantum 86 128 90 15 31 0
AND immunotherapeutics
Leishmania infantum AND 253 310 0 87 83 0

immunotherapy
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Visceral AND 22 1.334 0 159 340 0
immunotherapeutics*
Visceral AND 259 3.521 7 1.324 934 00
immunotherapy*
Leishmania chagasi 219 412 358 89 103 00
AND treatments*
Leishmania chagasi 12.665 406 10 142 103 0
AND treatment™
Leishmania infantum 32 971 908 283 283 0
AND treatments*
Leishmania infantum 12.665 1.062 16 398 297 00
AND treatment*
Visceral 225 22.798 6 6.141 5.461 00
AND treatments*
Visceral 12.667 22.780 1 19.249 5.431 0
AND treatment™
Leishmania chagasi AND 74 278 227 92 64 0
synthetic substances
Leishmania chagasi AND 961 300 0 71 59 0
synthetic substance*
Leishmania infantum AND 74 697 656 281 210 0
synthetic substances*
Leishmania infantum AND 961 758 0 230 179 0
synthetic substance*
Visceral AND 511 11.929 0 3.959 2.680 00
synthetic substances*
Visceral AND 968 11.929 0 3.872 2.116 0
synthetic substance*
Leishmania chagasi 93 418 39 116 94 0000
AND drugs
Leishmania chagasi 124 418 39 124 90 00
AND drug
Leishmania infantum 93 886 6 278 224 0
AND drugs*
Leishmania infantum 124 886 17 332 212 0
AND drug*
Visceral 99 19.561 98 11.396 4.636 00
AND drugs*
Visceral 130 19.562 175 12.697 4.350 00
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AND drug*

Leishmania chagasi 5.687 423 2 117 102 0

AND compounds*
Leishmania chagasi 6.026 423 0 117 91 00

AND compound*
Leishmania infantum 5.687 1.025 5 353 285 0

AND compounds*
Leishmania infantum 6.026 1.025 0 334 258 0

AND compound*
Visceral 5.693 18.783 24 7.032 4.353 00

AND compounds*
Visceral 6.029 18.783 5 8.809 3.921 0

AND compound*
Leishmania chagasi 393 337 2 101 85 0

AND substances
Leishmania chagasi 799 337 0 92 68 0

AND substance*
Leishmania infantum 393 829 0 265 236 0

AND substances*
Leishmania infantum 799 829 0 264 192 0

AND substance*
Visceral 399 16.141 5 8.705 3.766 00

AND substances*
Visceral 805 16.141 3 8.038 2.824 00

AND substance*
Subtotal 0 0 0 0 0 00

Total 451.980

*Termos excluidos devido a impossibilidade de analise.

Fonte: Autora, 2024.

5.2. Selecao de documentos

As patentes foram analisadas seguindo critérios de inclusdo que consistiram em
pesquisa experimental sobre protdtipos sintéticos ou naturais, ensaios farmacologicos in vitro
ou in vivo, publicados nos ultimos seis anos, em qualquer idioma e com avaliagdao de
compostos contra Leishmania infantum chagasi. Os critérios de exclusdo incluiram
publicagdes ndo encontradas na integra, duplicatas, estudos envolvendo outras espécies de

Leishmania, bem como estudos com foco na profilaxia ao invés do tratamento da LV.
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Apos a anadlise, foram encontradas 11 patentes que atenderam aos critérios de pesquisa

(Tabela 2). A plataforma The Lens obteve o maior resultado, com 46% (5 patentes), seguida

pela WIPO com 27% (3 patentes) e EPO com 27% (3 patentes). No entanto, nenhuma patente
foi selecionada das plataformas USPTO e INPI (Gréafico 1).

Tabela 2 - Dados das patentes selecionadas de acordo com os critérios da pesquisa

Codigos Titulos IPC Autores Origem Ano de Ensaios Bioativos
publica¢do clinicos
EP2950795B1 Método de A61K31/4164; Pollmeier e Estados 2018 in vivo fexinidazol
tratamento € cura A61P33/02; Blair Unidos
da leishmaniose
com fexinidazol
WO020180155 Compostos para o Sem Gomez et Espanha 2018 in vitro Illa
95A2 tratamento de classificagdo al e invivo (hidroxamato de
doengas causadas O-benzila)
por parasitas do
género
Leishmania
JP201804399 Composi¢des A61K31/12; Frederico Brasil 2018 invivo  Antimoniato de
SA farmacéuticas A61K31/137; et al meglumina
compreendendo A61K31/138; encapsulado em
lipossomas A61K31/155; lipossomas
convencionais € A61K31/192; convencionais €
lipossomas de A61K31/198; lipossomas de
circulacdo A61K31/352; circulacdo
prolongada para  A61K31/4196; prolongada
tratamento de A61K31/422;
leishmaniose A61K31/454;
visceral A61K31/47;
A61K31/4706;
A61K31/474;
A61K31/496;
A61K31/519;
A61K31/56;
A61K31/685;
A61K31/7036;
A61K31/704;
A61K31/7052;
A61K31/739;
A61K33/24;
A61K38/20;
A61K45/00;
A61K47/24;
A61K47/28;
A61K9/127;

A61P33/02;
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EP3502109A1 Heterociclos CO7D417/04;  Camarasa Espanha 2019 in vitro 5-6-5
triazol-fenil-tiazol ~A61K31/426; et al heterociclos
como inibidores A61P33/02; triazol-fenil-
inovadores da CO7D417/14; tiazol
tripanotiona
redutase e seu uso
como
leismanicidas
Ww020201392 Derivados da C07D221/14;  Guzel et al Turquia 2020 invitro  Bisnaftalimidop
91 naftalimida como  C07D401/12; ropil
agentes C07D417/12;
antiparasitariosno  C07D413/12;
tratamento da A61K31/437,
leishmaniose, A61P33/00;
bem como de
doengas virais,
bacterianas ¢
neoplésicas
WO020212053 Formulagao A61K33/00; Carocci Inglaterra 2021 in vivo Oleo de
03 compreendendo A61K36/28; amendoim
0leo ozonizado A61K9/00; ozonizado
para uso na A61P33/02;
prevengdo e/ou
tratamento de
leishmaniose
EP4092030A1 Derivados da C07D487/04; Breese et al Europa 2022 in vivo Derivados de
pirrolopirimidina A61P33/14; pirrolopirimidin
€ Seu uso no A61K31/519; a
tratamento da
leishmaniose
W020221015 Complexos de A61P35/00; Gornitzka Franca 2022 invitro ~ Complexos de
88A1 ouro (I) com CO07F1/00; et al ouro com
ligantes de CO07H23/00; ligantes do tipo
carbeno N- carbeno N-
heterociclicos heterociclicos
fluorados e uso
dos mesmos como
agentes
terapéuticos
W02022/0087 Composi¢des A61P33/02 Varloud et Franca 2022 in vivo Artesunato
08A1 veterinarias para ~ A61K31/357 al

prevencgao e/ou
tratamento de
leismaniose
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EP3995502A1 Sais de 4- CO7F9/54; Dardonville  Espanha 2022 invitro  4- hidroxifenil

hidroxifenilfosfon ~ A61K31/66; et al € in vivo fosfonio

i0 com
propriedades
antiparasitarias
W02022/0087 Utilizacao de A61P33/02 Garcia- Espanha 2022 in vitro Poliaminas
84A1 poliaminas A61K33/02 Espana et aciclicas simples
aciclicas simples C07D221/00 al

no tratamento de C07D215/02
doengas causadas
por parasitas do
género
Leishmania

Fonte: Autora, 2024.

Grifico 1 — Quantidade de patentes selecionadas por plataformas

()]
« é
N4 A\
N

Quantidade de patentes publicadas

Plataformas de patentes

Fonte: Autora, 2024.
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5.3.  Distribui¢cio temporal

A distribuicdo de patentes sobre inovagdes farmacologicas para o tratamento da
leishmaniose visceral nas Américas de 2017 a 2023, variaram consideravelmente. Entre as
pesquisas selecionadas, ndo houve patentes publicadas sobre esse tema em 2017. No entanto,
em 2018, houve um nimero consideravel de publicacdes (3 patentes) sobre essas inovacdes

farmacologicas para o tratamento da LV em comparagdo com outros anos na investigacao.

Nos anos seguintes, houve uma diminui¢do nas publicacdes em 2019, 2020 e 2021
com apenas uma patente em cada ano. Em 2022, o nimero de publicagdes relacionadas a esse
tema aumentou, com o maior numero de patentes publicadas (5 patentes). Até o momento,
ndo foram encontradas publicagdes que atendam aos critérios selecionados para o ano de

2023 (Gréfico 2).

Grifico 2 - Distribuicao temporal das patentes selecionadas
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Fonte: Autora, 2024.
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5.4.  Distribuicao geografica

Ao analisar a distribui¢dao geografica das patentes selecionadas (Grafico 3), observou-
se que a Espanha teve o maior numero de patentes relacionadas a investigacdo de novos
medicamentos para a doenca (4 patentes), se sucedendo pela Franca com 2 patentes. Em
seguida, estdo os Estados Unidos, Brasil, Turquia, Inglaterra e o continente europeu, cada um

com apenas uma patente.

O Brasil ¢ um dos principais paises com casos de leishmaniose visceral. No entanto, a
falta de investimento em ciéncia dificulta o avango da pesquisa no Brasil em dire¢do a fases
clinicas mais avangadas, impedindo o desenvolvimento de um medicamento eficaz com alto

potencial terap€utico contra Leishmania infantum chagasi (Franco et al., 2021).

Grafico 3 - Distribuicio geografica das patentes designadas na pesquisa

Europa
Inglaterra
Turquia

Brasil

Estados Unidos |

Franga - |

Espanha - |
1 I ] L) 1

Q N 2 i) & °
Quantidade de patentes publicadas

Distribuigdo geografica das patentes

Fonte: Autora, 2024.
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5.5. Avaliacio dos Codigos de Classificacao Internacional de Patentes (IPC)

As patentes sdo categorizadas com diferentes codigos da Classificacao Internacional
de Patentes (Grafico 4). O coédigo A61P foi mencionado em nove das onze patentes
selecionadas, sendo documentos que relatam a atividade terapéutica especifica de compostos
quimicos ou preparagdes medicinais. No entanto, o codigo A61K foi o mais citado em nove
patentes designadas, representando pesquisas focadas no campo das necessidades humanas
com preparagdes para fins médicos, dentarios ou de higiene pessoal. O codigo CO7D foi
citado em quatro patentes, classificando-as na éarea de quimica/metalurgia referente a

compostos heterociclicos.

Outros codigos menos citados incluiram o CO7F (2 patentes), que envolve pesquisa
sobre compostos aciclicos, carbociclicos ou heterociclicos contendo elementos diferentes de
carbono, hidrogénio, halogénios, nitrogénio, enxofre, selénio ou telirio. No entanto, o codigo
CO7H (1 patente) abrange trabalhos com acucares; seus derivados; nucleosideos;

nucleotideos; e acidos nucleicos.

Praticamente todos os documentos de patente apresentam um cédigo da Classificacdo
Internacional de Patentes (IPC), que serve para facilitar a identificagdo uniforme de
documentos de propriedade intelectual. As patentes sdo organizadas em secgdes, subsegdes,
classes, subclasses e grupos, seguindo um principio hierdrquico baseado na origem das
inovacdes e seus objetivos. O IPC permite que pesquisadores busquem por novidades,
validade, patenteabilidade, violacdo e informagdes, tornando-se uma ferramenta de relevancia

significativa (WIPO, 2020).
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Grafico 4 - Classificacdo Internacional de patentes dos documentos selecionados

CO7H
CO7F
Co7D

AB1K

AG61P

) v ™ © % K
Numero de codigos citados nas patentes

Codigos de Classificacao Internacional de Patentes

Fonte: Autora, 2024.

5.6. Inovacdes farmacolégicas contra a leishmaniose visceral nas Américas

A leishmaniose visceral ¢ a forma mais grave da doenga com aproximadamente 3.000
novos casos por ano. Quando ndo tratada, leva & morte de 90% dos individuos infectados.
Entre os paises da América Latina, o Brasil € o principal pais com o maior nimero de casos
relatados. Apenas em 2020, foram registrados 1.933 casos com uma ampla distribuicdo nos

estados brasileiros (OPAS, 2021).

A farmacoterapia atual para Leishmania infantum chagasi apresenta inumeras
limitagdes, destacando a necessidade de novos protdtipos maior eficiéncia, menor
citotoxicidade e com efeitos colaterais minimos para os individuos acometidos pelo
protozoario. Embora as doencas tropicais negligenciadas ndo sejam a primeira opgao de
investimento por grandes industrias farmacéuticas devido ao retorno financeiro limitado, a
importancia de buscar novos tratamentos para a LV, presente em varios paises e com altas
taxas de mortalidade em todo o mundo, ndo pode ser subestimada (Vasconcelos; Rezende,

2021).

A Iniciativa de Medicamentos para Doengas Negligenciadas (DNDi) expde prototipos

de medicamentos para leishmaniose visceral. Em ensaios clinicos de fase I, acoziborol,
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nitroimidazol, GSK245 e¢ DNDI-6899 sdao mencionados. No entanto, em ensaios clinicos de
fase II, apenas o LXE408 da Novartis esta sendo testado. Na fase III, testes sdo descritos com
combinagdes de tratamentos existentes usados para leishmaniose, como anfotericina B
lipossomal + miltefosina para casos de leishmaniose visceral na Asia e miltefosina +
paromomicina ou anfotericina B lipossomal para casos de leishmaniose visceral no Sudao.
Da mesma forma, o uso de miltefosina + paromomicina em casos de leishmaniose visceral na

Africa, mostrou-se uma alternativa promissora de tratamento (DNDi, 2023).

Na América Latina, um estudo colaborativo buscou uma melhor alternativa para o
tratamento da leishmaniose visceral. Esta pesquisa foi realizada no Brasil com o apoio da
DND1i, do Ministério da Satde, da Universidade de Brasilia ¢ da Fundacao Oswaldo Cruz,
demonstrando que a anfotericina B lipossomal ¢ o tratamento de primeira escolha, sendo mais
curto e seguro. No entanto, este medicamento desencadeia efeitos colaterais significativos,

destacando a necessidade da busca por novas alternativas farmacologicas (DNDi, 2022).

A pesquisa referenciada EP2950795B1 descreve a investigagdo do fexinidazol para o
tratamento de L. infantum chagasi in vivo. No experimento, caes naturalmente infectados em
um ambiente endémico foram utilizados, resultando em descobertas promissoras: Houve
eliminacdo completa do parasito e auséncia de sintomas (Pollmeier; Blair, 2018). O
fexinidazol pertence ao grupo dos nitroimidazois e age como um pro-farmaco ativado pelas
enzimas nitro-redutase da Leishmania, exercendo uma acdo antiprotozoaria (Fersing et al.,

2018).

Pesquisas recentes confirmam o potencial leishmanicida do fexinidazol in vivo em
camundongos BALB/c infectados com promastigotas. Este farmaco, originalmente
comercializado como agente tripanocida, também demonstrou a capacidade de reduzir a
carga parasitaria de L. infantum chagasi no figado e no baco (Teixeira et al., 2019). O
registro NCT01980199 descreve o fexinidazol como um tratamento oral em ensaios clinicos
de fase II em pacientes com leishmaniose visceral no Sudao, fornecendo auséncia do parasito
no dia 28 ou no dia 56 do tratamento, dispensando a necessidade de medicacdo adicional até
o dia 210. No entanto, os estudos foram interrompidos devido a falta de eficiéncia observada

ao longo da pesquisa (Clinical Trials, 2015).

A pesquisa mencionada no documento EP4092030A1 discute a sintese de derivados

de piridopirimidina e seu potencial leishmanicida no modelo in vivo do hamster L. infantum
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chagasi. Apds a administragcdo de trés derivados, C1 (metoxibenzonitrila), C3 (amina) e C4
(carbonitrila), além do controle (miltefosina), observou-se uma redu¢do no nimero de
parasitos no figado, bago e medula 6ssea (Breese et al., 2022). As pirimidinas sintéticas
representam estruturas quimicas capazes de gerar derivados como pirrolipirimidina, que
exibem potencial antiparasitario contra 7rypanosoma brucei, tornando-os uma alternativa
promissora para inovacdes medicamentosas derivada do composto, € que possam

desempenhar uma atividade anti-Leishmania (Gibson et al., 2009).

Novos derivados de triazolopiridopirimidinas foram avaliados quanto ao seu potencial
leishmanicida in vivo em modelos murinos com infec¢do aguda por L. infantum chagasi. O
derivado 1? (3-fenil-6,8-di(2-piridil)-[1,2,3]triazolo[5',1'":6,1 |pirido[2,3-d]pirimidina)
demonstrou notéavel atividade anti-Leishmania contra as formas amastigotas presentes no
bago desses animais por sua capacidade de afetar a integridade do DNA parasitario e induzir

a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Adam et al., 2015).

O arquivo EP3502109A1 explora a capacidade de heterociclos 5-6-5 triazol-fenil-
tiazol e seus derivados estruturalmente substituidos (IA) e sais cationicos de triazol (IB)
como inibidores da atividade e dimerizacdo da enzima tripanotiona redutase presente na
Leishmania. Entre as formas promastigotas, o composto 10d (IB) demonstrou uma eficéacia
superior de 47,02%. Em amastigotas axénicas, o derivado 8j (IA) exibiu um efeito méximo
de 25,08% e em amastigotas intracelulares, o derivado 8¢ (IA) alcancou uma eficicia de

33,6% (Camarasa et al., 2019).

Atualmente, novas formulagoes de derivados triazdlicos estdo sendo desenvolvidas
para validar o potencial leishmanicida. O pesquisador Gontijo (2021) investiga a agdo dos
alquiltriaz6is e alquilfosfocolinas em hamsters fémeas infectadas com amastigotas de L.
infantum chagasi. Quando comparado ao grupo de controle, que apresentou valores de 4,67 ¢
5,92x10°/g de parasitos no bago e figado, respectivamente. O tratamento com alquiltriazois
mostrou resultados mais promissores, registrando valores de 1,30%g e 1,36x10°/g no bago e

figado de modo respectivo.

O documento patentario W02020139291 expde o potencial dos derivados de
bisnaftalimidopropil como protdtipos para medicamentos contra doencgas parasitarias,
incluindo a leishmaniose. Entre os varios compostos desenvolvidos, o composto 9 exibiu

atividade contra a forma promastigota de L. infantum chagasi in vitro, em que resulta em uma
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taxa de mortalidade de 45% apds 3 dias de tratamento (Guzel et al., 2020). Derivados
sintéticos de bisnaftalimidopropil revelam um mecanismo de agdo ao inibir a atividade de
desacetilase dependente de NAD+ de sirtuina, levando a apoptose as promastigotas de L.

infantum chagasi (Keskin et al., 2019; Islek et al., 2022).

Variagdes de derivados de bisnaftalimidopropil foram criadas e investigadas quanto
ao seu potencial anti-Leishmania in vivo. Em testes experimentais, camundongos BALB/c
cronicamente infectados com L. infantum chagasi receberam os compostos € ocasionaram
uma reducdo significativa na carga parasitaria no figado e no bago dos animais, mesmo em

um curto periodo de tratamento (Tavares et al., 2012).

A descricdo patentaria W02021205303 explora a eficacia do 6leo de amendoim
ozonizado contra L. infantum chagasi in vivo. O experimento foi realizado com quatro caes (2
machos e 2 fémeas) infectados naturalmente com L. infantum chagasi, cada animal
demonstrou sintomas variados da doenga. Os resultados revelaram regressdao dos sintomas ou
recuperacdo completa da condicdo clinica em caes que receberam o tratamento (Caroci,
2021). A ionizagdo ¢ um processo que adiciona ions superoxido (-) @ molécula de O,. A
ozonioterapia tem sido implementada usando o6leos vegetais, que foram extensivamente

estudados contra infecgdes parasitarias (Akash e Rajasekar, 2021).

Pesquisas indicam que o ozodnio induz a peroxidacdo e destruigdo das paredes
celulares e membranas citoplasmaticas de Leishmania, degradando componentes essenciais
como glicoproteinas, glicolipidios e aminoacidos cruciais para a estrutura do parasito (Rajabi,
2015). O autor Moda ef al. (2014) avaliou os efeitos da ozonioterapia intra-abdominal e intra-
renal em caes infectados com L. infantum chagasi por quatro semanas, observando melhorias
significativas nas condi¢des renais dos animais com diminui¢do nos niveis séricos de ureia e

creatinina, que sao frequentemente alterados em caes parasitados pela espécie de Leishmania.

A patente WO2018015595A2 menciona a investigacdo do composto benzil O-
hidroxamato ligado a nanoparticulas de ouro e seu potencial leishmanicida em promastigotas
e amastigotas in vitro, assim como in vivo em camundongos BALB/c contra L. infantum
chagasi. Os resultados obtidos foram promissores e mostraram uma redu¢do no numero dos
agentes parasitarios em mais de 90% (Goémez et al., 2018). Os 4cidos hidroxdmicos podem

operar por diferentes mecanismos de acdo, incluindo a inibi¢do de histona deacetilases
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encontradas no género Trypanosoma spp. € atuando na inibigdo de IspC, uma enzima

presente no Plasmodium berghei (Behrendt et al., 2011; Kelly et al., 2012).

Os acidos hidroxamicos sao encontrados em produtos naturais e suas propriedades de
quelatagdo de metal demonstram agdo anti-tripanosomal contra Trypanosoma brucei e
Trypanosoma cruzi, exibindo eficicia contra espécies de Leishmania spp. (Alam, 2019;
Foscolos et al., 2022). Outro estudo envolvendo derivados de O-alquil hidroxamatos
implementados em nanoparticulas de ouro demonstrou aumento da atividade contra
amastigotas de L. infantum chagasi introduzidas em camundongos BALB/c, resultou em uma

menor carga parasitaria no figado e bago (Corpas-Lopez et al., 2020).

A pesquisa descrita na patente EP3995502A1 discute o potencial de derivados de 4-
hidroxifenilfosfonio contra as formas de promastigotas e amastigotas de L. infantum chagasi,
o agente causal da leishmaniose visceral. O composto 1 com a formulagdo quimica de
Brometo de (15-(2,4-di-hidroxifenil)-15-oxopentacil) trifenilfosfonio ndo apresentou uma
redugdo significativa na carga parasitaria in vitro. No entanto, os estudos in vivo em
camundongos BALB/c tratados, demonstrou uma reducdo de mais de 98% no nimero de

parasitos ao analisar o figado e o bago (Dardonville et al., 2022).

Os sais de trifenilfosfonio sdo moléculas que atuam nas mitocondrias de Leishmania,
interferindo no metabolismo energético e afetando a sintese de ATP. Camundongos BALB/c
foram infectados com promastigotas de L. infantum e submetidos ao tratamento com
derivados de 4-hidroxifenilfosfonio. Apds esse periodo, o bago e o figado foram removidos
para andlise da carga parasitaria, confirmando a redugdo de parasitos com o tratamento

estabelecido (Manzano et al., 2019).

O documento patentario JP2018043998A relata o aprimoramento de lipossomas
convencionais com antimoniato de meglumina associada a lipossomas de longa circulacdo no
tratamento de L. infantum chagasi. Ensaios in vivo realizados em camundongos BALB/c
mostraram uma diminui¢do significativa dos protozodrios em principais orgaos afetados pela
doenca (Frederic et al., 2018). Embora o mecanismo de acao do antimoniato de meglumina
ndo esteja completamente elucidado, acredita-se que o farmaco atue inibindo varias enzimas,
como a tripanotiona redutase e a topoisomerase para induzir a apoptose (Santiago et al.,

2021).
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Dos Santos et al. (2020) definem o potencial terapéutico de lipossomas convencionais
e lipossomas PEGilados para a entrega de antimoniato de meglumina + alopurinol para o
tratamento da leishmaniose. Experimentos in vivo em cdes mostram resultados promissores
em comparagao com o alopurinol e o grupo nao tratado. Houve supressao da carga parasitaria
de L. infantum chagasi no figado, bagco e medula 6ssea, potencializada por esses complexos
lipossomais. O uso de nanoparticulas de lipossomas esta sendo cada vez mais emergente para
o tratamento de diversas enfermidades, justamente por suas caracteristicas fisico-quimicas
que proporciona uma biocompatibilidade e a entrega eficiente de medicamento na regido alvo

(Eygeris et al., 2022).

Na descrigdo patentaria WO2022101588A1 investiga a acdo leishmanicida de
complexos de ouro com ligantes de carbeno heterociclico fluorado. Testes experimentais in
vitro com L. infantum chagasi na forma amastigota axénica mostram que a maioria dos
complexos de ouro formulados foi igual ou mais eficaz do que medicamentos de controle

(anfotericina B, pentamidina, miltefosina e fexinidazol) (Gornitzka et al., 2022).

Zhang et al. (2018) analisam uma série de cinco novos complexos de ouro contendo
carbénios heterociclicos em promastigotas e amastigotas axénicos de L. infantum chagasi in
vitro. Os complexos de ouro tém um mecanismo de a¢do que modifica e bloqueia os residuos
de cisteina nos sitios ativos de enzimas do protozoario. Os complexos na pesquisa foram
ativos e seletivos contra L. infantum quando comparados a medicamentos padrdo

(anfotericina B, pentamidina e miltefosina).

A patente W0O2022/008708A1 avalia o artesunato em caes naturalmente infectados
com L. infantum chagasi. O artesunato ¢ um peroxido organico semissintético do grupo da
artemisinina usado para o tratamento de maléria grave, administrado por via oral com dose
diaria por 6 dias. O medicamento demonstrou seguranga e eficacia, com reducao significativa
nos sintomas clinicos € na carga parasitaria em comparagdo com antimoniato de meglumina +

alopurinol.

O estudo experimental de Medkour et al. (2020) destaca a agdo do artesunato contra
L. infantum chagasi em caes naturalmente infectados. A pesquisa incluiu 42 caes
acompanhados por um periodo de 6 meses, onde o grupo controle recebeu os medicamentos
padrao antimoniato de meglumina e alopurinol por 28 dias, enquanto o grupo tratado recebeu

artesunato por 6 dias. Observou-se uma diminui¢do nos anticorpos, tornando os animais que
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receberam artesunato soronegativos (58%), juntamente com melhorias nos sinais clinicos e
eliminacdo de parasitos, sem efeitos colaterais durante o tratamento com artesunato,
tornando-o uma alternativa promissora ao compor com os resultados do meglumina

antimoniato e alopurinol.

O documento W02022008784A1 investiga as atividades de poliaminas aciclicas
simples ligadas a heterociclicos para o tratamento de leishmaniose e tripanossomiase in vitro.
Os resultados obtidos nas formas de promastigotas e amastigotas da espécie L. infantum
demonstram que os compostos da pesquisa tém a capacidade de inibir a superoxido
dismutase, uma enzima exclusiva de parasitos cinetoplastideos pertencentes ao género

Leishmania.

Virias substancias de poliaminas estdo sendo investigadas para compreender a acdo
leishmanicida na inibicdo enzimas cruciais para a sobrevivéncia do parasito, como o
superoxido dismutase de ferro. Os derivados de poliaminas mostraram eficacia contra L.
infantum chagasi, apresentando uma notavel alteragcao metabolica com aumento de succinato,
levando a altos niveis de estresse redox, assim como L-alanina e acetato (Urbanova et al.,

2019).

Ao analisar as inovagdes de medicamentos descritas no DND1, nenhum dos protétipos
mencionados nas patentes foram incluidos. Isso destaca a escassez de opgdes para tratar a
leishmaniose visceral, uma doenga recorrente e letal na América Latina. Isso enfatiza a falta
de reconhecimento para os casos de doenca negligenciada, destacando a urgéncia de avangos

na pesquisa contra a leishmaniose visceral e a expansao de ensaios farmacologicos.

E importante ressaltar que os prototipos mencionados nas patentes apresentam
resultados promissores e sdo fortes candidatos a medicamentos, exibindo um potencial
consideravel contra Leishmania infantum chagasi tanto in vitro quanto in vivo. Essas
diferentes inovagdes sdo eficazes contra as formas promastigotas e/ou amastigotas do
protozodario, capazes de atuar em diferentes alvos moleculares presentes na Leishmania,

resultando na inducao de atividade leishmanicida.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. Avaliacao da citotoxica em macrofagos J774.A1 e aclo leishmanicida dos

derivados nas espécies de Leishmania.

Inicialmente, foi avaliada a citotoxicidade da purpurogalina e derivados sobre

macrofagos da linhagem J774.A1, cujos resultados podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3 - Efeito citotoxico do tratamento in vitro da purpurogalina e derivados sobre

macroéfagos da linhagem J774.A1 durante 48 h

Tratamentos Cls *(uM) £ EP Citotoxicidade Maxima = EP (%)"
Anfotericina B 52,56 £4,08 63,82 £ 1,07****

8 >100 34,28 £ 1,82%***

18 >100 30,68 +£2,52*

19 >100 13,29 +£2,99

18 >100 6,23 + 3,61

19 27,89 £4,52 89,43 + (,37****

18b >100 30,70 £ 1,66%***

18d > 100 32,24 £2,66%***

18e 37,89 £ 0,96 90,61 £ 0,30%***

*Concentragdo inibitoria de 50% =+ erro padrdo da concentracao inibitéria em J774.A1, calculada usando curvas
de concentragio-resposta. "Média + erro padrio da média do efeito maximo na viabilidade de J774.A1, em
triplicado de um experimento representativo. Os valores de efeito méximo foram significativos quando

*#Ex%*p<(0,0001 em comparagao com o grupo DMSO 0,2%.

Observa-se, que dos sete derivados da purpurogalina, apenas o 19a e 18e foram
citotoxicos com efeito maximo >80%. Entretanto, os outros derivantes apresentaram um ICs,
(média da concentracdo inibitéria do composto) >100 uM e um efeito maximo <50%,
demonstrando pouca citotoxicidade as células hospedeiras, ao se contrapor com a anfotericina
B que apresentou um ICs de 52,56 uM e um efeito maximo 63,83%. As substancias 19a e
18e que tiveram citotoxicidade, demonstraram uma similaridade nas suas estruturas quimicas
pela presenca de radicais de metoxila (CH30) nos carbonos 2 e 3 das moléculas, assim como

uma estrutura ciclica fechada com uma cetona (C = O).
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Compreende-se que, a purpurogalina (PPG) desempenha um papel citoprotetor de
antioxidantes contra a xantina oxidase, que ¢ uma flavoproteina que produz anions
superdxidos toxicos. A PPG consegue executar uma citoprotecdo natural pela presenca das
troponas que contribuem para a bioatividade contra radicais toxicos de superdxido e
hidroxila, como € o caso do peroxido de hidrogénio que causa danos ao DNA e apoptose de

células T (Popov et al., 2019).

Igualmente, foi avaliada a citotoxicidade da purpurogalina e derivados, assim como o
indice de seletividade frente as células hospedeiras e as formas promastigotas de L.

amazonensis € L. infantum chagasi, como demonstrados na tabela 4 e 5.

Tabela 4 - Efeito leishmanicida da purpurogalina e derivados contra as formas promastigotas

da espécie L. amazonensis

Tratamentos Cls *(uM) = EP Citotoxicidade IS¢
Maxima +EP (%)®
Anfotericina B 0,90 + 0,04 92,81 £ 1,90%*** 58,4
8 >100 NC -
18 >100 26,61 + 1,24%*** -
19 >100 48,92 £ 1,90%*** -
18 >100 18,70 £ 0,71%** -
19? 22,99 + 1,35 91,47 £ 1,55%*** 1,21
18b 33,44+ 2,64 90,70 £ 2,68%*** >2,99
18d 22,43 +2,01 91,47 £+ 0,77**** >4,45
18e 24,06 + 0,68 88,37 + 1,34%**x* 1,57

*Concentracao inibitéria de 50% = erro padrdo da concentracdo inibitéria em promastigota de L. amazonensis,
calculada usando curvas de concentragio-resposta. "Média + erro padrio da média do efeito maximo na
viabilidade de promastigota de Leishmania, em triplicado de um experimento representativo. Os valores de
efeito méximo foram significativos quando ****p<0,0001 em comparacdo com o grupo DMSO 0,2%. NC: Nao
citotdxico até a concentragio méxima testada, quando comparado ao grupo DMSO 0,2%. °IS: Indice de

seletividade = CCsy (macrofagos) / 1Cso (Leishmania spp.).

Promastigotas da espécie L. amazonensis foi submetida ao tratamento com os
provenientes da purpurogalina, verificando-se que, o 19a (22,99 uM) 18b (33,44 uM), 18d

(22,43 uM) e 18e (24,06 uM), demonstraram eficiéncia na inibicdo do parasito com efeito
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maximo >80%, semelhantes ao farmaco padrdo que apresentou efeito maximo de 92,81% e
um ICso de 0,90 uM. Entretanto, as substancias 8, 18, 19 e 18a ndo tiveram citotoxicidade

maior que 50%.

As substancias 19a, 18b, 18d e 18e sdo ativos contra a cepa do Leishmania, possuindo
grupos funcionais em suas estruturas quimicas com a presenca de agrupamentos aminas
secundarias (N-butilamina, butilamina, metilamina ou benzilamina) e radicais de metila
(CH3). O que diferem sdo suas quantidades e distribui¢des dessas estruturas pela molécula da

purpurogalina, todavia, a 18e ¢ o Unico derivado com a adi¢do de uma benzilamina.

A finalidade do indice de seletividade, ¢ obter um parametro de selecao da substancia
as células humanas ou cepas das espécies de Leishmania, sendo considerada seletiva aquela
com valor igual ou superior a 10. As substancias 18b e 18d, demonstraram valores >2,99 e
>4,45, respectivamente. Desta maneira, por ndo terem alcangado valores definitivos, conclui-

se que os dois derivantes podem ou nao serem seletivos ao protozoario.

Tabela 5 - Efeito leishmanicida da purpurogalina e derivados contra as formas promastigotas

da espécie L. infantum chagasi

Tratamentos Cls *(uM) £ EP Citotoxicidade IS¢
Maxima EP (%)°

Anfotericina B 26,46 £ 3,62 78,86 + (0,90%*** 241
8 >100 NC -
18 9,94 +£ 4,15 60,22 + 3,87**** >10,06
19 79,01 + 8,28 59,14 £ 2,1 5%*** >1,26
18* 25,30 £ 0,55 75,27 £ 1,07%*** >3,95
19* 28,66 + 5,98 89,81 + 0,92%*** 0,97
18b 22,36 £1,45 86,13 + 2,92%*** >4.47
18d 38,01 £2,26 81,48 + 2, 45%*** >2,63
18e 22,67 +2,21 90,48 & 4,1 5%%** 1,67

*Concentracao inibitoria de 50% =+ erro padrdo da concentracdo inibitéria em promastigota de L. infantum
chagasi, calculada usando curvas de concentragdo-resposta. "Média + erro padrdo da média do efeito maximo na
viabilidade de promastigota de Leishmania, em triplicado de um experimento representativo. Os valores de

efeito maximo foram significativos quando ****p<0,0001 em comparagdo com o grupo DMSO 0,2%. NC: Nao
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citotoxico até a concentragio maxima testada, quando comparado ao grupo DMSO 0,2%. °IS: indice de

seletividade = CCsy (macrofagos) / ICsy (Leishmania spp.).

Os derivados 18 (9,94 uM), 19 (79,01 uM), 18a (25,30 uM), 19a (28,66 uM), 18b
(22,36 uM), 18d (38,01 uM) e 18e (22,61 uM) sdo eficientes na inibicdo de L. infantum
chagasi com efeito maximo >59%. Entretanto, destaca-se as substancias 19a, 18b, 18d e 18e,
que foram as mais promissoras frente ao protozoario, demonstrando um efeito méaximo
superior a 80%. Esses produtos revelam uma maior citotoxicidade do que a anfotericina B,

que expde uma acao citotoxica de 78,86% e um ICso de 26,46 pM.

Observa-se que, os derivados que manifestaram maiores eficiéncias (19a, 18b, 18d e
18e), foram os mesmos que obtiveram resultados promissores na inibicao de L. amazonensis.
Ao analisar o indice de seletividade, apenas a substincia 18 foi seletiva contra as
promastigotas de L. infantum chagasi com um valor >10,06 ¢ demonstrando um menor 1Cso
de 9,94 uM ao contrapor com os outros originados. Entretanto, os provenientes 19 (>1,26),
18a (>0,97), 18b (>4,47) e 18d (>2,63) ndo apresentam um valor determinado, podendo

alcancar um indice de seletividade ao parasito.

A substancia 8 ndo demonstrou citotoxicidade a nenhuma das duas espécies de
Leishmania, ela foi originada a partir de uma reagdo oxidativa com pirogalol e contém a
estrutura quimica da purpurogalina sem modificagdes. Por meio dessa purpurogalina

sintética, gerou-se os outros derivados.

No processo de identificacao das moléculas conduzido pela autora Silva na sintese dos
derivantes da pesquisa. A substancia 8, que ¢ a purpurogalina, possui hidroxilas na sua
estrutura quimica, conferindo-lhe uma caracteristica mais polar. Contudo, ao substituir as
hidroxilas por metoxilas e/ou grupos aminas, resultou em uma maior apolaridade em
comparacdo a substancia original. Assim, as mudancas estruturais por meio de outras
configuragdes quimicas, tanto em quantidade quanto em extensdo, podem influenciar na

interacdo das substancias com as regides apolares na membrana plasmatica da Leishmania.

Estudos cientificos comprovam que derivados com a presenca de agrupamentos
aminas ou metoxilas desempenham atividade leishmanicida. Rodrigues et al. (2018)
sintetizaram compostos de 4-fenil-1,3-tiazol-2-aminas. Ao avaliar os resultados, constatou-se

que a substancia 4-C(CH3)3 induziu a reducdo das promastigotas de L. amazonensis in vitro,
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apresentando um ICsy de 20,78 uM. Os valores de ICs, foram semelhantes na mesma espécie
tratada com os derivados da purpurogalina: 19a (22,99 uM), 18d (22,43 uM) e 18e (24,06
uM).

Os derivantes da fenetilamina exibiram potencial contra promastigotas de Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi em um tratamento de 48 horas. Nota-se que a N-
fenetilbenzamida apresenta um ICsy (9,6 puM) semelhante ao da substancia 18 da
purpurogalina (9,94 uM). No entanto, o composto N-(4-metilfenetil)benzamida demonstra
um ICso de 27,9 uM comparavel aos IC50 dos derivantes 18a (25,30 uM), 19a (28,66 uM) e
18e (22,67 uM) da purpurogalina (Brasil ef al., 2017).

A sintese e a avaliacdo biologica de acidos graxos de Sommera sabiceoides resultaram
na atividade anti-Leishmania contra promastigotas de L. donovani. O (£) -2-metoxi-6-
heptadecindico contém metoxila em sua estrutura quimica e demonstrou um CEsy de 74,0
uM, esse composto foi promissor na inibi¢do da enzima topoisomerase IB da Leishmania.
Destaca-se que o indice de citotoxicidade do novo 4cido graxo foi aproximado ao derivante
19 da purpurogalina em L. infantum chagasi, que apresentou um ICso de 79,01 uM
(Carballeira et al., 2012).

Atualmente, poucas pesquisas descrevem o potencial antiparasitario da purpurogalina,
como demonstra os autores Lamba e Roy (2023), que relata a acdo da PPG na espécie
Plasmodium falciparum ao inibir a DNA girase, que ¢ uma topoisomerase do tipo II presente
em seres unicelulares, a substancia induziu uma reducao significativa do crescimento do

parasito >90% com um tratamento de 96 horas.

A DNA girase, ¢ uma topoisomerase tipo II presente no genoma nuclear de bactérias e
parasitos como o P. falciparum, desempenhando um papel essencial na replicagdo do DNA.
No entanto, ¢ importante destacar que a girase do apicoplasto, encontrada em protozoarios,
ndo estd presente em seres humanos. Nesse contexto, a purpurogalina tem demonstrado
resultados promissores na inibigdo do crescimento do protozodrio, uma vez que interfere

diretamente nessa enzima, oferecendo uma agao antiparasitaria (Pakosz et al., 2021).

O autor Ren et al. (2001), produziram derivados que contém ésteres aromaticos e
alifaticos com grupo hidroxila a partir de uma benzotropolona purpurogalina. Durante a

investigacao da atividade antiparasitaria in vitro, o composto 31 demonstrou um ICs, de 8,9
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mM contra P. falciparum, enquanto o derivante 3f exibiu um ICsy de 9,2 mM, valores

comparaveis ao derivado 18 da purpurogalina sintética, que apresentou um ICs, de 9,94 uM.
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7. CONSIDERACOES GERAIS

Os avanc¢os na busca por novos compostos com ag¢ao leishmanicida vém aumentando
ao longo dos anos, as inovacdes sdao essenciais para suprir as limitagdes presentes nas
farmacoterapias dessa parasitose. Diante disso, o estudo da literatura por meio da prospeccao
de patentes que abordam inovagdes farmacologicas para o tratamento da leishmaniose
visceral nas Américas durante os ultimos seis anos, aqui apresentado, evidenciou
potencialidade de novos prot6tipos sintéticos, como o composto illa (O-benzil hidroxamato)
que demonstra agdo anti-Leishmania superior a 90% nas formas promastigotas e amastigotas.
Além disso, produto natural também ¢ descrito nas patentes, como o 6leo de amendoim
ozonizado avaliado in vivo, que exibiu potencial na regressdo dos sintomas ocasionados pela
espécie L. infantum chagasi.

Com relacao a avaliacdo da purpurogalina e derivados, realizado no presente estudo,
foi observado baixa citotoxicidade em células hospedeiras J774.A1 (macréfagos). As
substancias 19a, 18b, 18d e 18e ocasionaram uma inibi¢@o significativa superior a 80% frente
as espécies L. amazonensis e L. infantum chagasi, respectivamente. No que se refere a
seletividade dos derivantes, a substancia 18 se destacou por possuir um indice >10,06 a
espécie L. infantum chagasi ¢ um reduzido ICso de 9,94 uM. Levando em consideragdo todos
os resultados apresentados, pode-se inferir que a purpurogalina pode ser considerado um
produto promissor para se avangar nos ensaios visando o desenvolvimento de um farmaco

leishmanicida.
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8. PERSPECTIVAS
e Realizar ensaios in vitro com a forma amastigota das espécies L. amazonensis e L.
infantum chagasi;
e Determinar os niveis de 6xido nitrico (NO);
e Investigar a atividade inibitéria dos derivados ativos em topoisomerase Il de

Leishmania spp.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a parasitic disease caused by the Leishmania genus and represents
the most severe form of the disease, primarily affecting individuals in socially vulnerable
conditions, those with comorbidities, and immunocompromised individuals, leading to a high
mortality rate. In the Americas, Brazil has the highest number of infections caused by the
species Leishmania infantum chagasi; however, current pharmacotherapy has significant
limitations. Considering this issue, the study aims to prospect patents reporting major
pharmacological innovations against the Leishmania infantum chagasi species in the last six
years (2017-2023). A patent investigation was conducted across various platforms, including
the Brazilian Patent and Trademark Office (INPI), the United States Patent and Trademark
Office (USPTO), the World Intellectual Property Organization (WIPO), The Lens and the
European Patent Office (EPO). Eleven documents were selected, with Spain being the main
country that published patents on new prototypes against Leishmania. It is observed that there
are numerous pharmacotherapeutic innovations in the search for drugs to treat visceral
leishmaniasis; however, research progress is limited. Therefore, investment in research to
advance pharmacological trials is crucial to develop a less toxic and more selective prototype

for the parasite.

KEYWORDS: Leishmaniasis, Patents, Innovations, Treatment.

INTRODUCTION

Visceral leishmaniasis is a neglected disease present in approximately 102 countries,
including Brazil, where it accounts for about 90% of infections, with around three thousand
new cases per year (Ortiz; Anversa, 2015). The parasite of the genus Leishmania is
responsible for this pathology and its species cause various clinical manifestations in infected

individuals (Akbari et al., 2021).

Visceral leishmaniasis (VL) is the most severe form of the disease, characterized by
symptoms such as hepatosplenomegaly, irregular fever, weight loss, and other manifestations.

In the Americas, VL is considered a zoonosis that affects mammals. In Brazil, the species
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Leishmania infantum chagasi is the causative agent of the disease, with the sandfly of the

genus Lutzomyia being its vector (Wilhelm, 2019).

In the Americas, this form of the disease is endemic in 13 countries, with higher
incidence reported in Brazil, Argentina, Bolivia, Colombia, Paraguay, Venezuela and
Uruguay. In 2020, Brazil continued to lead the number of cases in Latin America, accounting
for approximately 97% of cases with a mortality rate of about 90% in untreated patients

(PAHO, 2023).

The primary therapeutic option for this parasitosis is pentavalent antimonials, such as
meglumine antimoniate, although its mechanism of action is not yet fully understood. It is
known that this drug can inhibit glycolytic and oxidative pathways, converting pentavalent

antimony into trivalent antimony, making it a prodrug (Bastos et al., 2016).

Other alternatives include deoxycholate amphotericin B and liposomal amphotericin
B, which have antifungal and leishmanicidal potential by binding to ergosterol on the
parasite's surface, resulting in depolarization of the cell membrane. It is considered the best
treatment choice when there is a high level of resistance to antimonials, especially in

immunocompromised patients (Kumari et al., 2022).

Pentamidine is another possible treatment for cases of leishmaniasis. Some
hypotheses about its mechanism of action suggest that this drug may act on the parasite's
genome (Wyrepkowski et al., 2020). Miltefosine is an orally administered medication that
acts directly on the endoparasite, preventing the synthesis of important compounds for the
protozoan's plasma membrane (Castro, 2020). The antibiotic paromomycin exhibits
leishmanicidal activity; its mechanism of action involves the inhibition of protein synthesis
and disruption of mitochondrial activities essential for Leishmania survival (Santiago et al.,

2021).

However, current medications have numerous limitations, including parasite
resistance, various side effects, long-term treatment, and high cost, leading patients to
abandon therapeutic interventions (Farias, 2020). The search for new pharmaceutical
alternatives and the improvement of existing medications are essential to combat this disease.

Pharmacology, along with biotechnology, is increasing efforts to establish medications with
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lower cytotoxicity to provide a better quality of life for patients undergoing treatment

(Hefnawy et al., 2017).

This study aims to conduct technological prospecting through a patent review of

pharmacological innovations for the treatment of visceral leishmaniasis in the Americas over

the last six years (2017-2023).

MATERIALS AND METHODS

Patent research was conducted using the selected descriptors (Figure 1) on the
platforms THE LENS, World Intellectual Property Organization (WIPO), European Patent
Office (EPO), United States Patent and Trademark Office (USPTO) and Brazilian Patent and
Trademark Office (INPI).

The filters on the platforms were "Full Text," "Publication Date" and "Any Field." In
INPI, which is a Brazilian research base, all terms were modified to Portuguese and the
search was conducted through the "advanced search" feature. The parameters for patent

investigation included year, inventors, country of origin, IPC, clinical trials and bioactives.

Figure 1 - Patent platforms and combinations of terms used.

PLATFORMS DESCRIPTORS SELECTION CRITERIA

o Leishmaniachagasi AND medicaments | /The e patents\

: . o ) ) were those not
9 Leishmania infantum AND medicaments | published in full:

P ¥ repeated; that describe

Y e Leishmaniachagasi AND imunotherapeutics ‘ - other species of
Leishmania; and which
y THE LENS \\ . . . . focuses on prophylaxis.
[ USPTO A 6 Leishmaniainfantum AND imunotherapeutics ‘ \ /
| WIPO | ' ;
"\‘ INPI ,‘"‘ 2 . . .
% EPO ; e Leishmaniachagasi AND treatments | / Theleeettad patents\
h y g were those that describe
. e 6 Leishmania infantum AND treatments ‘ synthetic or natural

innovations; research
focusing on treatment
against the species
e, | Leishmania infantum
Leishmania infantum AND synthetic substances \ chagasi. /

o Leishmania chagasi AND synthetic substances |
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RESULTS AND DISCUSSIONS

Patent Databases

By using the respective combinations of descriptors on the defined platforms,
numerous patents were obtained, as demonstrated in Table I. A total of 451.980 records were
found after applying the specified search filters. Some selected terms were excluded due to
the impossibility of analysis and were identified with the truncation character "*", resulting in
a total of 5.110 remaining patents for evaluation. The databases The Lens and EPO had the
highest number of patents, followed by INPI, USPTO and WIPO in descending order.

Table I - Quantitative data of patents per platforms

Search terms INPI THE WIPO EPO USPTO TOTAL
LENS
Leishmania chagasi AND 32 184 172 54 48 0
medicaments
Leishmania chagasi 210 205 0 80 48 0

AND medicament

Leishmania infantum 32 453 510 107 141 0
AND medicaments*
Leishmania infantum 761 492 0 201 137 00
AND medicament*
Visceral 424 8.518 0 1.495 1.810 0
AND medicaments*
Visceral 766 8.522 0 4.448 543 00
AND medicament*
Leishmania chagasi AND 86 50 38 7 14 0
immunotherapeutics
Leishmania chagasi AND 253 162 0 46 48 0
immunotherapy
Leishmania infantum 86 128 90 15 31 0

AND immunotherapeutics

Leishmania infantum AND 253 310 0 87 83 0
immunotherapy
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Visceral AND 22 1.334 0 159 340 0
immunotherapeutics*
Visceral AND 259 3.521 7 1.324 934 00
immunotherapy*
Leishmania chagasi 219 412 358 89 103 00
AND treatments*
Leishmania chagasi 12.665 406 10 142 103 0
AND treatment™
Leishmania infantum 32 971 908 283 283 0
AND treatments*
Leishmania infantum 12.665 1.062 16 398 297 00
AND treatment*
Visceral 225 22.798 6 6.141 5.461 00
AND treatments*
Visceral 12.667 22.780 1 19.249 5.431 0
AND treatment™
Leishmania chagasi AND 74 278 227 92 64 0
synthetic substances
Leishmania chagasi AND 961 300 0 71 59 0
synthetic substance*
Leishmania infantum AND 74 697 656 281 210 0
synthetic substances*
Leishmania infantum AND 961 758 0 230 179 0
synthetic substance*
Visceral AND 511 11.929 0 3.959 2.680 00
synthetic substances*
Visceral AND 968 11.929 0 3.872 2.116 0
synthetic substance*
Leishmania chagasi 93 418 39 116 94 0000
AND drugs
Leishmania chagasi 124 418 39 124 90 00
AND drug
Leishmania infantum 93 886 6 278 224 0
AND drugs*
Leishmania infantum 124 886 17 332 212 0
AND drug*
Visceral 99 19.561 98 11.396 4.636 00
AND drugs*
Visceral 130 19.562 175 12.697 4.350 00
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AND drug*
Leishmania chagasi 5.687 423 2 117 102 0
AND compounds*
Leishmania chagasi 6.026 423 0 117 91 00
AND compound*
Leishmania infantum 5.687 1.025 5 353 285 0
AND compounds*
Leishmania infantum 6.026 1.025 0 334 258 0
AND compound*
Visceral 5.693 18.783 24 7.032 4.353 00
AND compounds*
Visceral 6.029 18.783 5 8.809 3.921 0
AND compound*
Leishmania chagasi 393 337 2 101 85 0
AND substances
Leishmania chagasi 799 337 0 92 68 0
AND substance*
Leishmania infantum 393 829 0 265 236 0
AND substances*
Leishmania infantum 799 829 0 264 192 0
AND substance*
Visceral 399 16.141 5 8.705 3.766 00
AND substances*
Visceral 805 16.141 3 8.038 2.824 00
AND substance*
Subtotal 0 0 0 0 0 00
Total 451.980

*Terms excluded due to impossibility of analysis.
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The patents were analyzed following inclusion criteria consisting of experimental

research on synthetic or natural prototypes, pharmacological assays in vitro or in vivo,

published within the last six years, in any language and involving the evaluation of

compounds against Leishmania infantum chagasi. Exclusion criteria included publications

not found in full text, duplicates, studies involving other species of Leishmania, as well as

studies focusing on prophylaxis rather than the treatment of VL.

After the analysis, 11 patents meeting the research criteria were found (Table II). The

platform The Lens yielded the highest result, with 46% (5 patents), followed by WIPO with

27% (3 patents) and EPO with 27% (3 patents). However, no patents were selected from the

USPTO and INPI platforms (Figure 2).

Table II - Data of selected patents according to the research criteria

Codes Titles IPC Authors Origin Year of Clinical Bioactives
publication trials
EP2950795B1 Method of A61K31/4164;  Pollmeier United 2018 in vivo fexinidazole
treating and A61P33/02; and Blair States of
curing America
leishmaniasis
with fexinidazole
WO020180155  Compounds for Without Goémez et Spain 2018 in vitro Illa (O-benzyl
95A2 the treatment of classification al. and in hydroxamate)
diseases caused Vivo

by parasites of the
genus Leishmania
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JP201804399 Pharmaceutical A61K31/12; Frederico Brazil 2018 in vivo Meglumine
SA compositions A61K31/137, et al. antimoniate
comprising A61K31/138; encapsulated in
conventional A61K31/155; conventional
liposomes and A61K31/192; liposomes and
prolonged A61K31/198; prolonged
circulation A61K31/352; circulation
liposomes for A61K31/4196; liposomes
treating visceral ~ A61K31/422;
leishmaniasis A61K31/454;
A61K31/47;
A61K31/4706;
A61K31/474;
A61K31/496;
A61K31/519;
A61K31/56;
A61K31/685;
A61K31/7036;
A61K31/704;
A61K31/7052;
A61K31/739;
A61K33/24;
A61K38/20;
A61K45/00;
A61K47/24;
A61K47/28;
A61K9/127;
A61P33/02;
EP3502109A1 Triazole-phenyl- CO7D417/04;  Camarasa Spain 2019 in vitro 5-6-5 triazole-
thiazole A61K31/426; et al. phenyl-thiazole
heterocycles as A61P33/02; heterocycles
innovative CO7D417/14;
trypanothione
reductase
inhibitors and
their use as
leishmanicide
W020201392 Naphthalimide C07D221/14;  Guzel et al. Turkey 2020 invitro  Bisnaphthalimid
91 derivatives as C07D401/12; opropyl
antiparasitic C07D417/12;
agents in the C07D413/12;
treatment of A61K31/437;
leishmaniasis, as A61P33/00;

well as viral,
bacterial and
neoplastic
diseases
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W020212053 Formulation A61K33/00; Carocci England 2021 invivo  Ozonized peanut
03 comprising A61K36/28; oil
ozonized oil for A61K9/00;
use in the A61P33/02;
prevention and/or
treatment of
leishmaniasis
EP4092030A1 Pyrrolopyrimidine C07D487/04; Breese et Europe 2022 invivo  Pyrrolopyrimidi
derivatives and A61P33/14; al. ne derivatives
their use in the A61K31/519;
treatment of
leishmaniasis
W020221015 Gold (I) A61P35/00; Gornitzka France 2022 invitro  Gold complexes
88A1 complexes with CO07F1/00; et al. with N-
fluorinated N- CO07H23/00; heterocyclic
heterocyclic carbene ligands
carbene ligands
and their use as
therapeutic agents
W02022/0087 Veterinary A61P33/02 Varloud et France 2022 in vivo Artesunate
08A1 compositions for ~ A61K31/357 al.
prevention and/or
treatment of
leishmaniasis
EP3995502A1 4- CO7F9/54; Dardonville Spain 2022 in vitro 4-
hydroxyphenylph ~ A61K31/66; et al and in hydroxyphenyl
osphonium salts vivo phosphonium
with antiparasitic
properties
W02022/0087 Use of simple A61P33/02 Garcia- Spain 2022 invitro  Simple acyclic
84A1 acyclic A61K33/02 Espana et polyamines
polyamines in the ~ C07D221/00 al.
treatment of C07D215/02

diseases caused
by parasites of the
genus Leishmania

Figure 2 — Number of patents selected by platforms.
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The distribution of patents regarding pharmacological innovations for the treatment of
visceral leishmaniasis in the Americas from 2017 to 2023 varied considerably. Among the
selected research, there were no patents published on this topic in 2017. However, in 2018,
there was a significant number of publications (3 patents) on these pharmacological

innovations for the treatment of VL compared to other years of the investigation.

In the following years, there was a decrease in publications in 2019, 2020 and 2021
with only one patent each year. In 2022, the number of publications related to this topic
increased, with the highest number of patents published (5 patents). So far, no publications

meeting the selected criteria have been found for the year 2023 (Figure 3).

Figure 3 - Temporal distribution of selected patents.
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Upon analyzing the geographic distribution of the selected patents (Figure 4), it was
observed that Spain had the highest number of patents related to the research of new drugs for
this disease (4 patents), followed by France with 2 patents. Next in line were the United

States, Brazil, Turkey, England, and the European continent, each with only one patent.

Brazil is one of the main countries with cases of visceral leishmaniasis. However, the
lack of investment in science hampers the advancement of research in Brazil towards more
advanced clinical phases, hindering the development of an effective drug with high

therapeutic potential for this neglected disease (Franco et al., 2021).

Figure 4 - Geographic distribution of patents designated in the research.
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Evaluation of International Patent Classification Codes (IPC)

Patents are categorized with different codes from the International Patent
Classification (Figure 5). The code A61P was mentioned in nine out of the eleven selected
patents, representing documents that report on the specific therapeutic activity of chemical
compounds or medicinal preparations. However, the code A61K was the most cited in nine
designated patents, representing research focused on the field of human necessities with
preparations for medical, dental, or personal hygiene purposes. The code CO7D was cited in
four patents, categorizing them in the chemistry/metallurgy field concerning heterocyclic

compounds.

Other less cited codes included CO7F (2 patents), involving research on acyclic,
carbocyclic, or heterocyclic compounds containing elements other than carbon, hydrogen,
halogens, nitrogen, sulfur, selenium, or tellurium. However, the code CO7H (1 patent)

encompasses work with sugars; their derivatives; nucleosides; nucleotides; and nucleic acids.

Almost all patent documents feature an International Patent Classification (IPC) code,
which serves to facilitate the uniform identification of intellectual property documents.
Patents are organized into sections, subsections, classes, subclasses, and groups, following a
hierarchical principle based on the origin of innovations and their objectives. The IPC enables
researchers to search for novelty, validity, patentability, infringement, and information,

becoming a tool of significant relevance (WIPO, 2020).
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Figure 5 - International Patent Classification of selected documents.
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Pharmacological Innovations Against Visceral Leishmaniasis in the Americas

Visceral leishmaniasis is the most severe form of the disease with approximately
3.000 new cases per year. When left untreated, this parasitic infection leads to the death of
90% of infected individuals. Among Latin American countries, Brazil stands as the primary
country with the highest number of reported cases. Just in 2020, 1.933 cases were registered

with a widespread distribution across Brazilian states (PAHO, 2021).

The current pharmacotherapy for Leishmania infantum chagasi presents numerous
limitations, highlighting the need for new prototypes with greater efficiency, lower
cytotoxicity and minimal side effects for infected individuals. Although neglected tropical
diseases are not the primary investment choice for major pharmaceutical industries due to
limited financial return, the importance of seeking new treatments for this disease, present in
various countries and with high mortality rates worldwide, cannot be underestimated

(Vasconcelos; Rezende, 2021).

The Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi) exposes drug prototypes for
visceral leishmaniasis. In phase I clinical trials, acoziborol, nitroimidazole, GSK245 and

DNDI-6899 are mentioned. However, in phase II clinical trials, only Novartis's LXE408 is
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being tested. In phase III, tests are described with combinations of existing treatments used
for leishmaniasis, such as liposomal amphotericin B + miltefosine for visceral leishmaniasis
cases in Asia and miltefosine + paromomycin or liposomal amphotericin B for visceral
leishmaniasis cases in Sudan. Similarly, the use of miltefosine + paromomycin in cases of
visceral leishmaniasis in Africa has shown to be a promising treatment alternative (DNDi1,

2023).

In Latin America, a collaborative study sought a better alternative for visceral
leishmaniasis treatment. This research was conducted in Brazil with the support of DNDi, the
Ministry of Health, the University of Brasilia and the Oswaldo Cruz Foundation,
demonstrating that liposomal amphotericin B is the treatment of choice, being shorter and
safer. However, this medication triggers significant side effects, highlighting the need to

search for new pharmacological alternatives (DND1, 2022).

The referenced research EP2950795B1 describes the investigation of fexinidazole for
the treatment of L. infantum chagasi in vivo. In the experiment, naturally infected dogs in an
endemic environment were used, resulting in promising findings: There was complete
elimination of the parasite and absence of symptoms (Pollmeier; Blair, 2018). Fexinidazole
belongs to the group of nitroimidazoles and acts as a prodrug activated by the parasite's nitro-

reductase enzymes, exerting an antiprotozoal action (Fersing et al., 2018).

Recent research confirms the leishmanicidal potential of fexinidazole in vivo in
BALB/c mice infected with promastigotes. This drug, originally marketed as a trypanocidal
agent, also demonstrated the ability to reduce the parasitic load of L. infantum chagasi in the
liver and spleen (Teixeira et al., 2019). Registry NCT01980199 describes fexinidazole as an
oral treatment in phase II clinical trials in patients with visceral leishmaniasis in Sudan,
providing absence of the parasite on day 28 of treatment or day 56, eliminating the need for
additional medication until day 210. However, the studies were interrupted due to the lack of

observed efficacy throughout the research (Clinical Trials, 2015).

The research mentioned in patent EP4092030A1 discusses the synthesis of
pyridopyrimidine derivatives and their leishmanicidal potential in the in vivo model of
hamster L. infantum chagasi. After the administration of three derivatives, Cl1
(methoxybenzonitrile), C3 (amine) and C4 (carbonitrile), in addition to the control

(miltefosine), a reduction in the number of parasites in the liver, spleen, and bone marrow
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was observed (Breese et al., 2022). Synthetic pyrimidines represent chemical structures
capable of generating derivatives like pyrrolipyrimidine, which exhibit anti-parasitic potential
against Trypanosoma brucei, making them a promising alternative for drug innovations
derived from this compound, which can play an anti-Leishmania activity (Gibson et al.,

2009).

New derivatives of triazolopyridopyrimidines were evaluated for their in vivo
leishmanicidal potential in murine models with acute infection by L. infantum chagasi.
Derivative la (3-phenyl-6,8-di(2-pyridyl)-[1,2,3]triazolo[5',1':6,1]pyrido[2,3-d]pyrimidine)
showed remarkable anti-Leishmania activity against amastigote forms present in the spleen of
these animals by its ability to affect the parasite's DNA integrity and induce the generation of

reactive oxygen species (ROS) (Adam et al., 2015).

The file EP3502109A1 explores the capacity of 5-6-5 triazole-phenyl-thiazole
heterocycles and their structurally substituted derivatives (IA) and cationic triazole salts (IB)
as inhibitors of the activity and dimerization of the trypanothione reductase enzyme present
in the parasite. Among promastigote forms, compound 10d (IB) showed a superior efficacy
of 47,02%. In axenic amastigotes, derivative 8j (IA) exhibited a maximum effect of 25,08%
and in intracellular amastigotes, derivative 8e (IA) achieved an efficacy of 33,6% (Camarasa

etal. 2019).

Currently, new formulations of triazole derivatives are being developed to validate
their leishmanicidal potential. Researcher Gontijo (2021) investigates the action of
alkyltriazoles and alkylphosphocholines in female hamsters infected with L. infantum chagasi
amastigotes. When compared to the control group, which showed values of 4,67 and
5,92x10°/g of parasites in the animals spleen and liver, respectively, treatment with
alkyltriazoles showed more promising results, recording values of 1,30%g and 1,36x10%/g in

the spleen and liver, respectively.

Document WO02020139291 exposes the potential of bisnaphthalimidopropyl
derivatives as prototypes for drugs against parasitic diseases, including leishmaniasis. Among
the various compounds developed, compound 9 exhibited activity against the promastigote
form of L. infantum chagasi in vitro, resulting in a mortality rate of 45% after 3 days of

treatment (Guzel et al., 2020). Synthetic derivatives of bisnaphthalimidopropyl reveal a
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mechanism of action by inhibiting the NAD" dependent sirtuin deacetylase activity, leading

to apoptosis in L. infantum chagasi promastigotes (Keskin et al., 2019; Islek et al., 2022).

Variations of bisnaphthalimidopropyl derivatives were created and investigated for
their in vivo anti-Leishmania potential. In experimental tests, chronically infected BALB/c
mice with L. infantum chagasi received these compounds, resulting in a significant reduction
in the parasitic load in the liver and spleen of these animals, even in a short treatment period

(Tavares et al., 2012).

Document W02021205303 explores the efficacy of ozonized peanut oil against L.
infantum chagasi in vivo. The experiment was conducted with four dogs (2 males and 2
females) naturally infected with L. infantum chagasi, each animal showing varied symptoms
of the disease. The results revealed regression of symptoms or complete recovery of the
clinical condition in dogs that received the treatment (Caroci, 2021). Ionization is a process
that adds superoxide ions (-) to the O, molecule. Ozonotherapy has been implemented using
vegetable oils, which have been extensively studied against parasitic infections (Akash;

Rajasekar, 2021).

Research indicates that ozone induces peroxidation and destruction of the cellular
walls and cytoplasmic membranes of Leishmania, degrading essential components such as
glycoproteins, glycolipids, and crucial amino acids for the parasite's structure (Rajabi, 2015).
Author Moda et al. (2014) evaluated the effects of intra-abdominal and intra-renal
ozonotherapy in dogs infected with L. infantum chagasi for four weeks, observing significant
improvements in the renal conditions of the animals with a decrease in serum levels of urea

and creatinine, which are often altered in dogs infected by this species of Leishmania.

Patent WO2018015595A2 mentions the investigation of benzyl O-hydroxamate
compound linked to gold nanoparticles and its leishmanicidal potential in vitro in
promastigotes and amastigotes, as well as in vivo in BALB/c mice against L. infantum
chagasi. The results obtained were promising, showing a reduction in the number of parasites
by more than 90% (Gomez et al., 2018). Hydroxamic acids can operate through different
mechanisms of action, including the inhibition of histone deacetylases found in the
Trypanosoma spp. parasite and acting on the inhibition of IspC, an enzyme present in

Plasmodium berghei (Behrendt et al., 2011; Kelly et al., 2012).
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Hydroxamic acids are found in natural products, and their metal chelation properties
demonstrate anti-trypanosomal action against Trypanosoma brucei and Trypanosoma cruzi,
showing efficacy against Leishmania spp. species (Alam, 2019; Foscolos et al., 2022).
Another study involving O-alkyl hydroxamate derivatives implemented in gold nanoparticles
demonstrated increased activity against L. infantum chagasi amastigotes introduced into
BALB/c mice, resulting in a lower parasitic load in the liver and spleen of these animals

(Corpas-Lopez et al., 2020).

The research described in patent EP3995502A1 discusses the potential of 4-
hydroxyphenylphosphonium derivatives against promastigote and amastigote forms of L.
infantum chagasi, the causative agent of visceral leishmaniasis. Compound 1 with the
chemical formulation of Bromide of (15-(2,4-di-hydroxyphenyl)-15-oxopentacil)
triphenylphosphonium did not show a significant reduction in the in vitro parasitic load.
However, in vivo studies in treated BALB/c mice demonstrated a reduction of more than 98%
in the number of parasites when analyzing the liver and spleen of these animals (Dardonville

etal., 2022).

Triphenylphosphonium salts are molecules that act on the mitochondria of
Leishmania, interfering with the energy metabolism and affecting ATP synthesis. BALB/c
mice were infected with L. infantum promastigotes and treated with 4-
hydroxyphenylphosphonium derivatives. After this period, the spleen and liver were removed
to analyze the parasitic load, confirming the reduction of parasites with the established

treatment (Manzano et al., 2019).

The patent document JP2018043998A reports the enhancement of conventional
liposomes with meglumine antimoniate associated with long-circulating liposomes in the
treatment of L. infantum chagasi. In vivo assays performed in BALB/c mice showed a
significant decrease in the number of parasites in the liver and spleen of the animals (Frederic
et al., 2018). Although the mechanism of action of meglumine antimoniate is not fully
elucidated, it is believed that this drug acts by inhibiting several enzymes, such as
trypanothione reductase and topoisomerase, to induce protozoan apoptosis (Santiago et al.,

2021).

Dos Santos et al. (2020) define the therapeutic potential of conventional liposomes

and PEGylated liposomes for the delivery of meglumine antimoniate + allopurinol for the
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treatment of leishmaniasis. /n vivo experiments in dogs show promising results compared to
allopurinol and the untreated group. There was suppression of the parasitic load of L.
infantum chagasi in the liver, spleen, and bone marrow, potentiated by these liposomal
complexes. The use of liposomal nanoparticles is increasingly emerging for the treatment of
various diseases, precisely due to their physicochemical characteristics that provide

biocompatibility and efficient drug delivery to the target region (Eygeris et al., 2022).

In patent description WO2022101588A1, the leishmanicidal action of gold complexes
with fluorinated heterocyclic carbene ligands is investigated. /n vitro experimental tests with
axenic amastigotes of L. infantum chagasi show that most formulated gold complexes were
equally or more effective than control drugs (amphotericin B, pentamidine, miltefosine and

fexinidazole) (Gornitzka et al., 2022).

Zhang et al. (2018) analyzed a series of five new gold complexes containing
heterocyclic carbenes in vitro in promastigotes and axenic amastigotes of L. infantum
chagasi. The gold complexes have a mechanism of action that modifies and blocks cysteine
residues in the active sites of the protozoan enzymes. The complexes in the research were
active and selective against L. infantum compared to standard drugs (amphotericin B,

pentamidine and miltefosine).

Patent W0O2022/008708A1 evaluates artesunate in dogs naturally infected with L.
infantum chagasi. Artesunate is a semi-synthetic organic peroxide from the artemisinin group
used for the treatment of severe malaria, administered orally with a daily dose for 6 days.
This drug demonstrated safety and efficacy, with a significant reduction in clinical symptoms

and parasitic load compared to meglumine antimoniate + allopurinol.

The experimental study by Medkour et al. (2020) highlights the action of artesunate
against L. infantum chagasi in naturally infected dogs. The research included 42 dogs
followed for a period of 6 months, where the control group received standard medications,
meglumine antimoniate and allopurinol for 28 days, while the treated group received
artesunate for 6 days. There was a decrease in antibodies, making the animals that received
artesunate seronegative (58%), along with improvements in clinical signs and elimination of
parasites, without side effects during artesunate treatment, making it a promising alternative

in conjunction with the results of meglumine antimoniate and allopurinol.
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Document W02022008784A1 investigates the activities of simple acyclic polyamines
linked to heterocyclics for the treatment of leishmaniasis and trypanosomiasis in vitro. The
results obtained in the promastigote and amastigote forms of L. infantum demonstrate that the
compounds from this research have the ability to inhibit superoxide dismutase, an exclusive

enzyme of kinetoplastid parasites belonging to the genus Leishmania.

Several polyamine substances are being investigated to understand their
leishmanicidal action in inhibiting crucial enzymes for the parasite's survival, such as iron
superoxide dismutase. Polyamine derivatives have shown efficacy against L. infantum
chagasi, presenting a notable metabolic alteration with an increase in succinate, leading to

high levels of redox stress, as well as L-alanine and acetate (Urbanova et al., 2019).

When analyzing the drug innovations described in the DNDi, none of the prototypes
mentioned in the patents were included. This highlights the scarcity of options to treat
visceral leishmaniasis, a recurring and lethal disease in Latin America. This emphasizes the
lack of recognition for cases of this neglected disease, highlighting the urgency for advances

in research against visceral leishmaniasis and the expansion of pharmacological trials.

It is important to note that the prototypes mentioned in the patents show promising
results and are strong candidates for medications, exhibiting considerable potential against
Leishmania infantum chagasi both in vitro and in vivo. These different innovations are
effective against the promastigote and/or amastigote forms of the protozoan, capable of
acting on different molecular targets present in Leishmania, resulting in the induction of

leishmanicidal activity.

CONCLUSION

Therefore, this study demonstrated advances in the search for new compounds in the
pharmacological and biotechnological areas, where these findings are relevant for innovation
in the pharmacotherapy of this disease. The recent patent scenario describes new prototypes
against L. infantum chagasi, both synthesized and natural products and their potential has
been validated in in vitro and in vivo experiments. Advances in research into leishmaniasis

treatments are still challenging and preliminary, as there is no mention of clinical studies.
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Highlights

* Synthetic derivatives of purpurogallin showed low toxicity to J774.A1 macrophage cells.

* Compounds 19a, 18b, 18d and 18e exhibited significant cytotoxicity (>80%) against L.
amazonensis and L. infantum chagasi species.

* Derivative 18 presented a significant selectivity index (>10,06) against L. infantum chagasi,

being more selective to the parasite than to the macrophages.

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a neglected disease with several limitations in its pharmacological
therapy, which should be considered in the search for new prototypes. Purpurogallin is a
phenol that plays various pharmacological and biological activities, including antiparasitic
activity. Therefore, this study investigated the in vitro leishmanicidal potential of synthetic
derivatives of purpurogallin. The cytotoxicity of the compounds was evaluated in J774.A1
macrophages by MTT colorimetric assay, and the anti-Leishmania action was assessed in the
promastigote forms of L. amazonensis and L. infantum chagasi. The derivatives showed low
cytotoxicity in host cells (<50%), except for 19a and 18e. Conversely, substances 19a, 18b,
18d and 18e showed promise in inhibiting L. amazonensis and L. infantum chagasi species
with cytotoxicity >80%. The derivative 18 demonstrated a selectivity index >10,06 against L.
infantum chagasi compared to macrophages (J774.A1). In conclusion, based on the results
obtained, synthetic derivatives of purpurogallin appear to be strong leishmanicidal candidates
due to their low cytotoxicity to human cells and significant inhibition against the evaluated

species.

Keywords: Leishmanicidal, Synthetic Compounds, Prototypes.

Graphical Abstract
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Purpuragalin and derivatives Leishmanicidal action in L.
amazonensis and L. infantum chagasi
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INTRODUCTION

A Leishmaniasis is an infectious disease caused by parasites of the genus Leishmania,
which is categorized among Neglected Tropical Diseases (NTDs). Its higher incidence occurs
in countries lacking governmental investment in public healthcare quality and basic
sanitation. Consequently, this disease primarily affects impoverished, immunocompromised,

and malnourished individuals (Fampa et al., 2021).

This parasite is transmitted by the female phlebotomine vector, commonly known as
the sandfly, through the blood-feeding process. Promastigote forms develop within the
invertebrate vector and when transmitted to the vertebrate host, these flagellated protozoa are
phagocytosed by immune cells, mainly macrophages. Once internalized, promastigotes alter
their evolutionary forms into amastigotes, displaying an oval morphology with an
internalized flagellum that proliferates and causes cell lysis, leading to new phagocytosis

events (Serafim et al., 2021).

The clinical manifestations of this disease may vary depending on the infecting
species. The most recurrent manifestation is tegumentary leishmaniasis (LT). However,
visceral leishmaniasis (LV) is considered the most severe form, triggering symptoms like

hepatosplenomegaly, anemia, irregular fevers, weight loss, among other symptoms that might
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be common in other pathologies, potentially leading to misdiagnosis or delayed diagnosis

(Mann, 2021).

Current pharmacological therapies present considerable limitations such as cost,
administration route, low drug safety leading to parasite resistance and high toxicity.
Choosing appropriate treatment requires understanding the individual in a singular way,
considering important factors such as age, co-infection with other pathologies, infecting

species, clinical manifestations and accessibility to pharmacotherapy (Sundar; Singh, 2018).

Currently, pharmaceutical industries show no interest in investing in new drug
formulations for eradicating neglected diseases like leishmaniasis due to low treatment
accessibility, making the financial return unfeasible for these companies. However, records of

infection cases caused by this parasite have been gradually increasing over the years

(Carvalho et al., 2019).

Natural products have been used in folk medicine for centuries due to their
pharmacological and biological potentials in treating various human pathologies. These
biomolecules have different chemical structures and are widely distributed in nature, being

found in plant, animal, microbial and marine organisms (Koparde et al., 2019).

Biotechnology has contributed to improving natural compounds that present
limitations due to their complex chemical structures and low productivity of molecules.
However, chemical synthesis contributes to formulating natural products of pharmacological
importance, aiming to eliminate limitations found in specific biomolecules (Li, 2018;

Cravens, 2019).

Natural phenolic compounds are widely used for their diverse biological activities.
Among these compounds is purpurogallin (2,3,4,6-tetrahydroxy-5H-benzocyclohepten-5-
one), comprising a benzotropolone. This molecule can be found in various plant organisms,
mainly in oak galls and nuts from Quercus spp. However, this chemical structure can be
obtained synthetically through different methodologies, with the primary method used
currently being the oxidation process with pyrogallol (Kim, 2018).
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Therefore, the present research was conducted to evaluate the in vifro leishmanicidal

potential of synthetic derivatives of purpurogallin against strains of L. infantum chagasi and

L. amazonensis.

MATERIALS AND METHODS

Production of purpurogaline derivatives

Purpurogaline and its derivatives represented in table 1, were synthesized and characterized

at the Bioactive Compound Synthesis Laboratory (LSCB) of the Federal Rural University of

Pernambuco (UFRPE) by Prof. Dr. Celson Amorim Camara and Master Yasmim Lucas da

Silva.

Table 1 - Molecular structures of purpurogaline derivatives
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4-hydroxy-6-[(3- benzo[7]annulen-5-one

hydroxypropyl)amino]-2,3-dimethoxy-
SH-benzo[7]annulen-5-one

Maintenance of J774.A1 Macrophage Line

J774.A1 macrophages were cultured in culture bottles in 10 mL of RPMI medium
(Roswell Park Memorial Institute-1640) supplemented with L-glutamine, pyruvate, non-
essential amino acids, 10% fetal bovine serum (Roche), and maintained in an incubator at

37°C, 95% humidity and 5% CO..

Determination of Cell Viability in the J774.A1 Line

At the time of use, J774.A1 macrophages were cultured in 96-well plates at a
concentration of 5 x 10* cells/well and incubated overnight in an incubator at 37°C with a
humid atmosphere containing 5% CO,. Subsequently, the supernatant was removed from the
wells, and the cells were treated in triplicate with 200 pL of substances diluted in RPMI
medium at different concentrations of 100, 30, 10, 3, 1 and 0,3 uM, reincubated for 48 hours.
Cell viability was determined by the MTT reduction assay (Mosmann, 1983) and absorbance
readings were taken at 550 nm using a spectrophotometer. The cell viability of macrophages
treated with the compounds was compared to the death standard obtained in control cultures

that received only supplemented RPMI medium.
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Maintenance of L. infantum chagasi and L. amazonensis Species

The promastigote forms of the parasites L. infantum chagasi and L. amazonensis were
maintained in vitro in Schneider's medium (Sigma-Aldrich), supplemented with 10% Fetal
Bovine Serum (FBS), 2mM L-glutamine and 2% sterile human urine, in a Biological Oxygen
Demand (BOD) incubator at 25°C. When they reached their optimal growth, they were used

for the experiments.

Cytotoxicity Assay in Leishmania Promastigotes

The parasites were centrifuged at 3500 rpm for 10 minutes at 25°C. Subsequently, the
supernatant was discarded, and the pellet was resuspended in Schneider's medium. A
concentration of 1x10° parasites/mL was used, and then 100 pL of this suspension was
distributed into a 96-well plate. The treatment was performed in triplicate with the
compounds diluted in 100, 30, 10, 1, 3, 0,3 uM and amphotericin B from 100 to 0,001 uM, as
well as the 0,2% DMSO vehicle control prepared in supplemented Schneider's medium, to
achieve a final volume of 200uL per well. The plate was incubated in a BOD incubator at
27°C for 48 hours. After this period, the number of parasites was determined using a
Neubauer chamber with the aid of an optical microscope. The inhibition caused by each
extract was expressed as a percentage in relation to cells cultured only in the presence of the

DMSO vehicle and Schneider's medium.

Statistical Analysis

Statistical analyses of the data obtained in the in vitro assay were performed using
analysis of variance (ANOVA) and Tukey's post-hoc tests, using GraphPad Prism 8

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA Statistical). Data were considered significant
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when *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001 and ****p<0,0001 compared to the diluent of the

DMSO 0,2% extracts.

RESULTS AND DISCUSSION

Cytotoxic evaluation in J774.A1 macrophages and leishmanicidal action of derivatives

in Leishmania species.

Initially, the cytotoxicity of purpurogalin derivatives on J774.A1 lineage macrophages

was evaluated, and the results can be observed in Table 2.

Table 2 - Cytotoxic effect of in vitro treatment of purpurugalin and derivatives on

macrophages of the J774.A1 lineage for 48 hours.

Treatments Cls “(uM) £ S.E.M Maximum cytotoxicity = S.E.M
(%)’
Amphotericin B 52,56 £4,08 63,82 £ 1,07****
8 >100 34,28 £ 1,82%***
18 >100 30,68 +£2,52%*
19 >100 13,29 +£2,99
18a >100 6,23 +3,61
19a 27,89 +£4,52 89,43 + (,37****
18b >100 30,70 £ 1,66%***
18d > 100 32,24 £2,66%***
18e 37,89 £ 0,96 90,61 £ 0,30%***

?50% Inhibitory Concentration + Standard error of inhibitory concentration in J774.A1, calculated using
concentration-response curves. "Mean + standard error of the mean of the maximum effect on the viability of
J774.A1, in triplicate from a representative experiment. Maximum effect values were significant when

***%p<0,0001 compared to the 0,2% DMSO group.

It is observed that out of the eight purpurogalin derivatives, only 19a and 18e were
cytotoxic with a maximum effect >80%. However, the other derivatives showed an IC50

(mean inhibitory concentration of the compound) >100 uM and a maximum effect <50%,
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demonstrating low cytotoxicity to host cells, in contrast to amphotericin B, which presented
an IC50 of 52,56 uM and a maximum effect of 63,83%. Substances 19a and 18e that
exhibited cytotoxicity have a similarity in their chemical structures due to the presence of
methoxyl radicals (CH;0) at carbons 2 and 3 of the molecule, as well as a closed cyclic

structure with a ketone (C = O).

It is understood that purpurogalin (PPG) plays a cytoprotective role as an antioxidant
against xanthine oxidase, which is a flavoprotein that produces toxic superoxide anions. PPG
can exert natural cytoprotection due to the presence of tropones that contribute to this
bioactivity against toxic superoxide and hydroxyl radicals, as is the case with hydrogen

peroxide that causes DNA damage and T cell apoptosis (Popov et al., 2019).

Similarly, the cytotoxicity of derivatives and the selectivity index against host cells
and the promastigote forms of L. amazonensis and L. infantum chagasi were evaluated, as

shown in Tables 3 and 4.

Table 3 - Leishmanicidal effect of purpurugalin and derivatives against promastigote forms

of L. amazonensis.

Treatments Cls*(nM) = S.E.M Maximum SI*
Cytotoxicity+S.E.M
(%)°
Ampbhotericin B 0,90 + 0,04 92,81 + 1,90**** 58,4
8 >100 NC -
18 >100 26,61 £ 1,24%*** -
19 >100 48,92 + 1,90%*** -
18a >100 18,70 £ 0,71%** -
19a 22,99 £ 1,35 91,47 £ 1,55%*** 1,21
18b 33,44 £ 2,64 90,70 + 2,68**** >2,99
18d 22,43 £2,01 91,47 £+ 0,77**** >4,45
18e 24,06 £ 0,68 88,37 + 1,34%**x* 1,57

*Inhibitory concentration of 50% =+ standard error of inhibitory concentration in L. amazonensis promastigote,
y ry p g

calculated using concentration-response curves. "Mean + standard error of the mean of the maximum effect on
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Leishmania promastigote viability, in triplicate of a representative experiment. Maximum effect values were
significant when ****p<0,0001 compared to the 0,2% DMSO group. NC: Non-cytotoxic up to the maximum
concentration tested, when compared to the 0,2% DMSO group. SI: Selectivity index = CCs, (macrophages) /
ICso (Leishmania spp.).

Promastigotes of the species L. amazonensis were subjected to treatment with
purpurogalin derivatives, and it was found that 19a (22,99 uM), 18b (33,44 uM), 18d (22,43
uM) and 18e (24,06 uM) demonstrated efficacy in inhibiting this parasite with a maximum
effect of >80%, similar to the standard drug, which exhibited a maximum effect of 92,81%
and an ICso of 0,90 uM. However, substances 8, 18, 19 and 18a did not exhibit cytotoxicity
greater than 50%.

The derivatives 19a, 18b, 18d and 18e are active against the parasite strain, showing
functional groups in their chemical structures with the presence of secondary amine groups
(N-butylamine, butylamine, methylamine or benzylamine) and methyl radicals (CH;). What
differs among them are the quantities and distributions of these structures within the
purpurogalin molecule; however, 18e is the only derivative with the addition of a

benzylamine.

The purpose of the selectivity index is to obtain a parameter for selecting substances
for human cells or strains of Leishmania species, considering a substance to be selective if the
value is equal to or greater than 10. Substances 18b and 18d showed values >2,99 and >4,45,
respectively. Thus, as they did not reach definitive values, it can be concluded that these

derivatives may or may not be selective against the parasite.

Table 4 - Leishmanicidal effect of purpurugalin and derivatives against promastigote forms

of the species L. infantum chagasi.

Treatments Cls *(uM) = Maximum SI¢
S.E.M. Cytotoxicity£S.E.M
(%)°
Anfotericina B 26,46 £ 3,62 78,86 £ 0,90%*** 241
8 >100 NC -
18 9,94 +4,15 60,22 £ 3,87**** >10,06

19 79,01 + 8,28 59,14 £ 2,1 5%*** >1,26
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18a 25,30 £0,55 75,27 £ 1,07*%** >3,95
19a 28,66 £ 5,98 89,81 + (,92%**:* 0,97
18b 22,36 £ 1,45 86,13 £ 2,02%*** >4.,47
18d 38,01 £2,26 81,48 + 2,45%#** >2,63
18¢ 22,67 +2,21 90,48 £ 4,1 5%*** 1,67

‘Inhibitory concentration of 50% =+ Standard error of inhibitory concentration in L. infantum chagasi
promastigote, calculated using concentration-response curves. "Mean + standard error of the mean of the
maximum effect on Leishmania promastigote viability, in triplicate of a representative experiment. Maximum
effect values were significant when ****p<0,0001 compared to the 0,2% DMSO group. NC: Non-cytotoxic up
to the maximum concentration tested, when compared to the 0,2% DMSO group. °SI: Selectivity index = CCs

(macrophages) / ICsy (Leishmania spp.).

The derivatives 18 (9,94 uM), 19 (79,01 uM), 18a (25,30 uM), 19a (28,66 uM), 18b
(22,36 uM), 18d (38,01 uM) and 18e (22,61 uM) showed significant efficiency in inhibiting
L. infantum chagasi with a maximum effect >59%. However, noteworthy are substances 19a,
18b, 18d and 18e, which were the most effective against the protozoan, demonstrating a

maximum effect superior to 80%. These products revealed greater cytotoxicity than

amphotericin B, which exhibited an efficacy of 78,86% and an ICs, of 26,46 uM.

It is observed that the derivatives that showed higher efficiencies (19a, 18b, 18d and
18¢) were the same as those that yielded promising results in the inhibition of L.
amazonensis. When analyzing the selectivity index, only substance 18 was selective against
L. infantum chagasi promastigotes with a value >10,06 and demonstrating a lower IC50 of
9.94 uM compared to the others originated. However, the derivatives 19 (>1,26), 18a (>0,97),
18b (>4,47) and 18d (>2,63) did not present a determined value, indicating a potential for

attaining selectivity against the parasite.

Substance 8 did not demonstrate cytotoxicity to either Leishmania species, it
originated from an oxidative reaction with pyrogallol and contains the chemical structure of
purpurogalin without modifications. Through this synthetic purpurogalin, other derivatives

were generated.

In the molecule identification process conducted by the author Da Silva in
synthesizing the derivatives in the study, substance 8, which is the purpurogalin that gives

rise to the derivatives, has hydroxyls in its chemical structure, giving it a more polar
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characteristic. However, when replacing the hydroxyls with methoxyls and/or amine groups,
it resulted in increased non-polarity compared to the original substance. Thus, structural
changes through other chemical configurations, both in quantity and extent, can influence the

interaction of substances with the non-polar regions in the Leishmania's plasma membrane.

Scientific studies have shown that derivatives containing amine or methoxy groups
exhibit leishmanicidal activity. Rodrigues et al. (2018) synthesized compounds of 4-phenyl-
1,3-thiazol-2-amines. Upon evaluating the results, it was found that the substance 4-C(CHj5)3
induced a reduction in L. amazonensis promastigotes in vitro, with an ICsy of 20,78 uM. The
ICso values were similar in the same species treated with purpurogalin derivatives: 19a (22,99

uM), 18d (22,43 pM) and 18e (24,06 pM).

Phenethylamine derivatives showed potential against Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi promastigotes in a 48-hour treatment. It is noteworthy that N-
phenethylbenzamide has a similar ICsy (9,6 uM) to substance 18 of purpurogalin (9,94 uM).
However, the compound N-(4-methylphenethyl)benzamide demonstrates an 1Cso of 27,9 uM,
comparable to the ICs, values of derivatives 18a (25,30 uM), 19a (28,66 uM) and 18e (22,67
uM) of purpurogalin (Brasil ef al., 2017).

The synthesis and biological evaluation of fatty acids from Sommera sabiceoides
resulted in anti-Leishmania activity against L. donovani promastigotes. The (£)-2-methoxy-6-
heptadecynoic acid contains methoxy in its chemical structure and demonstrated a CEsy of
74,0 uM. This compound was promising in inhibiting Leishmania topoisomerase 1B enzyme.
It is noteworthy that the cytotoxicity index of the new fatty acid was similar to derivative 19
of purpurogalin in L. infantum chagasi, which showed an ICs, of 79,01 uM (Carballeira et al.,
2012).

Currently, few studies describe the antiparasitic potential of purpurogalin, as
demonstrated by authors Lamba and Roy (2023), who reported PPG's action on Plasmodium
falciparum species by inhibiting DNA gyrase, which is a type Il topoisomerase present in
unicellular organisms. The substance induced a significant reduction in parasite growth

(>90%) with a 96-hour treatment.
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DNA gyrase is a type II topoisomerase present in the nuclear genome of bacteria and
parasites such as P. falciparum, playing an essential role in DNA replication. However, it is
important to note that apicoplast gyrase, found in protozoa, is not present in humans. In this
context, purpurogalin has shown promising results in inhibiting protozoan growth, as it

directly interferes with this enzyme, offering antiparasitic action (Pakosz et al., 2021).

Author Ren et al. (2001) produced derivatives containing aromatic and aliphatic esters
with hydroxyl group from a purpurogalin benzotropinone. During the investigation of in vitro
antiparasitic activity, compound 31 showed an ICsy of 8,9 mM against P. falciparum, while
derivative 3f exhibited an ICso of 9,2 mM, values comparable to derivative 18 of synthetic

purpurogalin, which showed an ICs, of 9,94 uM.

CONCLUSION

The tested derivatives show low toxicity against J774.A1 macrophages, extracts 19a
and 18e. However, substances 19a, 18b, 18d and 18e are strong antiparasitic candidates due
to their high efficiency against L. amazonensis and L. infantum chagasi species in their
promastigote forms. It's worth noting that derivative 18 showed selectivity towards the
species causing VL. Thus, advancements in research with purpurogallin and its derivatives

are crucial for formulating a safe and effective prototype against this parasitosis.
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Resumo

Introducio: A utilizacdo de produtos naturais ¢ utilizada a décadas pela sociedade para
diversos problemas de satide humana. A Abarema cochliacarpos (Gomes, 1803) Barneby &
Grimes 1996, conhecida popularmente como barbatimdo, contém proteinas lectinas, que
podem desempenhar atividades farmacoldgicas. Atualmente, parasitoses como a
leishmaniose acarretam em um alto indice de letalidade e as farmacoterapias atuais
demonstram diversas limita¢cdes graves, com isso, a busca por novos protdtipos ¢ essencial

para a erradicagdo dessa enfermidade.

Objetivo: Dessa maneira, o presente estudo procura investigar por intermédio de ensaios
farmacologicos in vitro o potencial leishmanicida e agdo citotoxica em células hospedeiras
da linhagem J774.A1 (macrofagos) de produtos naturais derivados da entrecasca de

Abarema cochliacarpos.

Métodos: A citotoxicidade dos extratos e da proteina parcialmente isolada foram avaliadas
em macréfagos da linhagem J774.A1 através de ensaio colorimétrico MTT em diferentes
concentragdes (100, 30, 10, 3, 1, 0,3 ug/mL). A acdo leishmanicida foi averiguada na forma
promastigota de L. amazonensis e L. infantum chagasi, através de leitura em microscopio
optico, posteriormente os dados foram implementados no GraphPad Prism 8 para analise

estatistica.
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Resultados: Os derivados naturais da Abarema cochliacarpos nao demonstra toxicidade nas
células hospedeiras J774.A1 (macrofagos) e ndo foram ativas em ambas as cepas de L.

amazonensis e L. infantum chagasi na maior concentracao testada.

Conclusio: Portanto, pesquisas com os derivados das entrecascas de A. cochliacarpos sao
necessarias para o isolamento e purificagao total da proteina lectina, e posterior avaliagao da

atividade leishmanicida, isolamente.

Palavras-chave: Barbatimao, Extratos, Lectinas.

Introducio

A leishmaniose € uma parasitose que se enquadra como uma Doenca Tropical Negligenciada
(DNTs) em que a pobreza, desnutricao e falta de investimento na saude publica, contribuem
para a proliferacdo do vetor e aumento no nimero de infeccdes. Na América Latina, o
territério brasileiro continua sendo um dos principais paises com maiores registros de casos
dessa doenga, em que as formas sistémicas sdo a leishmaniose visceral e leishmaniose
tegumentar, essa ultima manifestagdo clinica se subdivide em leishmaniose cutanea (LC) e

mucocutinea (LCM).-?

Atualmente, existem alguns farmacos utilizados para a eliminacdo do parasito, como o
antimoniato de meglumina, anfotericina B, pentamidina, paramonicina e miltefocina.
Todavia, esses medicamentos apresentam diversas limitagdes e a escolha terapéutica para a
leishmaniose depende de varios fatores associados ao vetor-hospedeiro, como a resisténcia do
protozodrio, efeitos colaterais, alto custo, acessibilidade limitada e coinfeccdes com outras

doengas.®

O investimento financeiro do governo e interesse das grandes empresas farmacéuticas, sao
escassos ao contrapor com os indices de mortalidades parasitose. Portanto, a busca por novos
prototipos contra o género Leishmania, ¢ imprescindivel para a erradicacdo da enfermidade,
diante disso, as pesquisas por produtos naturais vém se ampliando para solucionar as

deficiéncias encontradas na farmacoterapia atual contra a leishmaniose.*”

Produtos naturais sao utilizados ha séculos na medicina popular por seus diversos compostos
bioativos que desempenham beneficios farmacoldgicos para os homens e animais, varias

estruturas vegetais como folhas, caules e raizes podem conter biomoléculas com potenciais
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terapéuticos, assim, sendo alternativas viaveis para investigacdo de protdtipos e formulagao

de fitoterapicos eficazes contra diferentes patologias.®

A espécie Abarema cochiliacarpos (GOMES 1803) BARNEBY & GRIMES 1996 ¢ uma
arvore endémica da Caatinga e Cerrado brasileiro, ¢ conhecida popularmente como
barbatimio e suas propriedades medicinais sdo exploradas por seus inimeros beneficios
como agdo anti-inflamatdria, antitumoral, antiparasitaria, antimicrobiana, entre outros
potenciais farmacéuticos que sdo desempenhados por estruturas quimicas como flavonoides,
terpenos, estilbenos, taninos e metabdlitos secundarios como as lectinas.”**

As proteinas lectinas, podem ser encontradas em organismos vegetais ou animais, sao
biomoléculas ndo imunes, que contém diferentes estruturas moleculares, quimicas e
biofisicas, podendo se ligarem a carboidratos presentes nas superficies celulares. Dessa
forma, desempenhando atividades biologicas como hemaglutinante,"” anticancerigeno,"”

antimicrobiano,"'? antifungico," antiparasitaria.¥

Portanto, o objetivo da pesquisa ¢ avaliar a atividade leishmanicida de produtos naturais
derivados da Abarema cochliacarpos (Gomes 1803) Barneby & Grimes 1996 em

promastigotas de L. amazonensis e L. infantum chagasi.
Métodos
Obtencao da espécie e preparo das amostras

A lectina foi isolada, caracterizada e purificada parcialmente pelo Laboratorio de
Metabolismo e Protedmica (LAMP) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). A A.
cochliacarpos foi coletada na reserva ambiental de Mata Atlantica na cidade de Coruripe —
Alagoas. A espécie vegetal foi identificada no Instituto do Meio Ambiente de Alagoas

(IMA).

Em seguida, foi conduzida até o Laboratério de Metabolismo e Protedmica, onde foi
realizado o preparo do extrato bruto, extrato bruto filtrado e purificacdo parcial da proteina
lectina por cromatografia em matriz de quitina. Posteriormente, a avaliagdo citotdxica e
leishmanicida dos derivantes, foram realizados no Laboratorio de Farmacologia e Imunidade

(LaFI) da Universidade Federal de Alagoas.
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Manutenc¢ao de macréfagos J774.A1

A manutencdo das células da linhagem J774.A1 (macrofagos) foram realizadas com meio
RPMI suplementado com L-glutamina, piruvato, aminoacidos ndo essenciais, 10% de soro

fetal bovino e mantidas em estufa a 37°C com 95% de umidade e 5% CO2.
Ensaio de citotoxicidade dos compostos na linhagem J774.A1

Os macrofagos foram plaqueados na concentragdo de 5x10* células/pogo em placas de 96
pocos e incubadas overnight em estufa a 37°C, 7% de umidade e 5% de CO,. Em seguida,
foram removidos os sobrenadantes dos pogos e posteriormente foram distribuidas as amostras
em triplicata diluidas em meio RPMI nas concentragdes de 100, 30, 10, 3, 1 ¢ 0,3 Mg/mL em
um volume de 200 pL/pogos e reincubadas por 48h. Os pogos controles foram células
cultivadas somente com meio de cultura ou células cultivadas na presenca do diluente dos
derivados (Tampao fosfato). A viabilidade celular foi determinada por ensaio colorimétrico
de MTT" realizando a leitura das absorbancias em espectrofotdometro a 550 nm. A
viabilidade celular dos macrdéfagos tratados com as substancias foi comparada ao padrdo de

morte obtido nas culturas controle que receberam o meio RPMI.
Cultivo das espécies de L. infantum chagasi e L. amazonensis

As espécies do parasito Leishmania, foram cultivadas nas formas promastigotas em meio
Schneider’s (Sigma-Aldrich), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 2mM de
L-glutamina e 2% de urina humana estéril e incubados em uma incubadora de Demanda

Bioquimica de Oxigénio (BOD) a 27°C.
Ensaio citotoxico dos extratos nas espécies do parasito Leishmania.

Os parasitos foram centrifugados e ressuspendidos em 1 mL de meio Schneider para obter
uma concentra¢io de 1x10° parasitos/mL. Em seguida, foram distribuidos 100uL dessa
suspensdo em placa de 96 pocos e posteriormente o tratamento diluido (100, 30, 10, 1,3 ¢ 0,3
mg/mL) foi adicionado sobre os parasitos em triplicatas. Assim como, o fairmaco padrdo de
anfotericina B (100 a 0,001 uM) e o controle de veiculo tampao fosfato (0,1%) preparadas em
meio Schneider suplementado, para alcangar um volume final de 200uL. por poco. A placa
entdo foi incubada em estufa BOD a 27°C por 48 horas. O numero de promastigota foi

determinado utilizando camara de Neubauer em microscopio Optico. A inibi¢do causada por
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cada extrato foi expressa como uma porcentagem em relacao as células cultivadas apenas na

presenca do veiculo tampao fosfato.

Analise estatistica

As anélises estatisticas dos dados obtidos no ensaio in vitro foram realizadas por meio de
analise de variancia (ANOVA) e testes post-hoc de Tukey, utilizando o GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA Statistical). Os dados foram considerados
significativos quando *p>0,05, **p>0,01, ***p>0,001 e ****p>0,0001 em relacdo ao

diluente dos extratos em Tampao Fosfato.

Resultados

Avaliacao da citotoxicidade dos compostos naturais em J774.A1 e nas cepas do parasito

Leishmania

Foi analisada a citotoxicidade de extrato bruto, extrato bruto filtrado e de proteina semi-
isolada da A. cochiliacarpos sobre as células hospedeiras (macrofagos da linhagem J774.A1),

os resultados podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1 — Efeito citotoxico dos produtos naturais da Abarema cochliacarpos sobre

macréfagos da linhagem J774.A1 durante 48 h.

Tratamento ICso = EP? Citotoxicidade Maxima
(%=EP)"
Anfotericina B 69,70 = 6,14 uM 66,17 £ 1,00%***
Extrato Bruto >100 pg/mL Nao citotoxico
Extrato Bruto Filtrado >100 pg/mL Nao citotoxico
Proteina dialisada >100 pg/mL Nao citotoxico

*Concentracdo inibitoria de 50% = erro padrdo do efeito maximo na cepa J774.A1, calculada usando curvas concentragio-
resposta. "Média + erro padrdo do efeito maximo na viabilidade de J774.A1, triplicado de um experimento representativo. Os
valores de efeito maximo foram significativos quando ****p<0,0001 em comparagdo com o grupo de tampdo fosfato de

sodio 0,2 M PH 7.

Os produtos da A. cochliacarpos apresentam resultados promissores frente as células

hospedeiras de macrofagos J774.A1 em experimento in vitro. O extrato bruto, extrato bruto
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filtrado e proteina semi-isolada ndo demonstram citotoxicidade e o valor do Clso >100 pg/mL

ao comparar com meio RPMI e tampao fosfato (controle veiculo).

O farmaco padrao apresenta maior citotoxicidade (ICsp — 69,70 uM), demonstra assim, uma
vantagem dos derivados naturais testados. Igualmente, foi avaliada a atividade leishmanicida
dos produtos naturais sobre as formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum

chagasi, os resultados podem ser contemplados nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2 — Potencial anti-Leishmania in vitro dos derivados naturais da Abarema

cochliacarpos contra as formas promastigotas da espécie L. amazonensis.

Tratamento I1Cso £ EP? Citotoxicidade Maxima
(%=EP)°
Anfotericina B 0,92 + 0,04 uM 92,80 £ 1,90%***
Extrato Bruto >100 pg/mL Nao Ativo
Extrato Bruto Filtrado >100 pg/mL Nao Ativo
Proteina dialisada >100 pg/mL Nao Ativo

*Concentragdo inibitoria de 50% = Perro padrdo do efeito méximo em promastigota de L. amazonensis calculado usando
curvas concentragdo-resposta. bMédia + erro padrdo do efeito maximo sobre a viabilidade promastigota de Leishmania,
triplicada a partir de um experimento representativo. O efeito maximo os valores foram significativos quando ****p<(,0001
comparado ao grupo tampdo fosfato. NA: Substdncia ndo ativa na concentragdo maxima testada, em comparacdo com o

veiculo tampao fosfato.

Tabela 3 — Potencial anti-Leishmania in vitro dos derivados naturais da Abarema

cochliacarpos contra as formas promastigotas da espécie L. amazonensis.

Tratamento ICso = EP? Citotoxicidade Maxima
(%=EP)°
Anfotericina B 0,46 £ 0,42 uM 100,00 + 0,00%***
Extrato Bruto >100 pg/mL Nao Ativo
Extrato Bruto Filtrado >100 pg/mL Nao Ativo
Proteina dialisada >100 pg/mL Nao Ativo

*Concentragdo inibitoria de 50% =+ “erro padrdo do efeito maximo em promastigota de L. infantum chagasi calculado usando
curvas concentragdo-resposta. bMédia + erro padrdo do efeito maximo sobre a viabilidade promastigota de Leishmania,

triplicada a partir de um experimento representativo. O efeito maximo os valores foram significativos quando ****p<0,0001
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comparado ao grupo tampdo fosfato. NA: Substancia ndo ativa na concentragdo maxima testada, em comparacdo com o

veiculo tampao fosfato.

Os produtos obtidos da A. cochliacarpos nao foram ativos ao serem testados na forma
promastigota das espécies L. amazonensis e L. infantum chagasi em nenhuma das

concentragdes avaliadas (ICso >100 pg/mL).
Discussao

Estudos comprovam a atividade de lectinas vegetais, como a pesquisa do autor Carneiro®”
que valida a acdo leishmanicida de lectina isolada da semente da Parkia pendula em cepa de

L. infantum chagasi in vitro.

Essa glicoproteina também foi isolada da casca de amendoim da espécie Arachis hypogea L.
e avaliada sua atividade anti-Leishmania, evidencia-se uma inibi¢ao consideravel no
crescimento de amastigotas em macrofagos murinos em espécie de Leishmania spp."” Outra
biomolécula da familia foi isolada do latex da planta Synadenium carinatum e submetida a
avaliada sua atividade leishmanicida por 48 e 72h em L. amazonensis, demonstrando reducao

na carga parasitaria ao contrapor com o controle de meio RPMI."®

A concanavalina-A (Con-A) ¢ uma lectina isolada da Canavalia ensiformis, popularmente
conhecida como feijdo de porco, a molécula foi testada em amastigota indireta da espécie L.
amazonensis, resultando em um potencial indutor na producao de ROS e ativacao do perfil

Th1, assim induzindo a morte do parasito."'”

Entretanto, a presenga de varios metabolitos secundarios presentes em extratos vegetais,
como os terpenos e taninos, pode influenciar na atividade isolada de uma biomolécula
especifica, por esses compostos interagem entre si de maneira aditiva ou sinérgica.®” As
estruturas quimicas secundérias ndo desempenham uma fun¢do metabdlica determinada, sdao
distribuidas em vérias espécies vegetais € animais, assim como suas composi¢oes estruturais

variadas levam a ideia de serem produtos residuais.®"

Acredita-se que, a complexidade de moléculas presentes nos extratos da A. cochliacarpos
podem ter influenciado diretamente na atividade da proteina lectina semi-isolada e na sua

acdo antiparasitaria, sobre as cepas de L. amazonensis e L. infantum chagasi.
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Portanto, os produtos naturais da A. cochliacarpos nao foram citotoxicos para macrofagos, no
entanto também ndo apresentaram atividade leishmanicida contra ambas as espécies
avaliadas. Pesquisas futuras sdo necessarias para realizar a purificagcdo total da proteina

lectina, assim como analisar sua bioatividade isoladamente.

Produtos da Abarema cochliacarpos Ensaios farmacologicos in vitro

Macrofagos J774.A1

Entrecascas e sy ]
Nio citotéxico ||

Pr tigotas de L. amaz is
e L. infantum chagasi

) \ Nio ativo x

+ Extrato bruto
« Extrato bruto filtrado
+ Proteina semi-isolada

Figura 1 — Obtengao e avaliacdo do potencial leishmanicida dos derivados da Abarema

cochliacarpos.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease caused by flagellate protozoa. Despite the
many cases, the available therapeutic arsenal needs to be improved and more toxic.
Faced with this problem, the present work aimed to review patents that describe new
treatments for tegumentary leishmaniasis in the last five years. The search for
patepatent documents was searched by the European Patent Office, Google
Patents, National Institute of Industrial Property, The LENS, United States Patent
and Trademark Office and World Intellectual Property Organization. Thirteen patents
were selected according to the criteria of the work. According to the results, in 2017
there was the highest number of published patents. The country that most published
patents related to the search for new treatments for tequmentary leishmaniasis was
Brazil. Thus, given results, it was observed that there are new works that see new
works the Leishmania parasite, but advances in research are still necessary to
obtain a less toxic and more accessible drug for leishmaniasis.

1. INTRODUCTION
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Leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by several species of
the genus Leishmania, transmitted through the blood meal of sandflies (VALERO;
URIARTE, 2020). Endemic in 102 countries, this disease mainly affects communities
living under low-income conditions and has been growing in urban areas due to
disorderly geographic expansion (BORGES et al, 2022).

Leishmaniasis presents a wide variety of clinical manifestations related to the
parasite's different species. Clinical forms can be divided into tegumentary
leishmaniasis and visceral leishmaniasis. The tegumentary condition is characterized
by the involvement of the skin and mucous membranes, and the visceral form is the
most severe and lethal (ABADIAS-GRANADO et al, 2021; SASIDHARAN,
SAUDAGAR, 2021).

The therapeutic arsenal currently available for leishmaniasis is very outdated.
The conventional treatment uses pentavalent antimonials as the first choice and
amphotericin B, pentamidine, and miltefosine as the second choice (ROATT, 2020).
However, the administration of these drugs has limitations, such as high cost,
induction of parasite resistance, and severe adverse effects (GHORBANI,
FARHOUDI, 2017). Faced with this problem, the academic community is looking for
new substances that are safer for the treatment of leishmaniasis.

New chemotherapeutic and herbal medicines are continuously investigated in
relation to their leishmanicidal potential, with the aim of developing new, safer and
more effective drugs for this neglected disease (ULIANA;TRINCONI;COELHO,
2018;HASSAN et al, 2022). The present work is a review of the patents that describe
the search for new treatments against American tegumentary leishmaniasis between
2017 and 2021.

2. MATERIALS AND METHODS

The present study was carried out through the search for patent records and
deposits between the months of April and August 2022. The following technological
bases were used for the search process: European Patent Office (EPO), Google
Patents, National Property Institute Industrial (INPI), The LENS, United States Patent
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and Trademark Office (USPTO) and World Intellectual Property Organization
(WIPOQO).

The patent search was conducted using eight combinations of keywords in
English using the Boolean operator “AND” (Table 1). The combinations “American
cutaneous leishmaniasis AND new drugs”, “American cutaneous leishmaniasis AND
new treatments”, “Leishmania braziliensis AND new drugs,” and “Leishmania
braziliensis AND new treatment” were excluded from the search due to the large
number of patents found and which were outside of the objective of the work.

This study’s inclusion criteria were patents describing new treatments for
American tegumentary leishmaniasis in the last five years (2017-2021). The
exclusion criteria were patent documents that addressed new treatments for visceral

leishmaniasis or for the species that cause this form of the disease.

Table 1. Keyword combinations used in patent searches

Keyword 1 Boolean operator Keyword 2
“American cutaneous AND ‘new drugs”
leishmaniasis”
“American cutaneous AND “‘new treatments”
leishmaniasis”
“Leishmania AND “‘new drugs”
amazonensis”
“Leishmania AND ‘new treatments”
amazonensis”
‘Leishmania braziliensis” AND ‘new drugs”
“Leishmania braziliensis” AND ‘new treatments”
‘Leishmania guyanensis” AND ‘new drugs”
‘Leishmania guyanensis” AND ‘new treatments”

After selecting the patent documents, the variables temporal distribution,
geographic distribution in relation to the continents and countries in which the
patents were published were analyzed.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Selection of patent documents according to search criteria
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Initially, a search was performed with all combinations of keywords in the

databases. A total of 118,185 patents were found. Due to the large number of patent

documents found that did not fit the search criteria, it was necessary to carry out a

second stage of searches. In the second stage, four combinations of keywords were

used, totaling 4,887 patents, which were selected according to the eligibility criteria

(Table 2).

Table 2. Number of patents found in the database

Search terms

INPI

Google patentes

WIPO

The Lens

EPO

USPTO

TOTAL

American cutaneous
leishmaniasis AND
new drugs

14.410

6.359

1.887

602

23.258

American cutaneous
leishmaniasis AND
new treatments

58.077

6.569

1.945

500

67.091

Leishmania
amazonensis AND
new drugs

194

960

237

76

37

1.504

Leishmania
amazonensis AND
new treatments

222

1.093

248

62

1.628

Leishmania
braziliensis AND new
drugs

4.981

3.851

1.650

616

11.100

Leishmania
braziliensis AND new
treatments

5.006

4.263

1.823

753

11.849

Leishmania
guyanensis AND new
drugs

101

569

134

34

841

Leishmania
guyanensis AND new
treatments

115

632

140

27

914

Total

83..106

24.296

8.064

2.670

49

118.18

During the database search, many patents related to new treatments for

tegumentary leishmaniasis were observed. Thus, it can be inferred that the

academic community has been seeking new treatment alternatives for this disease.

Thus, after completing the search, refinement and exclusion of patents that did not fit
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the scope of the research, out of the 4,887, 13 patent documents were selected for

the review construction (Table 3).

Table 3. Selected patent documents

Title Patent number IPC Inventors Country | Publicatio
n year
CO07D 307/90
CO7D 417/12
Compounds for CO7D 405/12 United 2019
treating US 2019/0152938 CO7D 307/87 Hamza et al. States
parasitic A1l C07C/ 237/40
infections AO1N 43/78
AO1N 43/40
AO1N 43/12
AO1N 37/22
A61K 31/343
Synthesis and CO07D 311/30
use of amine- CO7D 405/12
containing US 9562037 B2 CO7D 405/14 Chow et al. Hong 2017
flavonoids as CO7D 405/14 Kong
potent anti- A61K 31/352
leishmanial AB61K 31/4433
agents A61K 31/4439
A61K 31/444
A61K 31/4545
A61K 31/496
A61K 31/551
A61K 45/06
Dronedarone for A61K 31/34 Beilles et al. 2017
use in A61K 31/343 France
leishmaniasis, US 9700540 B2
formulations
and
associations for
use in
leishmaniasis
Cream Velez- Bernal et | Colombi 2017
formulation with AB61K 31/7048 al. a
amphotericin B US 9801895 B1 A61K 9/06

and oil in water
useful for topical
aplication to
mucous tissue
and skin against
disease
produced by
leishmaniasis
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Topical WO 2019/043212 A61K Auclair et al. Switzerl
Compositions A1l and 2019
For The
Treatment Of
Cutaneous
Leishmaniasis
Amines derived
from 2-benzyl-5- CO7D 231/56 Escario Garcia-
nitroindazole WQO2019077174A1 A61K 31/416 Trevijano et al. Spain 2019
with A61P 33/02
antiprotozoal
proprierts
against
Trypanosoma,
Leishmania and
Trichomonas
Topical WO2018185685A1 A61K 9/00
pharmaceutical A61K 31/155 Carrefio Garcia
formulation A61K 31/661 et al. Colombi 2018
A61K 31/4164 a
A61K 31/496
A61K 31/4965
A61P 33/02
Combination, A61K 38/17 Silva et al. Brazil 2018
pharmaceutical | WO2018152602A1 AB61K 31/7048
composition, A61K 31/155
medicament, A61K 31/29
method for A61K 31/7036
treating A61K 31/685
leishmaniasis A61P 33/02
and use of the
composition
An
Immunotoxin | US20170369574A1 CO7K16/28
for use in the C12N9/10 Barth et al. German 2017
treatment of C12N9/24 y
leishmaniasis A61K39/00
Novel W02021077102A1 Wetzel et al. United 2021
antiparasitic A61K31/195 States
compounds and A61K31/517
methods C07D403/04
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PHARMACEUTI
CAL
COMPOSITION
WITH
SEAWEED
DERIVED
FRACTIONS
AND THEIR
USE AS A
LEISHMANICID
E AGENT

BR 102019018113-
3 A2

A61K 36/02;
AG1K 2236/00;
AG1P 33/02

SANTOS et al

Brazil

2021

PROCEDURE
FOR
OBTAINING,
FORMULATING
STANDARDIZE
D EXTRACTS,
FRACTION
AND
ISOLATED
SUBSTANCES
FROM
BRAZILIAN
BEE
GEOMPROLIS
AND ITS USE
AS A
LEISHMANICID
E AGENT

BRPI 1103291-0
A2

AG1K 35/644;
AG1P 33/02

Dutra; Guerra;
Ribeiro

Brazil

2018
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407 AND 8-
HYDROXYCHI
NOLIN
THERMORREV
ERSIBLE
MICELAR
SYSTEM,
METHOD OF
OBTAINING,
PHARMACEUTI
CAL
COMPOSITION
AND USES

BR
102015032488-0
A2

A61K 9/107;
AG1K 47/10;
AG1K 31/47,
AG1P 33/02

Coelho et al

Brazil

2017

3.2 Temporal distribution of patent documents on new treatments for
tegumentary leishmaniasis.

The temporal distribution of the selected patent documents was carried out
according to the year of publication between 2017 and 2021. In 2017, 5 patents
related to new treatments for tegumentary leishmaniasis were published. The
following year, there was a decrease in the number of publications, totaling 3
patents. In 2019, there was a tie compared to the previous year, totaling 3
documents. Of the patents selected for the present work, no publication was
observed in 2020, and only 2 patents were in 2021 (Figure 1).

The coronavirus pandemic explains the drastic decrease in the publication of
patents related to neglected tropical diseases, especially in 2020. According to the
2021 G-finder report, funding for research and development of neglected diseases
fell by about 4% compared to 2019, a record year. A significant impact caused by
Covid-19 was the development of clinical trials, with a decrease of US$ 124 million in
2020, which reflects a 10% decrease in all sectors.

Figure 1. Annual distribution of published patents on new treatments for

tegumentary leishmaniasis.
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Patents published between 2017 and 2021

ication quantity
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Fublic
P

2017 2018 249 2020 2021

Publication year

3.3 Geographic distribution

An analysis of the geographic distribution of patents was performed based on
the continents and countries of publication of the 13 patents selected for this review.
From the point of view of continental distribution, the American continent obtained
the highest percentage of publications between the years 2017 and 2021, totaling
61.5% (8 patents). The European continent obtained 30.8%publication retention,
correspondings to 4 patent documents. In addition, the Asian continent had a smaller
percentage, 7.7% (Figure 2).

The selected patents are from eight countries, namely Germany, Brazil,
Colombia, the United States, Spain, France, Hong Kong, and Switzerland. Brazil was
the country that led the filing of patents on new treatments for tegumentary
leishmaniasis, totaling 4 patents (30.8%). The Brazilian leadership in publishing
patents can be explained by the search for new treatments for American
tegumentary leishmaniasis since Brazil is an endemic country. In addition, according
to data from the Pan American Health Organization, in 2020, the countries that
reported the highest number of cases were Brazil (16,432), Colombia (6,161), Peru
(4,178), Nicaragua (3,443) and Bolivia (2,059), which together represented 81% of
the cases in the Region of the Americas (PAHO 2021). Colombia and the United
States had 2 patents published during the patent document selection period.
Furthermore, the other countries presented one patent each (Figure 3).



Figure 2. Geographic distribution — continentes

Asian
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Source: Author, 2022
Figure 3. Geographic distribution — countries
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3.4 Evaluation of International Patent Classification Codes (IPC)

The patents selected for this review have different international patent
classification (IPC) codes. Among patent documents, classes A61K and CO7D were
the most cited, totaling 64.1% and 16.4%, respectively. The first is related to the
preparation for medical, dental, and hygienic purposes, and the second is with
heterocyclic compounds. Other subclasses were also cited but to a lesser extent.
A6P1 presented a total of 4 citations, AO1N the same amount as the previous one,
and the subclasses C07J and C12N showed two citations each.

The international classification of patents is related to several subjects. This is
proven by the diversity of subclasses that a patent document can present. For
example, the A6P1 subclass relates to patents that describe therapeutic activities of
chemical compounds or pharmaceutical preparations. This subclass reflects some
patents selected for the review since it relates the use of chemical compounds as a

new search for treatment for leishmaniasis.

3.5 Analysis of patents

Tegumentary leishmaniasis is a disease that affects the skin causing lesions
that leave scars that are often permanent and disfigure the patient (NASSIF et al,
2017). Due to these characteristics of the disease, new studies are being carried out
to seek an effective treatment, which can be represented by the patents found in this
review (Table 4). Some of these patents are focused on developing a topical
treatment to combat lesions in the integumentary form of the disease.

In patent document US 9700540 B2, Beilles et al. (2017) demonstrate the use
of dronedarone to treat cutaneous leishmaniasis. In this work, three formulations of
dronedarone were produced: formulation 5 (aqueous gel), formulation 6 (semi-solid
hydrophilic waxy formula), and formulation 7 (water-in-oil emulsion). Initially, in vivo
tests were performed in BALB/c mice infected with L.amazonensis. Mice were
infected in the ear region and topically treated with 20 mg of the formulations once a
day for 30 days. When compared with intralesional Glutamine treatment, formulation
5 achieved similar results. Already 6 and 7 induced increased lesions but not the
parasite’s growth.

In addition to the in vivo experiments, the in vitro leishmanicidal activity of

dronedarone formulations against axenic amastigotes and intracellular amastigotes
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of L. amazonensis was evaluated. The 50% inhibitory concentration (IC50) for axenic
amastigotes of dronedarone hydrochloride was 0.34 + 0.06 uM, while the control
meglumine antimoniate, miltefosine, and amphotericin B showed IC50 of
respectively, 908 + 159 uM, 0, 9 £ 0.2 uM and 0.031 + 0.002 pM. The IC50 for
intracellular amastigotes was 0.50+0.22pM.

In their work, Velez-Bernal et al. (2017) (US 9801895 B1) also developed a
topical treatment for cutaneous leishmaniasis. This consists of using a cream based
on amphotericin B and a mixture of excipients. The water present in the formulation,
when it undergoes an evaporation process, increases the concentration of the drug
and helps in the treatment. The evaluation of the therapeutic response of the cream
was carried out in vivo in hamsters of the species Mesocricetus aerates. The animals
were divided into the following groups: cream formulation once a day, twice a day,
placebo once a day, and placebo twice a day.

In the research, it was possible to observe that when the cream was used
once a day for 15 days, the percentage of cure was 62.5%. When used twice a day,
the chances of cure increased to 75%. The effectiveness of meglumine antimthe
oniate was 71%. In addition to cure, it was also observed that topical and placebo
formulations did not affect the weight of treated animals when compared to
meglumine antimoniate.

Much research has focused on the development of a topical treatment for
leishmaniasis. Patent number WO 2019/043212 A1, authored by Auclair et al.
(2019), also reports the search for a substance that helps treat this disease. In their
work, the use of a ethyl 3-chloroacetamidobenzoate, the flavonoid dihydroquercetin
(DHQ), and the sesquiterpene a(-) bisabolol was reported, aiming at the
leishmanicidal activity through the inhibition of the parasite's tubulin and tryparedoxin
peroxidase.

In addition, researchers are also looking for new treatments based on existing
drugs on the market, as is the case of the work carried out by Carrefio Garcia et al.
(2018) (WO2018185685A1). The researchers used a formulation containing
pentamidine isethionate (PMD), ketoconazole (KTZ), and miltefosine (MIL). The in
vitro tests were carried out with promastigotes of L.braziliensis, the combination of
KTZ with MIL presented an IC50 of 0.43 + 0.18uM. Furthermore, toxicity in THP-1
cells and anti-leishmania susceptibility to promastigotes and amastigotes were
evaluated. The active agents were KTZ, PMD, and MIL with IC50 of, respectively,
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436 + 1.1, 0.310 + 0.5 and 74 + 1.7uM. These active agents also showed a
selectivity index > 3. This is an important fact, as it is verified that there is selectivity
for the parasite and may have more significant activity.

One of the ways to combat the parasite Leishmania spp. is the production of
new substances that act on some molecular target of parasite metabolism to cause
inhibition and death of the same. In this context, Hamza et al (2019) (US
2019/0152938 A1) present in their work compounds helpful in inhibiting the
membrane heme transport (LHR1) of parasites. Thus, to verify the activity of the
compounds, an assay was performed against amastigotes of L. amazonensis with
incubation for 72 hours with an LHR1 antagonist. It was observed that the compound
Cmpd#34 and the antagonist FX40 killed approximately 50% of amastigotes of L.
amazonensis at the concentration of 10uM. The results also showed that the FX40
compound has little or no cytotoxicity against bone marrow-derived macrophages.

New compounds with leishmanicidal activity, soluble in water and orally
bioavailable, were presented in patent document US 9562037 B2. The substances
consist of modified monomeric flavonoids with an amine function. The monomeric
flavonoids FM01, FM02, FM04, FM05, FM06, FM09, FM13, FM014, FM15 and FM17
have an IC50 lower than 5uM and show low to moderate toxicity for fibroblasts and
RAW264.7. FM09 was the compound with the highest leishmanicidal activity, IC50
0.3£0.1uM. The index and selectivity for L. amazonensis were 63. In addition to
causing the parasite’s death, the compound FMO09 induces the expression of reactive
oxygen species (ROS) in a time-dependent manner. Thus, one of the mechanisms of
action of this substance can be inferred, at least in part, is related to the increase in
ROS, which helps in the intracellular death of the parasite.

Substances derived from animals are also allies in the search for new
prototypes of leishmanicidal drugs. Silva et al. (2018) (WO2018152602A1)
demonstrated using a combination of crotamine, a toxin from the snake Crotalus
durissus terrificus, and drugs already used in the treatment of leishmaniasis.
Crotamine is a nonapeptide that interacts with human DNA, presenting cellular
penetration that helps drug delivery. This invention is based on the premise that
crotamine will carry leishmanicidal drugs into the cell and, consequently, will reduce
the adverse effects.

Initially, the combinations of crotamine and the drugs pentamidine (P1 and
P2), glucantime (G1 and G2), and amphotericin B were performed. Treatments P1



135

and P2 were not more efficient than pentamidine, with an inhibition percentage of
82.2%, 66.3%, and 90.2%. The combinations A1, A,2 and amphotericin B inhibited L.
amazonesis promastigotes, in that order, 65.1, 47.2% and 65.2%. Treatments G1,
G2 and glucantime resulted in the following inhibition percentages: 65.1%, 47.42%
and 65.2%. In addition, the combinations also combat the amastigotes of the
species.

Another test performed was the quantification of proteins from inflammatory
pathways. J774 cells were infected with L. amazonensis promastigotes with standard
drugs and their combinations with crotamine. Pentamidine and combinations with
this drug-induced phospho NF-kB inhibition. Amphotericin B and its combinations
inhibit NF-kB p65 and stimulate phospho NF-kB, SAPK/JUK and IkkB.

The patent filed by Escario Garcia-Trevijano and collaborators (2019), under
WO02019077174A1, describes the leishmanicidal activity of three families of amines
derived from 5-nitroindazole. From the experiments carried out, it was observed that
the 1,2-disubstituted imidazolinones compound 8,9 and 11 and the 3-
(alkylamino)indazoles 21, 22, and 24 have high activity against L. amazonensis
promastigotes when compared to the drug amphotericin B.

Patent number W0O2021077102A1 describes the use of new compounds to
treat leishmaniasis and other parasites that act on the dynamics of the parasite's
tubulin. This work used 400 compounds in the Malaria box to discover new
leishmanicidal agents. Among the compounds, the most active was MMV676477,
with an EC50 of 510 nM when tested against amastigotes of L. amazonensis.
Furthermore, MMV676477 promotes the partitioning of the parasite's tubulin into the
polymeric form in promastigotes and amastigotes of L. amazonensis. Thus, a
possible mechanism of action against Leishmania can be inferred.

Natural products and substances from marine organisms are also targets in
the search for new leishmanicidal molecules. Patent document BR 102019018113-3
A2, described by Santos et al., 2021 demonstrates the use of seaweed derivatives
as leishmanicidal agents. In their study, initially, the crude extract with the solvent
ethyl acetate of the seaweed Prasiola crispa was used and then fractions were
produced. Notably, the fraction called F10 showed leishmanicidal activity against
promastigotes of L. braziliensis, reducing the metabolic activity and Kkilling the
parasite even at the lowest concentration used (6.25ug/ml). Furthermore, the
fractions do not induce cytotoxicity in human macrophages.
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Patent document BRPI 1103291-0 A2 aimed to use extracts, fractions and
substances isolated from Brazilian geopropolis from stingless bees as a
leishmanicidal agent. Assays against promastigotes of L. amazonensis were carried
out using geopropolis hydroalcoholic extracts from Melipona fasciculata (EHG), ethyl
acetate fraction (F-1), hydroalcoholic fraction (F-2) and geopropolis hydroalcoholic
extract isolate (IGP). As for the results, the extracts and fractions presented IC50 of,
respectively, 47.01, 9.37, <1 and 28, 85ug/mL. Thus, it is possible to observe that
geopropolis extracts can be promising in the search for new active substances
against the parasite Leishmania spp.

The patent document BR 102015032488-0 A2 refers to a thermosensitive
micellar system of poloxamer 407 containing the compound 8-hydroxyquinoline for
the treatment of leishmaniasis. The products 8-hydroxyquinoline (8-HQN), micellar
system (SM) and micellar system incorporated with 8-HQN ( SM/8-HQN) were tested
against L. amazonensis promastigotes. After experimentation, it was verified that the
products presented IC50 of, respectively, 0.50+0.20, 10.60£1.50 and
0.08+0.01pg/mL.

In addition to the leishmanicidal assays, the cytotoxicity of the compounds on
murine macrophages was verified. The 8-HQN, SM, SM/8-HNQ products showed
CC5h0, in that order, 16.40+£3.20, 31.541+2.45 and 18.26+1.76ug/mL. Through the
data obtained, the authors were able to infer the selectivity index (SI) that
determines, through the cytotoxicity ratio and leishmanicidal activity, how selective
the tested compounds are for the parasite. As the selectivity index is recommended
to be greater than 10, the ones that presented the best SI were 8-HQN ( 32.80) and
SM/8-HQN ( 228.3).

The patent entitled An Immunotoxin for use in the treatment of leishmaniasis
demonstrates the action of an H22xRA immunotoxin directed at CD64 composed of
an antibody. Through the tests, it was observed that this treatment induces cell death
of the parasite by apoptosis and decreases the parasite’s survival in infected human

macrophages.

Table 4. New compounds/treatments for leishmaniasis
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New treatment

Leishmania species

Type of study (in vivo/in vitro)

Reference

Dronedarone

L.amazonensis

in vitro e in vivo

Beilles et al. (2017)

Cream based on amphotericin - in vitro Velez- Bernal et al. (2017)
b and mixture of excipientes

Combination of ethyl 3- Auclair et al (2019)
chloroacetamidobenzoate,

dihydroquercetin (DHQ) - —

flavonoid and a(-) bisabolol

sesquiterpene

Topical composition Carrefio Garcia et al ( 2018)
pentamidine isethionate L. braziliensis in vitro

(PMD), ketoconazole (KTZ)

and miltefosine (MIL)

Compounds that inhibit L.amazonensis in vitro Hamza et al ( 2019)
parasite  membrane heme

transport.

Monomeric Flavonoids L. amazonensis in vitro Chow et al (2017)
Combination of crotamine, Silva et al. (2018)
toxin from the Crotalus L. amazonensis in vitro
durissus terrificus snake, with
standard drugs
Amines derived from 5- L. amazonensis in vitro Escario Garcia-Trevijano et al.

. (2019)
nitroimidazole
400 compounds Wetzel et al. (2021)
available in the Malaria box L. amazonensis in vitro
Fractions of Prasiola crispa Santos et al. ( 2021)
L. braziliensis in vitro
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Geopropolis hydroalcoholic

extracts from Melipona

fasciculata (EHG), ethyl L.amazonensis in vitro Dutra; Guerra; Ribeiro (2018)
acetate fraction (F-1),
hydroalcoholic fraction (F-2)
and geopropolis
hydroalcoholic extract isolate
(IGP)

Poloxamer 407

. . L.amazonensis in vitro Coelho et al (2017)

thermosensitive micellar
system containing the

compound 8-hydroxyquinoline

H22xRA immunotoxin

L.amazonensis

in vivo e in vitro

Barth et al ( 2017)
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In view of the analysis of the patents, it was possible to verify that there
are currently several aspects in the search for new treatments against
tegumentary leishmaniasis (Table 4). Research encompasses synthetic
substances, products derived from animals, and even formulations for topical
use tha,t in initial studies, whether in vitro or in vivo, guarantee leishmanicidal
activity. However, it is necessary to advance these works for clinical research

so that, in the near future, new drugs will be available for treating leishmaniasis.

4. CONCLUSION

Therefore, this patent review demonstrated new patent documents that
aimed to seek new treatments for tegumentary leishmaniasis. In the work, it
was possible to observe that currently, there is a broad spectrum of research,
such as synthetic substances, natural products, and products from animals in
addition to topical treatment for this disease. In addition, the countries of the
American continent are holders of research, particularly Brazil, the country with
the highest number of patent publications. Thus, it is essential to encourage the
search for new leishmanicidal substances that aim to best treat those patients
affected by this neglected disease.
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