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SINTESE DA FELICIDADE

“Desejo a vocé...

Fruto do mato

Cheiro de jardim

Namoro no portéo

Domingo sem chuva

Segunda sem mau humor
Sabado com seu amor

Filme do Carlitos

Chope com amigos

Crénica de Rubem Braga

Viver sem inimigos

Filme antigo na TV

Ter uma pessoa especial

E que ela goste de vocé

Musica de Tom com letra de Chico
Frango caipira em pens&o do interior
Ouvir uma palavra amavel

Ter uma surpresa agradavel

Ver a Banda passar

Noite de lua Cheia

Rever uma velha amizade

Ter fé em Deus

Né&o Ter que ouvir a palavra ndo
Nem nunca, nem jamais e adeus.
Rir como crianga

Ouvir canto de passarinho

Sarar de resfriado

Escrever um poema de Amor
Que nunca sera rasgado

Formar um par ideal

Tomar banho de cachoeira
Pegar um bronzeado legal
Aprender uma nova cangéo
Esperar alguém na estagéo
Queijo com goiabada
Pér-do-Sol na roca

Uma festa

Um violdo

Uma seresta

Recordar um amor antigo
Ter um ombro sempre amigo
Bater palmas de alegria
Uma tarde amena

Calgar um velho chinelo
Sentar numa velha poltrona
Tocar violdo para alguém
Ouvir a chuva no telhado
Vinho branco

Bolero de Ravel

E muito carinho meu.”

(Carlos Drumond de Andrade)
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RESUMO

Foram obtidos oito novos derivados bioisosteros das séries 5-
benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10a-d e 5-benzilideno-
3-[2-0x0-2-(4-nitro-fenil)-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 12a-d. A sintese foi
realizada a partir da 2-tioxo-imidazolidin-4-ona, constando de reacdes de
adicao do tipo Michael na posicao cinco do anel imidazolidinico com os ésteres
2-ciano-fenil-acrilatos de etila, posteriormente foram submetidos a reacdo de
substituicdo na posicao trés do anel imidazolidinico, utilizando cloretos ou
brometos de benzila ou fenacila substituidos. As respectivas estruturas
quimicas de todos os compostos, inclusive intermediarios, foram comprovadas
por espectroscopia de infravermelho e de ressonéncia magnética nuclear de
hidrogénio. Foram realizados testes para a avaliagcdo da atividade
esquistossomicida frente a vermes adultos de Schistosoma mansoni (Cepa BH)

dos compostos sintetizados, os quais nao apresentaram atividade.



ABSTRACT

New bioisosteres derivates of serie 5-benzilidene-3-(4-nitro-benzyl)-2-thioxo-
imidazolidin-4-one 10a-d and 5-benzylidene-3-[2-0x0-(4-nitro-phenyl)-ethyl]-2-
thioxo-imidazolidin-4-one 12a-d were obtained. The synthesis was done
begining with 2-thioxo-imidazolidin-4-one and ethyl 2-cyane-phenyl acrilates by
Michael-like addition reaction at 5-position of imidazolinic ring. Then, was done
substituition reaction at 3-position of imidazolidinic ring, using substituited
benzyl or phenacylchloride or bromide. The chemical strutures of the news
compounds was proved by infrarred and hydrogen nuclear magnetude
ressonace spectroscopy. The synthetized compounds was tested for
antischistosomal activity using Schistosoma mansoni (cepa BH) adults worms

and they did not exhibit activity.



INTRODUCAO



1. INTRODUGCAO

O tratamento quimioterapico constitui a principal ferramenta no controle
das doencgas parasitarias, uma vez que as formas eficazes e definitivas de
combate as parasitoses, sobretudo aquelas que tém o solo como ambiente de
passagem obrigatdrio para evolugao do parasito, estdo ausentes ou apresenta-
se de forma precaria, como podemos citar o saneamento basico e a educacao

sanitaria.

Dentre as formas de combate ao Schistosoma a quimioterapia
certamente apresenta-se como a mais viavel com relagdo ao custo e aos

resultados obtidos.

De acordo com World Health Organization - WHO (2001), entre 1956 e
1975, apenas 187.000 pacientes foram tratados com as drogas
esquistossomicidas existentes no mercado, em decorréncia da toxicidade
apresentada por estas drogas. Contudo, a introdugcdo do oxamniquine
proporcionou a criagdo do Programa Especial de Controle a Esquistossomose
(PECE), que teve a duragdo de 21 anos (1976-1997). Esse programa se
baseava principalmente no diagndstico e tratamento, juntamente com suporte
de moluscicidas e um programa de saneamento basico. As pesquisas nao
abrangeram todas as areas endémicas, mas 11,3 milhdes de pessoas foram
beneficiadas nesse periodo. Consequentemente, houve uma reducgao
significativa na taxa de morbidade e mortalidade devido a esquistossomose.

Contudo, torna-se necessaria a pesquisa de novos farmacos



esquistossomicidas uma vez que apenas o praziquantel e o oxamniquine sao

os farmacos de escolha atualmente.

Para tanto a Quimica Medicinal, area interdisciplinar do conhecimento,
baseada essencialmente na Quimica Organica, mas também envolvendo
principios da Biologia, Medicina, Ciéncias Farmacéuticas, Computacédo Grafica
e Bioestatistica, se preocupa com a invengao, descoberta, planejamento,
desenho estrutural, identificacdo e preparagdo de compostos biologicamente
ativos, bem como o estudo de seu metabolismo, a interpretacdo de seu modo
de acao a nivel molecular e a construcao de relagdes entre estrutura quimica e

atividade biolégica (MONTANARI, 2000).

Assim, a Quimica Medicinal é apontada como uma ciéncia que figura
como um grande desafio para os pesquisadores que almejam contribuir para o
avango na busca e preparacido de novas moléculas bioativas. Paralelamente, o
uso de computadores no planejamento, descoberta e elucidagao de processos
quimicos e bioldgicos, através da estrutura tridimensional de substancias de
baixo peso molecular e macromoléculas, tornou-se indispensavel (BARREIRO,

2001).

Desta forma, utilizando informacodes trazidas pela Quimica Medicinal, e a
atividade de pesquisa desenvolvida no Laboratério de Planejamento e Sintese
de Farmacos e do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), da

Universidade Federal de Pernambuco, tém como obijetivo principal o estudo de



substancias sintéticas, possuidoras de ag¢ao biodinamica, como matéria-prima

para o desenvolvimento de novos farmacos.

Conforme sera descrito neste trabalho, novas moléculas 5-benzilideno-2-
tioxo-imidazolidin-4-onas apresentando como substituintes o grupo nitro no
grupamento benzilico e no grupamento fenacilico foram sintetizadas e
estruturalmente caracterizadas para avaliacdo das propriedades bioldgicas,

especificamente esquistossomicida.
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2. OBJETIVOS

Considerando a afirmativa “a modificacdo molecular de um composto
matriz promissor constitui ainda o meio de obter novos farmacos” (Alfred
Burger, 1970), a introdugdo de grupos substituintes em um composto
biologicamente ativo mediante a aplicagdo do principio de bioisosterismo €&
considerada uma estratégia de reconhecida importancia na obtengao de novos
farmacos. A diversidade de efeitos biolégicos causados por moléculas
contendo o nucleo imidazolidinico, permite idealizar e sintetizar novos analogos
estruturais potencialmente bioativos e avaliar a atividade biolégica dessa classe

de substancias.

2.1. Geral

Obtencao de novos derivados bioisosteros das séries 5-benzilideno-3-(4-
nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona e 5-benzilideno-3-[2-0x0-2-(4-nitro-fenil)-
etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona e determinagao da susceptibilidade do Schistosoma

mansoni frente a estas moléculas.

2.2. Especificos

Sintese de novos derivados das séries 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-2-

tioxo-imidazolidin-4-ona 10a-d e 5-benzilideno-3-[2-ox0-2-(4-nitro-fenil)-etil]-2-

tioxo-imidazolidin-4-ona 12a-d;



Caracterizacdo estrutural dos compostos sintetizados pelos métodos
espectroscopicos convencionais: infravermelho, ressonancia magnética nuclear

de hidrogénio;

Avaliacdo da atividade esquistossomicida frente a vermes adultos de
Schistosoma mansoni dos novos derivados 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-2-
tioxo-imidazolidin-4-ona 10a-d e 5-benzilideno-3-[2-ox0-2-(4-nitro-fenil)-etil]-2-

tioxo-imidazolidin-4-ona 12a-d.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Esquistossomose

A esquistossomose € uma doengca de multiplos mecanismos
desencadeando lesdes diretamente ligadas a presencga local da forma evolutiva
do Schistosoma (cercaria, esquistossdmulos, vermes adultos e ovos), alteragéo
da reacado imunoldgica, lesbes a distadncia mediada por imunocomplexos e

repercussdes geral sobre o organismo (REY, 2001).

O Schistosoma pertence a superfamilia Schistosomatidea, que sao
trematédeos que parasitam o homem, pertencente a subordem Strigeata do
género Schistosoma tendo como principais agentes etioldgicos o Schistosoma
mansoni, causador da esquistossomose mansoni, encontrado na Africa,
América do Sul e Antilhas, o Schistosoma haematobium também encontrado
na Africa e na bacia do Mediterraneo e o Schistosoma japonicum visto no
extremo oriente e pacifico ocidental (REY, 2001). Muitos parasitologistas
reconhecem atualmente uma quarta espécie parasita do homem, Schistosoma
intercalatum, agente de uma modalidade de esquistossomose prevalente em
certas areas da Africa central e ocidental. Uma quinta espécie parasita do
homem, Schistosoma mekongi, foi descrita por Vogue, Bruckner e Bruce (1978)

como um parasita que prevalece no Camboja (PESSOA, 1988).

A infeccdo causada pelo S. mansoni é denominada esquistossomose

mansoni ou intestinal, no caso do S. haematobium é denominada de



esquistossomose hematdbica ou esquistossomose urinaria € no S. japonicum é

a esquistossomose japonica (REY, 2001).

3.2. Distribuicdo Geografica e Dados Epidemiolégicos

A distribuicdo global (Figura 1) da esquistossomose tem variado
significativamente nestes ultimos 50 anos, com o sucesso no controle realizado
na Asia, nas Américas e no norte da Africa. Porém, apesar deste progresso a
doenga permanece endémica em 74 paises em desenvolvimento. Dados da
literatura relatam que dentre as 200 milhdes de pessoas infectadas, 120
milhdes sdo sintomaticas e entre essas, 20 milhdes desenvolvem a forma
grave da doencga. Pesquisas estimam que, a nivel mundial, 500-600 milhdes de
pessoas ainda estdo em areas de risco de infeccao (KATZ et al., 1973;

SAVIOLY et al., 1997; WHO, 2001; KATZ, 2000).

Figura 1 — Representagado da distribuicdo mundial da esquistossomose

(Carlo Denegri Foundation)



Segundo Rey (2001), apenas em poucos paises a transmissao foi
interrompida: Portugal, Chipre, Israel e Japao. No Brasil, a esquistossomose
apresenta ampla distribuicao (Figura 2). As areas endémicas importantes estao
compreendidas em uma faixa que abrange as regides da Zona do Litoral e da
Mata, do Agreste e do Brejo dos estados do Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, além da quase totalidade dos estados de Alagoas e Sergipe,

grande parte da Bahia e de Minas Gerais, e a Zona Serrana do Espirito Santo.

Dados mais recentes fornecidos pela World Health Organization (WHO,
2001) relataram que no ano 2000 ja se estimava um acréscimo que oito
milhdes de pessoas infectadas, além de 25 milhdes de pessoas que viviam em
area de risco, indicando também que em 19 estados brasileiros, com area total
de um milhdo de Km?, se encontravam afetadas. Na realidade, é que em trés
estados, Piaui, Santa Catarina e Distrito Federal apresentam pequenos focos
da doenca, estando longe de ser considerado um significante problema de
Saude Publica. Os demais 16 estados afetados revelam uma variacdo dos
niveis endémicos, onde os mais afetados encontram-se no Nordeste e Sudeste
do pais. Bahia e Minas Gerais foram apontados como os estados de maior

ocorréncia e hoje representam cerca de 70% dos casos no pais.

Focos isolados da doencga ja foram assinalados em outros estados, tais
como: Para, Maranhdo, Ceara, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Goias, Parana,

Santa Catarina e Rio Grande do Sul (XIMENES et al., 2000).
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Figura 2- Distribuicao geografica da esquistossomose mansoni no Brasil

(REY, 2001)

A esquistossomose esta longe de ser uma doenga rural, pois nao
apenas pessoas que moram em vilarejos e areas rurais e que vivem da
atividade agricola sdo acometidas pela doenga, mas também aquelas que

residem em areas urbanas industrializadas.

Barbosa e colaboradores (1996, 2000), Ximenes e colaboradores (2000),
atribuem a grande incidéncia de casos em Pernambuco ao éxodo rural nas
ultimas décadas, resultado da migracédo populacional, ndo s6 do sertdo semi-

arido para a capital e regido metropolitana, como também da Zona da Mata.

Estes individuos passam a residir em favelas ou acampamentos
temporarios com condi¢do insalubres, tais como auséncia de saneamento
basico, de educagao sanitaria e fonte de agua tratada, entre outros fatores,
favorecendo ndo s6 a expansao do Schistosoma mansoni como também de

outras parasitoses.



Este panorama leva o Estado de Pernambuco a exibir a prevaléncia
média mais elevada de pessoas infectadas pelo Schistosoma mansoni, 80%
dos individuos parasitados cronicamente, e também, casos de infecgdo aguda,
como o0s que vém ocorrendo no litoral do Estado, em areas de recente

introducéo da doenca.

3.3. Ciclo Biolégico e Morfologia

No Brasil, o S. mansoni é o agente etiologico causador da
esquistossomose mansoni ou barriga d’agua, como popularmente é conhecida.
E uma doencga de origem africana com maior foco no delta do Nilo e na faixa
intertropical ao sul do Saara e nas Américas. Nestas, se implantou inicialmente
nos territérios coloniais com a exploragdo da mao de obra escravista,
importada da Africa. No Brasil, encontrou condicdes ambientais favoraveis para
a transmissao, como temperatura e luminosidade assim como o molusco
Biomphalaria (Figura 3), o qual desempenha o papel de hospedeiro

intermediario no ciclo evolutivo do parasita (REY, 2001).

Figura 3 — Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario do

Schistosoma mansoni (Carlo Denegri Foundation)



O S. mansoni € um parasita heteroxénico que depende, portanto, de
dois hospedeiros para que se dé sua completa evolugdo, um intermediario, o

molusco do género Biomphalaria e outro definitivo, o homem (Figura 4).

Figura 4 — Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni (PESSOA, 1988)

DIAS e GONCALVES (1992), descreve, de forma clara e resumida, o
ciclo evolutivo do parasito, que tem o molusco como hospedeiro intermediario,
onde ocorre a reproducao assexuada. Nesta fase emerge um grande numero
de cercarias, que alcangam o hospedeiro definitivo, 0 homem, através da pele.
No hospedeiro definitivo, o parasito se aloja no sistema porta hepatico, onde
machos e fémeas (Figura 5) se acasalam e, juntos, se dirigem até as veias
mesentéricas inferiores onde ocorre a oviposicdo ao nivel da submucosa
intestinal. Alguns ovos atingem a luz intestinal e sdo eliminados com as fezes.

Em contato com a agua e sob a influéncia da luz solar e temperatura ocorre a



eclosdo dos ovos liberando os miracidios, larva ciliada. Estas serdo infectantes
para os moluscos onde nestes se transformam em esporocistos e, por
reproducdo assexuada, originam-se as cercarias. Muitos dos ovos produzidos,
entretanto, ndo ganham a Iluz intestinal, ficando presos nos tecidos,
principalmente do figado e intestino. Como o0s ovos sao estranhos ao
hospedeiro, ha intensas reagbes celulares ao seu redor, dando origem a
processos granulomatosos caracteristicos da esquistossomose, a principal

causa da patogenia da doenca.

Figura 5 - Macho e fémea acasalados (Aida Duarte)

Para as classes médica e sanitaria, no Continente Americano, sobretudo
os estudos relacionados ao S. mansoni despertam interesse por ser a espécie
encontrada neste. Na fase adulta o parasito se desenvolve na luz dos vasos
sanguineos, habitando preferencialmente as vénulas do plexo hemorroidario
superior e as ramificacbes mais finas das veias mesentéricas, em particular a

mesentérica inferior, onde as fémeas pdem seus ovos.



Badr e colaboradores (1999) constataram que, quando pares de vermes
adultos do S. mansoni sao conservados em cultura na presencga de sais biliares
hidrofilico, acido tautoursodeoxicolico (TUDCA), ocorre um aumento
significativo do numero de ovos depositados em uma semana. Por outro lado, a
utilizagcado do sal biliar hidrofébico, acido taurocenodeoxicolico (TCDCA), e de
um sal intermediario hidrofobico, taurocolato (TCA), a produgcdo de ovos
observada foi moderada. Tais resultados podem explicar o fato de que o
Schistosoma mantido na presengca de sangue portal tem altas taxas de
oviposicao, enquanto que experimentalmente o schistosoma mantido em

sangue sistémico, apresenta uma oviposi¢gao muito menor.

A emergéncia das cercarias de S. mansoni obedece a um ritmo
circadiano. Para analisar o efeito da variacao ciclica da luz e da temperatura
sobre esse ciclo, Vale, Pellegrino e Alvarenga (1972) realizaram alguns
experimentos, nos quais usaram diferentes combinacdes das duas variaveis.
Concluiram que se tratava de um ritmo exdgeno e que se sincronizam com a
variagao diaria de luz e temperatura, contudo a luz é o fator limitante na

manutencao e controle do ritmo.

A primeira espécie de Schistosoma a ter sua morfologia estudada foi o
S. haematobium por Bilharz, em 1852 e posteriormente por Laveran e
Blanchard, em 1889 (Apud: PESSOA, 1988). Segundo Lutz, todas as
observacbes obtidas pelos pesquisadores sobre a morfologia do parasito

teriam sido esgotadas se néo se tratasse de observagdes sobre duas espécies



distintas, que s6 foram diferenciadas por Piraja da Silva, Lutz, Flu e Holborn

(PESSOA, 1988).

O S. mansoni se assemelha muito ao S. haematobium: seguido da boca
vem o esdfago e este é cercado por células glandulares; o eséfago, ao nivel da
ventosa ventral, se divide em dois ramos que se reunem na metade anterior do
corpo, formando um ceco unico que se bifurca para logo em seguida convergir

e terminar em um tronco perto da extremidade posterior (PESSOA, 1988).

Os vermes machos (Figura 6) apresentam uma coloragéo
esbranquigada, sdo longos, e seu corpo é composto de duas porgdes distintas:
uma anterior onde se localiza as duas ventosas, oral e ventral, e uma outra
porcao posterior, onde se localiza o canal ginecéforo. Sendo revestido por um
tegumento recoberto por espiculas e os érgaos genitais sdo constituidos por
varias massas testiculares. Como os machos n&do possuem 6rgao copulador, o
canal ginecéforo é o local onde o esperma é derramado e penetra no orificio

vaginal da fémea (PESSOA, 1988).

Os vermes fémeas (Figura 6) tém o corpo cilindrico, mais longo e fino do
que os do macho, cor acinzentada por conter em seu tubo digestivo um
pigmento derivado da digestao do sangue, hemozina. Na metade anterior do
corpo, seguindo o acetabulo, tem-se a vulva, depois o utero e o ovario, € na
metade posterior encontra-se a glandula vitelogénica e o ceco (MALAGUENO e

SANTANA, 1994(Apud: MALTA, 1994) , REY, 2001).
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Figura 6 — Representacédo dos vermes adultos fémea (a) e macho (b) de

Schistosoma mansoni (University of South Carolina)

Os ovos do S. mansoni (Figura 7) medem cerca de 150Im, sua casca é
transparente e fragil. Os ovos viaveis sdo munidos apenas de um espinho
lateral e contém um embrido bem visivel. Os ovos normais saem do intestino
com o embrido completamente formado e vivo. Em contato com a agua e
eclodem, na maioria, nas primeiras 24 horas, sendo que um pequeno numero

continua a eclodir até 96 horas.

Figura 7 — Ovo de Schistosoma mansoni (Kansas States University)

Segundo REY (2001) a longevidade do S. haematobium, ndo parece

ultrapassar trés a cinco anos. Estima-se que o S. mansoni talvez viva o0 mesmo



ou o dobro desse periodo de tempo. Porém, casos de grande longevidade sao
descritos em pacientes que continuam a eliminar ovos até 30 anos depois de

se mudarem da area endémica (REY, 2001).

3.4. Patogenia

A infeccdo humana por S. mansoni pode se apresentar de formas
agudas ou crbnicas, com sintomatologia geral ou intestinal. Pode gerar
alteragdes anatdmicas, com graus de patologia variaveis, que dificulta o
diagndstico da doencga. Pode também apresentar formas graves com extensa
fibrose hepatica, hipertensao portal e esplenomegalia (PESSOA, 1988; REY,

2001).

Para a avaliagdo do inicio e da evolugdo do processo patoldgico,
causado pelo S. mansoni no organismo do hospedeiro, deve-se levar em
consideragdo a linhagem do parasito, a carga parasitaria infectante, as
condigdes fisioldgicas do material infectante, como a idade das cercarias e as
caracteristicas do hospedeiro: idade, estado nutricional, a ocorréncia

simultanea de outras infec¢des e a imunidade (REY, 2001).

O S. mansoni, vivendo no sistema porta hepatico, faz a postura no
intestino do hospedeiro, causando sintomatologia intestinal. A penetragcao das
cercarias pode ser acompanhada de exantema, prurido e outras manifestagdes
alérgicas locais. Também se observa, quando o esquistossémulos passam pelo

pulmao, a ocorréncia de bronquites ou pneumonias.



Segundo Pessoa (1988), o agente mais importante na esquistossomose
esta na eliminagdo de ovos. As lesbes provocadas por estes sao causadas
pela sua localizacdo nos tecidos e também pela eliminagdo de substancias
toxicas através da casca. Os granulomas sao lesbes tipicas, elemento
anatomopatolégico basico do processo esquistossomético cronico que se
forma em torno dos ovos do parasito. As lesbes anatomopatoldgicas
produzidas no organismo humano pelo S. mansoni sdo as mais variaveis
possiveis que vao desde a forma aguda ou toxémica, onde em torno do ovo
depositado nos tecidos aparece area de necrose. A forma crbnica leve pode se
apresentar assintomatica ou com sintomatologia discreta, com granulomas
pequenos e bem delimitados, com tendéncia a cicatrizagdao. A forma cronica
grave € onde se observa a forma hepatoesplénica da esquistossomose. A
esplenomegalia € em parte devido a congestdo venosa como também da
hiperplasia das células do sistema macréfago-linfocitario. Apresentando
também hipertensao portal, com circulagao colateral, anastomoses e formacgao
de varizes esofagianas que podem romper e levar a um sangramento digestivo,

podendo ser letal.

Nas fases mais avangadas da doenga ocorrem hemorragias digestivas
que agravam o quadro geral, aparecendo em consequéncia edemas, derrame

cavitario e ascite (REY, 2001).

Inflamagdes periportal cronica, devido a reagdo imunoldgica

sensibilizada pelos ovos de Schistosoma e pelos antigenos dos vermes que se



instalam no figado e veias mesentéricas, conduzem a severas reagoes clinicas

(DESSEIN et al., 1999).

Observou-se em animais de experimentagao, bem como no homem, um
processo de resisténcia parcial a infeccdo causada pelo S. mansoni. Devido a
este fato, um grande numero de cercarias sdo destruidas durante sua migragéao
pela pele e pulmdes. Mesmos aqueles que conseguem passar pela pele e
pulmbes, alguns apresentam defeitos de desenvolvimento e produzem poucos
ovos. Os ovos, por sua vez, levam a uma reacgao inflamatéria menor e sao
facilmente destruidos pelo sistema imunoldgico. Este estado de resisténcia
explica o porqué de inumeros individuos, em areas endémicas, entrarem em
contato com a agua contaminada quase que diariamente e apresentarem uma
carga parasitaria relativamente pequena (REY,2001). Um importante aspecto
na esquistossomose € que nos individuos que tém contato freqliente com
aguas infectadas com cercarias, a intensidade da doenca depende em grande
parte de fatores genéticos: 60% da populacdo sao resistentes, 5% sao
susceptiveis e 35% revelam um nivel intermediario de resisténcia (ABEL et al.,

1991; MARQUET et al., 1996).

As formas pseudoneoplasicas, onde os ovos que sao depositados em
grande quantidade em uma pequena area levam a inflamagao e fibrose,
aparecendo tumoragdes que algumas vezes, podem ser confundidas com

neoplasias (PESSOA, 1988).



Com frequentes referéncias na literatura médica, ha relatos sobre a
localizagcdo ectdpica dos ovos ou dos proprios vermes no sistema nervoso
central, onde depositam grandes quantidades de ovos, apresentando também
hipertensdo intracraniana, com sinais neuroldgicos focais. A formagcao de
tumores na medula espinhal causa dores lombares que se irradiam para as
pernas podendo se instalar uma paraplegia flacida, onde neste estagio as
dores nas pernas ndo sao mais sentidas, havendo perda de reflexos da
sensibilidade na metade inferior do corpo, e com disfungdo nos esfincteres

(REY, 2001).

Os mecanismos imunolégicos que estdo envolvidos na destruicdo do
parasita sao a existéncia de anticorpos letais, a citotoxicidade de eosindfilos e
de neutrdfilos dependentes de anticorpos, citotoxicidade celulares dependentes

do sistema complemento, ativagado de macréfago entre outros (REY, 2001).

Estudos realizados in vivo em murinos como modelo de doencga,
constatou-se que o parasita induzia um estresse oxidativo devido a producao
de intermediarios do oxigénio reativos no figado, e como consequéncia, a

diminuicao das defesas antioxidantes no érgéo (GHARIB et al., 1999).



3.5 - Tratamento e Resisténcia

O fenbmeno de resisténcia de microorganismos as drogas foi primeiro
observado no inicio do século em tripanossomas pelo microbiologista alemao
Ehrlich. O largo uso de quimioterapicos no controle de doencgas infecciosas ao
longo do século passado pode ser apontado como fator primordial no
desenvolvimento de resisténcias as drogas. No homem, esse problema tem
persistido em relacdo ao tratamento de doencgas produzidas por bactérias e
protozoarios. Embora se tenha mantido uma vigilancia constante quanto as
novas cepas resistentes a estes microorganismos, praticamente nada tem sido
feito em relacdo aos helmintos que parasitam o homem. Entre estes, a
resisténcia as drogas tem ocorrido em consequéncia do uso abusivo de anti-
helminticos no combate aos nematdides que parasitam animais. No entanto, o
problema de resisténcia a drogas entre os helmintos ndo se limita apenas a
esta classe de parasitos. O uso extensivo e doses inapropriadas de anti-
helminticos, em conjunto com outros fatores, tém resultados na resisténcia a
droga, causando uma séria ameaga ao controle efetivo de helmintiases

(PRICHARD, 1994; COLES, 1999; SANGSTER e GILL, 1999).

Atualmente, segundo a Organizagdo Mundial de Saude, o praziquantel e
0 oxamniquine representam respectivamente, os farmacos de primeira e
segunda escolha no tratamento quimioterapico da esquistossomose mansoni

(WHO, 1999).



Segundo Sangster e Gill (1999) resisténcia é definida como um declinio na
eficiéncia dos anti-helminticos contra uma populacdo de parasitas que

geralmente era susceptivel aquela droga.

Em 1971 Roger e Buending relataram pela primeira vez a ocorréncia, em

laboratdrio, de cepas de schistosomas resistentes a drogas.

A partir de 1973, no Brasil, e de 1987, no Quénia, comegaram a surgir 0s
primeiros relatos de resisténcia de linhagem de S. mansoni isoladas de
pacientes que, apesar de tratados, nao lograram a extingdo da carga

parasitaria com o oxamniquine (DIAS, 1992).

Ha evidencias laboratoriais e clinicas de que a suscetibilidade de S.
mansoni ao oxamniquine esteja relacionada a origem geografica do verme

(DIAS, 1992).

A existéncia de cepas de schistosomas resistentes ao praziquantel foi
relatada no Senegal onde s&o intensos os focos de S. mansoni (STELMA et al.,
1995). Em estudos posteriores foi evidenciado que o aumento da dose de
praziquantel de 40 pra 60 mg/kg ndo se obtinha resultados significativos

(GUISSE et al., 1997).

No Egito, o uso do praziquantel de forma agressiva indica ter também
favorecido o desenvolvimento de schistosomas resistentes (ISMAIL et al.,

1999).



Mais recentemente, Liang e colaboradores (2001) confirmaram a
resisténcia de S. mansoni ao praziquantel em camundongos tratados com 3 x
200 mg/kg, comparando cinco isolados resistentes e cinco isolados
susceptiveis do Senegal, Quénia e Egito. Eles observaram que os isolados
resistentes foram menos responsivos ao praziquantel (59 - 74%) de redugao da

carga parasitaria do que os isolados susceptiveis (92 — 100%).

Parasitas resistentes as drogas anti-helminticas transmitem
geneticamente sua baixa sensibilidade a partir de populagbes de vermes que
foram previamente sensibilizados pelas mesmas drogas. Neste processo, a
seletividade quimioterapico elimina vermes individualmente susceptiveis a
partir de populagéo geneticamente heterogéneas conduzindo a um aumento de
vermes carregando genes que conferem a resisténcia a drogas e que passa a
difundi-la pela sua descendéncia. E nestas geragcdes os genes resistentes se
acumulam levando a uma populacao consideravel de vermes a sobreviverem a
tratamentos seguintes. A transmissdo do material genético ocorre apenas entre

linhagens parentais (KOHLER, 2001).

A reducao na sensibilidade da droga pode ser muito bem distinguido a
partir de fatores extrinsecos: diferentes estagios do ciclo de vida do parasita,
diferencas sexuais, variagdo geografica das espécies, varias espécies de
parasitas em diferentes animais hospedeiros ou na diferenga entre as espécies

de parasitas (SANGSTER e GILL, 1999).



O mecanismo usado pelos helmintos para adquirir resisténcia a através
de uma baixa quantidade de receptores ou pela diminuigdo da afinidade dos

sitios de ligagéo com a droga (KOHLER, 2001).

O conhecimento dos mecanismos de acao das drogas e de resisténcia
pode ser explorado para o desenvolvimento de novas drogas e para se ter
informagdes sobre qual caminho por onde a resisténcia as drogas se instala

(KOHLER, 2001).

3.6. Diagnostico e Controle

O diagnéstico se da por investigacgao clinica e laboratorial. O diagndstico
clinico é efetuado através de uma anamnese, verificando-se a origem do
paciente, principalmente se este é oriundo de uma area endémica. Também se
verifica o quadro patolégico, tais como as formas toxémicas, hepatointestinal e
hepatoesplénica. O método laboratorial acontece através da procura de ovos
nas fezes, como a de sedimentagao espontanea, método de Hoffman, Pons e
Janer ou método de Lutz. Cita-se também o método de Kato (1960) (Apud:
KATZ, 1966), modificado por Katz e colaboradores em 1972 (Apud:
PESSOA,1988). E um método semiquantitativo e tem como fundamento a
clarificagdo da amostra fecal por uma mistura de glicerina e agua, a 50%. Uma
outra forma de diagndstico € a biopsia retal, que s6 € indicada em situagdes
especiais, por ser uma técnica invasiva e muito incbmoda para os pacientes

(REY, 2001).



O diagnéstico também é feito através de métodos imunoldgicos como de
reacao periovular, reagcao cercariana, imunofluorescéncia e a técnica de ELISA,

bem como a reacgao intradérmica.

O controle da esquistossomose tem exigido dos governantes, ndo s6 do
Brasil como também de varios outros paises onde a doenca é endémica,
estratégia de combate a esquistossomose as quais baseia-se em saneamento
basico, Iuta antivetorial, tratamento das pessoas infectadas e, ainda,

combinacao dessas condutas.

Neste sentido, as estratégias basicas utilizadas no combate a doenga
fundamentam-se principalmente em: a) Impedir ou reduzir consideravelmente a
transmissao do parasitismo com medidas que abranjam o ambiente como, por
exemplo, o uso de moluscicidas, saneamento ambiental, educacao sanitaria,
entre outros; b) Controlar a transmissdo, tratar a populacdo parasitada
reduzindo assim as fontes de infeccdo, cuja melhoria do tratamento

quimioterapico constitui a justificativa principal deste projeto.

O controle do molusco é feito por varias técnicas, seja por supressao de
criadouros com obras de engenharia, seja por modificagdes das condi¢des
ecoldgicas, ou por aplicagdo de moluscicidas e por moluscicidas vegetais que

barateiam o custo (PESSOA, 1988; REY, 2001).



3.7. Farmacos Esquistossomicidas

A quimioterapia contra o Schistosoma teve inicio com os compostos

antimoniais introduzidos durante a Primeira Guerra Mundial (BREDLEY, 1994).

Desde entdo, pesquisas tém sido realizadas na busca de drogas
potencialmente ativas contra a esquistossomose. A introdu¢cdo da oxamniquine
no Brasil marcou a implementagao de programas governamentais de combate
a doenca. A utilizacao clinica do praziquantel, farmaco de ag¢ao sobre todas as
espécies de Schistosoma, levou a negligéncia por parte das industrias e da
comunidade cientifica. Hoje, a World Health Organization, (WHO, 1998),
preocupada com a alta incidéncia de casos, convocou 0s pesquisadores a
desenvolverem novas drogas, visto ser o praziquantel a unica droga de escolha

para o tratamento da esquistossomose (DNDi,1998).

Farmacos Antimoniais

Os antimoniais sdo compostos organicos pentavalentes, cujos exemplos
podemos citar o tartaro antiménio de potassio, o tartaro antiménio de sddio, o
antiménio de lll-pirocatechin-disulfonato de sédio, tiomalato antimdnio de litio,
antiménio gluconato de sodio e o antiménio dimercaptosuccinato de sodio

(CUNHA, 1970; CIOLI et al., 1995; SKEKHAR, 1991).



O tartarato de antimdnio e potassio, ou tartaro emético (Figura 8), foi
descoberto acidentalmente por Christopherson (1918) e inicialmente utilizado
no tratamento da leishmaniose cutaneo-mucosa pelo brasileiro Gaspar Viana,
em 1912(Apud: CIOLI,1995). O tartaro emético € eficaz contra as trés espécies
de Schistosoma apresentando uma taxa de cura de 80-90% em S.
haematobium, 75-90% em S. mansoni e 40-75% em S. japonicum. Estas
drogas nao sado usadas comumente nos tratamentos por exigir um uso
prolongado, bem como apresentar efeitos colaterais, sendo em alguns casos

reacgoes graves (SKEKHAR, 1991, CIOLI et al., 1995).
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Figura 8 — Tartarato de antimdnio e potassio

O tartaro de antimbnio e potassio apresenta um efeito inibitério na

atividade motora do Schistosoma (SENFT e HILLMAN, 1973).

Emetina

Na segunda década do século passado, a emetina (Figura 9) foi

empregada no tratamento de infecgdo do S. japonicum, sendo usada mais

tarde extensivamente em esquistossomose mansoni (CIOLI, 1995).



Figura 9 — Emetina

A eficacia da emetina ¢é aparentemente boa, mas as doses
terapeuticamente uteis sao proximas do limite de toxicidade, sendo necessario
aos pacientes acompanhamento hospitalar durante o tratamento, em
decorréncia deste inconveniente abandonou-se a emetina e seus derivados da
quimioterapia esquistossomicida, contudo ela ainda € usada para o tratamento

de amebiase (CIOLI, 1995).

Lucantona e Hicantona

A lucantona, introduzida na clinica médica em 1945, faz parte de uma
classe de substancias ndo antimoniais ativas por via oral; sdo as denominadas
tioxantonas, sintetizadas inicialmente por Mauss em 1938 (Apud: CIOLI et al.,

1995).

O lucantona tem efeito contra o S. mansoni e o S. haematobium quando
administrado oralmente em camundongos e € mais ativo quando administrado

oralmente em hamsters e primatas. Estudos realizados demonstraram que o



lucantona n&o apresentava atividade em testes in vitro, indicando que a
resposta bioldgica era decorrente do metabolismo de primeira passagem, ou
seja, um metabdlito, sugerindo que o mesmo sofre biotransformacéo.
Experimentalmente, o lucantona foi exposto a acdo do Aspergillus sclerotiorum,
isolando-se um derivado 4-hidroximetil, analogo do lucantona, o hicantona

(Figura 10) (ROSI et al., 1965;.CIOLI et al., 1980; CIOLI, 1995).
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Figura 10 — Lucantona a do hicantona b

Os efeitos colaterais produzidos pelo lucantona sdo nauseas e vomitos,
e, ocasionalmente,provoca efeitos severos no sistema cardiovascular e sistema
nervoso central (SNC). Devido a sua acao irritante sobre a mucosa
gastrointestinal ndo € mais usada na pratica médica, apesar de se reconhecer
que representaram grande contribuicdo a quimioterapia de helmintiases, em
razao de terem estimulado a pesquisa de novas substancias isentas de

antiménio (CIOLI, 1995).

O hicantona se liga irreversivelmente a receptores da acetilcolina em S.
mansoni causando paralisia no trato digestivo do verme, desta forma presume-
se que este ndo consegue se alimentar e, dessa forma, morre por inanigéo. O

uso do hicantona para o tratamento de esquistossomose humana foi



gradualmente abandonado devido ao surgimento de cepas de Schistosoma

resistente ao farmaco em questao (HILLMAN et al.,1978, CIOLI et al., 1995).

Metrifonato

Introduzido em 1955, € um composto organofosforado, denominado
quimicamente de 2,2,2-tricloro-1-hidroxietil dimetil fosfanato (Figura 11) (CIOLI,

1995).
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Figura 11 — Metrifonato

Na década de sessenta, Jacques Cerf (1962) verificou a possibilidade do
mecanismo de ac¢do do organofosforado ser através de uma atividade
anticolinesterasica em helmintos. Dezessete anos mais tarde este pesquisador
constata sua atividade frente S. haematobium e sua ineficacia frente o S.

mansoni (CIOLI, 1995).

O mecanismo de acao do metrifonato especifico para o S. haematobium
€ desconhecido. O metrifonato reduz consideravelmente o nimero de ovos na

urina de pessoas infectadas em aproximadamente 90 a 95%. Os efeitos



colaterais do metrifonato sdo sintomas gastrintestinais como cdlicas, diarréias,
nauseas e vOmitos. Outros efeitos adversos sao cefaléia, fadiga, tremor

muscular broncoespasmos e vertigens (KING et al., 1988; SKEKHAR, 1991).

Desde 1998, o metrifonato ndao faz parte da relagdo dos farmacos
recomendado para o tratamento da esquistossomose urinaria pela World

Health Organization (WHO, 1998).

Nitrofurano

No inicio da década de 1960, pesquisas revelaram que alguns
nitrofuranos apresentaram atividade em animais e homens infectados por S.
japonicum (WERBEL, 1970). Dentre eles, o furapromidium foi amplamente
usado. Porém, devido a sua alta toxicidade, conduziu ao abandono dos

nitrofuranos (CIOLI, 1995).

@) trans-5-amino-3-[-2-(5-nitro-2-furil)-vinil]-1,2,4-oxadiazol, uma
molécula com similaridades ao nitrofurano, demonstrou atividade

esquistossomicida (ROBINSON et al., 1970).

Estudos confirmaram a alta atividade do oxadiazol quando administrado
em roedores infectados com S. mansoni e S. japonicum. Outros trabalhos
revelaram que, ao contrario da maioria dos esquistossomicidas, o oxadiazol era
também ativo em todos estagios imaturos do parasita (BUEDING et al., 1971;

LENNOX e BUEDING, 1972).



Niridazol

O niridazol, um derivado nitrotiazol (Figura 12), foi produzido em 1964

por Ciba-Geigy com o nome de Ambilhar (LAMBERT et al., 1964).
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Figura 12 — Niridazol

A substancia recebeu atencdo consideravel, sobretudo por ter sido a
primeira alternativa apds os compostos antimoniais e também devido ao

avanco em ser administrado oralmente. (CIOLI et al., 1995).

O niridazol sofre o efeito de primeira passagem no figado, fato que
explica os sérios efeitos colaterais em pacientes com hepatoesplenomegalia
decorrente de uma esquistossomose cronica propds um mecanismo de acao
do niridazol, onde mostraram que o farmaco era captado pelo verme,

ocorrendo a redugao enzimatica do grupo nitro (TRACY et al.,1982).

Oxamniquine

O oxamniquine (Figura 13) é o farmaco de primeira escolha para o
tratamento de infecgdes por S. mansoni e pode ser administrado oralmente em
seres humanos. E ineficaz contra o S. haematobium e o S. japonicum (NASH et

al.; 1982; MATTOCCIA e CIOLI, 1985).



O oxamniquine atua como bloqueador de receptores da acetilcolina,
inibindo de forma irreversivel tendo assim agao farmacoldgica similar ao
hicantona (PICA-MATTOCCIA e CIOLI, 1985). Tem agao sobre vermes
machos e fémeas, além de apresentar atividade contra parasitas imaturos em

ratos e macacos.

Figura 13 - Oxamniquine

Todos os estagios da infecgao por S. mansoni podem ser tratados com o
oxamniquine, embora a eficacia da substancia em schistossomas imaturos é
um tanto controverso (CIOLI, 1995). O oxamniquine é relatado como excelente
em programas de tratamento comunitario, especialmente na América do Sul.
No Brasil, com o programa nacional para o controle da esquistossomose, mais
de 10 milhdes de individuos tém recebido oxamniquine, com resultados: boa

eficacia e tolerancia (ALMEIDA, 1982; FOSTER, 1987).

Até o advento do praziquantel, o oxamniquine era o farmaco de escolha
para o tratamento das formas agudas, sub agudas, cronicas e complicagdes

oriundas da infecgao por S. mansoni (SKEKHAR, 1991).



Praziquantel

Hoje o praziquantel (Figura 14), denominado quimicamente 2-ciclo-hexil-
carbonil-1,2,3,6,7,11b-hexaidro-4 H-pirazino-[2,1-a]-isoquinolina-4-ona
representa o farmaco de escolha no tratamento da esquistossomose, por uma
série de razodes, entre elas o fato de apresentar alta eficacia contra todas as

espécies de Schistosoma.

Oy

N

C(Ko

Figura 14 - Praziquantel

Inicialmente, o praziquantel foi utilizado apenas como cestocida de uso
veterinario, com o nome de Droncil. Posteriormente, verificou-se uma atividade
esquistossomicida em animais infectados e, apds testes toxicolégicos e
farmacoldgicos, verificou-se esta mesma atividade em seres humanos

(GONNERT e ANDREWS, 1977; FROHBERG e SHENKING, 1981).

Como os resultados destes testes foram muito encorajadores e o estudo
toxicolégico indicava a auséncia de efeitos colaterais sérios a curto e longo
prazo, o praziquantel ganhou rapidamente a predominancia na terapia

esquistossomicida e esta até hoje sendo usado (CIOLI, 1995).



Tubericidina

A tubericidina € uma 7-deazoadenosina (Figura 15), ou seja, um analogo
da purina que pode ser incorporado pelos acidos nucléicos do schistosoma e
das células de mamiferos. Foi usada pioneiramente como agente

esquistossomicida por Jaffe e colaboradores (1971).
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Figura 15 - Tubericidina

A tubericidina foi administrada diretamente em hospedeiros infectados
em combinacdo com um inibidor do transporte de nucleosideo, o nitro-benzil-
tioinosina-5-monofosfato, na tentativa de impedir a captacdo da tubericidina
para dentro das células dos mamiferos, permitindo que o Schistosoma a
incorporasse. Esta combinagao terapéutica foi muito eficaz em camundongos
infectados com o S. mansoni, enquanto ndo causava uma toxicidade aparente
no hospedeiro (EL KOUNI et al., 1985; 1987; BAER et al., 1988; EL KOUNI,

1991).



Amoscanato

O amoscanato, 4-isotiociano-4-nitro-difenil-amino, apresenta uma ampla
atividade contra helmintos, incluindo as trés espécies de Schistosoma que sao

patogénicos ao homem (Figura 16) (STRIEBEL, 1984).
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Figura 16 - Amoscanato

O amoscanato é ativo contra cepas de S. mansoni resistentes a
hicantona. Um metabdlito mutagénico, devido ao metabolismo da flora
intestinal do hospedeiro, é encontrado na urina (BUEDING et al., 1976). Uma
coadministragcdo com antibidticos de atuacdo entérica, aboliu a formacao de

mutagénicos (BATZINGER et al., 1979).

Oltipraz

O oltipraz, 4-metil-5-(2-pirazinil)-1,2-ditiol-3-tiona (Figura 17),é um
derivado ditiol tiona sintetizado em 1976 na industria Rhéne-Poulenc (Vitry,
Francga). Experimentalmente é eficaz para camundongos e macacos infectados

com S. mansoni, S. haematobium e S. intercalatum e também em humanos



infectados com S. intercalatum enquanto é aparentemente ineficaz contra o S.

japonicum (BRUCE, 1987; BARREAU et al., 1977; SHEKHAR, 1991).

/~\
o
S
I s
H3C
S

Figura 17 — Oltipraz

Ciclosporina A

A ciclosporina A (Figura 18) € um peptideo ciclico lipofilico neutro de
origem fungica consistindo em 11 animoacidos e exibindo diferentes
propriedades Dbiolégicas. Sua atividade mais conhecida €& o efeito
imunossupressor em enxertos por inibicao de linfécitos T (BOREL et al. 1996).
Inesperadamente, a ciclosporina A também possui atividade antiparasitaria
contra schistosoma, plasmadio, nematdédeo e cestodas (BUEDING et al., 1981;

CHAPPELL e THOMPSON, 1988).

A atividade antiparasitaria da ciclosporina A foi descoberta por Bueding e
colaboradores (1981) quando, na tentativa de suprimir a formagédo de
granulomas em camundongos infectados por S. mansoni, observaram que
houve uma drastica redu¢cdo no numero de vermes, e que esta reducao foi
mais pronunciada quando tratava de infec¢gdes imaturas; adicionalmente, os
vermes fémeas sao mais afetados do que os machos. Este resultado foi

confirmado posteriormente, em muitos outros laboratérios (BOUL et al.,



1984,1986; NILSSON et al., 1985; THOMPSON et al., 1986; CHAPPELI et al.

1987; MUNRO et al. 1991).
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Figura 18 - Ciclosporina A

9-Acridanona-hidrazona

Uma série de derivados acridinicos (Figura 19) revelou atividade
esquistossomicida. Estes compostos apresentaram atividade frente a todos os
estagios imaturos do Schistosoma (STOHLER e MONTAVON, 1984). Doses
orais foram eficazes contra as trés principais espécies de Schistosoma em

testes com camundongos e hamsters (CIOLI, 1995).

Porém, apresenta uma propriedade de intercalacdo em DNA, testes em

bactérias revelaram efeitos mutagénicos (CIOLI et al.,1995).
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Figura 19 - Derivados acridinicos

Artemeter

No inicio da década de 1970, a artemisinina, Artemisia annaua L., foi
identificada como uma substancia antimalarica. Até hoje, mais de dois milhdes
de pessoas acometidas pela malaria sdo tratados com derivados da

artemisinina (PRICE et al.,1999; XIAO et al. 2001).

Na década de 1980, pesquisadores evidenciaram que derivados da
artemisinina também exibiam propriedade esquistossomicida. Administrando o
artemeter (éter-metil de diidro-artemisinina), o arteeter (etil-éter de diidro-
artemisinina) e o artesunato (hemi-succinato de artemisinina) em animais de
laboratérios infectados com S. japonicum verificou-se a redugdo da carga

parasitaria em 80-100% (XIAO et al., 2000; UTZINGER et al., 2001).



Recentes trabalhos confirmaram as pesquisas desenvolvidas por Xiao e

Catto (1989), onde foi evidenciada propriedade esquistossomicida do artemeter

em estagios iniciais de desenvolvimento dos vermes de S. mansoni e S.
haematobium, além de alteragdes em toda extensao do tegumento dos vermes

jovens (XIAO et al., 2000; UTZINGER et al., 2001).

3.8. Quimica Medicinal: Ferramenta na Descoberta de Novos Farmacos

A quimica medicinal € uma ciéncia que se dedica a estudar as razdes
moleculares da agao dos farmacos, ou seja a relagéo entre a estrutura quimica
e a atividade farmacoldégica, incluindo planejamento e o desenho estrutural de
novas substdncias que possuam propriedades farmacoterapéuticas Uuteis,

capazes de representarem novos farmacos (BARREIRO, 2001).

Para isso, torna-se necessario a compreensao de fatores responsaveis,

além daqueles relacionados, com a resposta terapéutica de um farmaco.

De acordo com Alfred Burger (1970), “a modificagdo molecular de um
composto matriz promissor constitui ainda o meio de obter novos farmacos. As
variagbes estruturais conferem novas propriedades fisicas e alteram a
reatividade de uma molécula, que por sua vez causam mudang¢as na
distribuicdo nas células e nos tecidos, no acesso aos centros ativos de enzimas

e receptores, nas velocidades de reagcdo em tais centros e nos modelos de



excregdo. alteracdo aparentemente muito pequena na estrutura quimica pode
mesmo assim revelar efeitos bioloégicos que haviam estado latentes ou

eclipsados pelos efeitos colaterais das substancias de partida’.

Segundo Ariéns (1966) (Apud: KOROLKOVAS, 1974), que utilizou
critérios quimico e bioldgico, a estrutura quimica dos farmacos possuem grupos
quimiofuncionais, que contribuem para a fixagdo do farmaco ao receptor
através das varias forgas, e as partes ou grupos biofuncionais, responsaveis
pela atividade Dbiolégica. Desta forma, Ariéns classificou grupos
quimiofuncionais como aqueles capazes de formar ligacbes de hidrogénio,
forcas de van der Waals, transferéncias de cargas, entre outras, responsaveis
pela ligacdo dos farmacos com receptores, e ainda classifica grupos
biofuncionais em grupos transportadores, vulneraveis, criticos e nao criticos,

bioisosteros e grupos haptoféricos/farmacoféricos.

Em geral, o desenvolvimento de novos agentes terapeuticamente uteis
visa trés aspectos principais: aumento da atividade biolégica; redugcado dos
efeitos colaterais; e promog¢ao de uma eficiente forma de administracdo do

farmaco para o paciente.

Desde 1963, Sexton afirmava que a presenga de um grupo especifico
nao pressupunha necessariamente que a molécula tera determinada atividade
bioldgica, visto que esta é fungdo da molécula como um todo. Os grupos
quimicos presentes ou introduzidos numa substancia sdo importantes por dois

motivos: podem ser essenciais para a manifestacdo de determinada acao



bioldgica, grupos farmacoférico, em razdo de sua reatividade quimica ou da
disposicdo espacial; e podem modificar a intensidade de determinada acéao
bioldgica, em consequéncia dos efeitos caracteristicos que exercem, que séo

0s grupos biofuncionais.

Observa-se que para se ter uma atividade biolégica maxima é
necessario que a reatividade quimica esteja situada dentro de certos limites.
Uma vez que grupos demasiadamente reativos podem interagir facilmente com
varios centros celulares, o que pode levar a substancia a nao atingir o alvo
desejado. Por outro lado, grupos pouco reativos podem tornar desprezivel a

atividade bioldgica do farmaco.

Patrick (1997) relata que as estratégias de sintese de analogos mais
usadas pelos quimicos medicinais na busca de novas drogas, compreendem:
variagao de grupos substituintes; extensao da estrutura; contragao/extenséo da
cadeia; contracdo/expansao de anéis; variagdbes de anéis; isosteros;

simplificacdo da estrutura; e rigidificacdo da estrutura.

Nesse aspecto, o bioisosterismo (Tabela 1) € uma das mais importantes
estratégias de modificagdo molecular. Trata-se da ampliacdo do conceito
quimico de isosterismo desenvolvido inicialmente por Langmuir (1919) quando
definiu “is6steros como compostos ou grupos de atomos que tém o mesmo
numero e disposicdo de elétrons”. A definicdo de bioisdsteros os situa como
compostos quimicos, atomos ou grupos de atomos que possuem formas e

volumes moleculares similares, aproximadamente a mesma distribuicdo



eletrbnica e exibem propriedades fisico-quimicas semelhantes, além de ter o
mesmo tipo de atividade biolégica, podendo ou nao ser antagbnica
(FRIEDMAN, 1951). A habilidade de um grupo de bioisdsteros para deducao de
atividades bioldgicas similares é atribuida as propriedades fisico-quimicas

comuns (BURGER, 1991; PATANI, LAVOIE, 1996, THOMAS, 2003).

Tabela 1 — Isésteros classicos e bioisésteros
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Cada linha horizontal representa um grupo de estruturas que sao isostéricas

(THOMAS, 2003).

No sentido mais amplo, portanto, o termo isdsteros pode ser aplicado a
grupos que apresentam meramente semelhangca nas camadas eletrdnicas
externas ou, mais restritamente, a grupos com localizagdo semelhante de
regides de densidade eletrbnica alta ou baixa em moléculas de tamanho e
formato semelhante. De acordo com esse critério ha no minimo dois tipos de
isésteros: os classicos e os nao classicos (KOROLKOVAS, 1974; FOYE et al.,

1995).

Halogénios

Na literatura existem relatos que os halogénios sao grupos apontados
como aqueles que podem produzir efeitos significativos na atividade bioldgica.
A incorporagao de halogénios num protétipo resulta em analogos que sao mais
hidrofébicos e, por conseguinte, menos soluveis em agua, e sdo também
utilizados para melhor atravessarem membranas lipidicas. Entretanto, estes
farmacos podem se acumular nos tecidos adiposos (THOMAS, 2003).

Os efeitos produzidos por essa substituicido podem ser:

1- Puramente fisicos; no caso dos anestésicos gerais e anti-sépticos, por
exemplo, em que a atividade biolégica esta correlacionada com as
propriedades fisicas, tais como lipossolubilidade, tensao superficial e pressao

de vapor.



2- Resultado direto da reatividade quimica do halogénio; tal como se

verificam em agentes alquilantes e agentes acilantes.

3- Combinacgao de efeitos fisicos e quimicos, conforme se observa no

acido p-aminobenzoicos halo-substituidos.

O interesse neste tipo de modificacdo molecular prende-se, portanto, a
fatores estéricos e eletrébnicos dos halogénios. De fato, os halogénios tém
volume atémico substancialmente maior do que o hidrogénio e com excegéo da
ligacao C-F, as ligacbes C-halogénio sao mais fracas do que C-H (Tabela 2 e

3) (SEXTON, 1963).

Tabela 2 - Raio atbmico do hidrogénio e

dos halogénios

Raio AtémicoA

Hidrogénio 0,29
Fluor 0,64
Cloro 0,99

Bromo 1,14
lodo 1,33

KOROLKOVAS, 1974



Tabela 3 — Caracteristicas das ligagdes C-halogénios

Ligagobes Distancia Forga de
(na série alinfatica ) intermolecular ligacdo em
em Kcal/mol

C-H 1,14 93
C-F 1,45 114
C-Cl 1,74 72
C-Br 1,90 59
C-l 2,12 45

KOROLKOVAS, 1974

Desta forma, os halogénios podem exercer efeitos importantes:
estéricos, eletrénicos e obstrutivos, além de efeitos indutivos e conjugativos.
Em muitos compostos halogenados, a agdo biologica exercida por esses
atomos se deve ao efeito estérico. Por exemplo, verifica-se que a 9-a-halo-
substituicdo na cortisona e no cortisol aumenta a atividade biolégica na
seguinte ordem: H < F < Br < I. No caso da tiroxina, os volumosos atomos de
iodo impedem a rotagéao livre em torno da ligagao éter e mantém os planos dos

anéis aromaticos em posi¢cao perpendiculares entre si. Outro exemplo é



representado pelo bretilio; a substituigdo do bromo por outros halogénios ou
grupos, tais como o —CH3z ou —NO3, ndo altera a sua atividade, comprovando

funcdo meramente estérica do halogénio (KOROLKOVAS, 1974).

Os efeitos eletronicos exercidos pelos halogénios sdo de dois tipos:
indutivos (— I), em virtude de sua avidez por elétrons, e de ressonancia (+ R),
gracas a sua alta densidade eletrénica, em consequéncia de possuirem trés
pares de elétrons ndo compartilhados. Diversos compostos bacteriostaticos e
fungicidas tém realcado a sua atividade farmacoldgica quando estao presentes
um ou mais halogénio. O mesmo ocorre com os anestésicos locais, tais como
os derivados halogenados da procaina, onde a maior atividade daqueles
farmacos esta relacionada, ndo s6é com os efeitos eletrbnicos, mas também

com fatores estéricos (THOMAS, 2003).

Grupos alquilicos

A introducgao de grupos alquilicos é importante na modificagdo molecular
de farmacos conhecidos. Se um ligante possui grupos funcionais, como alcool,
fenol ou amino, acessiveis a grupos alquilicos, entdo cadeias alifaticas de
varios tamanhos e volume tais como metil, etil, propil, butil, isopropil, isobutil,
terc-butil, que podem ser a ele ligadas. A introdugcdo desses grupos pode
alterar a basicidade e/ou lipofilicidade de drogas, provocando, entdo, nao
apenas modificagdes nas interagdes com os sitios receptores, mas também
nos fendbmenos de absorcdo e de transporte através dos diversos

compartimentos celulares. Por exercerem efeitos sobre as propriedades fisicas



tais como solubilidade, difusibilidade ou tensao superficial de uma substancia,
os grupos alquilicos influem consideravelmente na atividade biolégica. Como
exemplo de farmacos em que esses efeitos foram conseguidos, podem ser
citados certos anti-sépticos, os fungicidas e bactericidas fendlicos e varios

anestésicos (PATRICK, 1997).

Anéis aromaticos

Os anéis aromaticos sao comumente envolvidos em interacdes do tipo
van der Waals com regides hidrofébicas planas do sitio de ligagado. Se o anel é
hidrogenado, como o anel do ciclo-hexano, a estrutura perde a planaridade e
interage menos eficientemente com o sitio de ligagéo. As interagdes de van der
Waals surgem pelo fato da distribuicao eletrbnica de grupos apolares nao ser
totalmente regular ou simétrica, resultando em areas transitérias de maior e de
menor densidade eletrénica na molécula, provocando, entdo, interagdes com

areas de menor e de maior densidade na molécula alvo (KOROLKOVAS,1974).

Grupo nitro

Em medicamentos, o grupo nitro pode estar ligado ao anel benzénico,
como ocorre no cloranfenicol, ou ainda fazendo parte de anéis heterociclico
como se da no metronidazol e niridazol, ou ainda, ser constituinte de cadeias

alquilicas ou alcoxilicas, como no clonitrato. O grupo nitro pode ser um dos



fatores favoraveis, quando nao indispensavel a atividade antiparasitaria, sendo

considerado um parasitoféro (CAVIER, 1970).

3.9. Imidazolidinadionas

As imidazolidina-2,4-dionas sao heterociclos potencialmente bioativos, e
o efeito produzido pela modificacdo estrutural deste anel sobre a atividade

bioldgica é de consideravel interesse.

A partir da imidazolidina-2-4-diona (Figura 20) origina-se uma série de
compostos biologicamente bioativos. Desde que o sistema anelar
imidazolidinico foi descoberto por Bayer (1861), durante suas pesquisas com o
acido urico, este sistema tem sido intensivamente estudado (FINKBEINER,

1965; BATEMAN, 1980).
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Figura 20- Imidazolidina-2,4-diona

A modificagao estrutural realizada nesse anel produz uma diversidade de
atividades bioldgicas originando derivados imidazolidinicos bioativos (JONES,

1982, Apud: JONES,1985).

A partir da modificagao estrutural Luttermoser e Bond (1954) observaram

que a 5,5-difenil-imidazolidina-2,4-diona e a 5-(p-clorofenil)-5-metil-



imidazolidina-2,4-diona (Figura 21) apresentavam atividade frente a vermes

adultos em S. mansoni de ratos infectados.
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Figura 21 — (a) 5,5-Difenil-hidantoina e (b) 5-(p-clorofenil)-5-metil-

hidantoina

A 5-(2,4,5-tricloro-fenil)-imidazolidina-2,4-diona e a 1-(5-nitro-tiofeno-3-
il)-2-tioxo-imidazolidina (Figura  22) também possuem  atividade

esquistossomicida (WERBEL, ELSLAGER, 1977; BENAZET, LEROY, 1974).

Figura 22 — (a) 5-(2,4,5-tricloro-fenil)-hidantoina e (b) 1-(5-nitro-tiofeno-3-il)-2-

tioxo-imidazolidina

O niridazol (Ambilhar®) é um farmaco de comprovada agao frente ao S.

mansoni e foi bastante utilizado no passado como esquistossomicida; trata-se



de uma imidazolidina quimicamente denominado 1-(5-nitro-tiofeno-3-il)-

imidazolidin-2-ona b (Figura 12) (CATTO; TRACY; WEBSTER, 1984).

Outros compostos contendo o sistema imidazolidinico também possuem
propriedades antifungica e antibacteriana (MARTON et al., 1993), propriedades
hipnética (HENZE e SMITH, 1943), atividade hipoglicémica (WARE, 1950;
SOLIMAN et al., 1981), atividade anticonvulsivante (KARALI et al., 1998),

atividade herbicida, tuberculostatica e sedativa (OZKIRIMLI, HAMALI, 1995).

Diante da comprovada atividade biolégica da imidazolidina frente ao
Schistosoma mansoni, que € objetivo de nosso estudo, e utilizando a estratégia
de modificacdo molecular destes compostos. Novas imidazolidina serao

sintetizadas, com maximas chances de sucesso de novos medicamentos.
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4-SINTESE DE DERIVADOS TIOXO-IMIDAZOLIDINICOS

4.1. MATERIAL E METODOS

4.1.1. Equipamentos, Reagentes e Solventes

Para a obtencgao e a elucidacado das estruturas quimicas dos novos
derivados bioisésteros sintetizados das séries 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-
2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10a-d e 5-benzilideno-3-[2-o0x0-2-(4-nitro-fenil)-etil]-2-
tioxo-imidazolidin-4-ona 12a-d utilizaram-se reagentes especificos, solventes,

placas cromatograficas e equipamentos.

Para elucidacdo estrutural, na espectrofotometria de absor¢do no
infravermelho (1V), utilizou-se um espectrofotometro FTIR Bruker Modelo IFS
66, em pastilhas de KBr. Os espectros de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN'H) foram efetuados em espectrofotdmetro Varian Modelo

Plus 300 MHz.

Todos os reagentes e solventes utilizados foram da marca Sigma,
Aldrich, Acros, Merck, Vetec ou Quimis, para analise e para sintese: Acetato de
etila; 4-metdxi-benzaldeido;  5-bromo  2-metoxi-benzaldeido;  4-cloro-
benzaldeido; 3-cloro-benzaldeido; benzeno; brometo de 4-nitro-fenacil; brometo
de 4-nitro-benzil; carbonato de potassio; cianoacetato de etila; diclorometano;

etanol; glicina, n-hexano; metanol; piperidina; tiocianato de aménio.



Na cromatografia em camada delgada foram utilizadas placas Merck
silica gel 60 F2s4, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254
ou 366 nm). Na cromatografia em coluna sob pressao, a silica gel 60 Vetec

(230-400 Mesh) foi utilizada como adsorvente.



4.2. METODOLOGIA

novos

O Esquema 1 representa a via de obtencgao utilizada na preparagao dos

derivados bioisésteros 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona 10a-d e 5-benzilideno-3-[2-0x0-2-(4-nitro-fenil)-etil]-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona 12a-d.
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Esquema 1 - Diagrama de sintese de derivados biois6steros 2-tioxo-imidazolidinicos



4.2.1. Obtencgao da 2-tioxo-imidazolidin-4-ona 5

0 H

I
N/\\\S
v

Pelo aquecimento de 2 g de glicina 1 e de 1,69 g de tiocianato de
amonio 2 a 140°C sob uma atmosfera inerte, durante 12 horas, obteve-se um
liquido vermelho que cristalizou facilmente. Este composto, 2-tioxo-
imidazolidin-4-ona 5 foi purificado através de lavagens sucessivas com agua

destilada, etanol e n-hexano.

4.2.2. Obtencao dos derivados 2-ciano-fenil-acrilatos de etila 6

oN
Dot
\9—00H20H3

O
6a-d

R1

Em um baldo de fundo redondo foram introduzidos benzaldeido 3 e
cianoacetato de etila 4, em presenga de piperidina como catalisador e de
benzeno como solvente. A mistura reacional foi aquecida a uma temperatura
de 110°C, durante 8 horas. O produto foi mantido na geladeira por 12 horas. O
2-ciano-fenil-acrilato de etila 6 obtido foi purificado através de cristalizagdes

sucessivas em etanol.



2-Ciano-3-(4-cloro-fenil)-acrilato de etila 6a

oN
m@CH:C
\I;—OCHZCHg,

(0]

REAGENTES ,073 mols (10 g) de 4-cloro-benzaldeido
,073 mols (8,278 g/1,06 g/mL) de cianoacetato de etila
SOLVENTE 0 mL de benzeno seco
CATALISADOR ,250 mL de piperidina
TEMPO horas
TEMPERATURA 110 °C
PURIFICAGAO Fecristalizagdo em etanol e lavagens com agua destilada

ESTADO FisSICO

precipitado branco em forma de cristais (agulha)

LE MOAL, 1966; BRANDAO, 2000

2-Ciano-3-(3-cloro-fenil)-acrilato de etila 6b

Cl

oN
CH=C
\9—00H20H3

(0}

REAGENTES ,073 mols (10g) de 3-cloro-benzaldeido
,073 mols (8,278 g/1,06 g/mL) de cianoacetato de etila
SOLVENTE 0 mL de benzeno seco
CATALISADOR ,25 mL de piperidina
TEMPO horas
TEMPERATURA 110°C
PURIFICAGAO Fecristalizacdo em etanol e lavagens com agua destilada
ESTADO FisICcO precipitado branco em forma de cristais (agulha)

BRANDAO, 2000



2-Ciano-3-(4-metoxi-fenil)-acrilato de etila 6¢c

N

H3CO—@CH:C
\Q—OCHZCH3

(o)

REAGENTES

SOLVENTE
CATALISADOR
TEMPO
TEMPERATURA
PURIFICAGAO
ESTADO FisICO

0,075 mols (10 g) de 4-metdxi-benzaldeido

0,075 mols (8,56 g/1,06 g/mL) de cianoacetato de etila
50 mL de benzeno seco

0,25 mL de piperidina

K horas

110 °C

Fecristalizagdo em etanol e lavagens com agua destilada

precipitado cristalino amorfo verde claro brilhante

2-Ciano-3-(5-bromo-2-metoéxi-fenil)-acrilato de etila 6d

OCH3 oy

CH=C
\9—00H20H3
Br (o)

REAGENTES

SOLVENTE
CATALISADOR
TEMPO
TEMPERATURA
PURIFICAGAO
ESTADO FisSICO

0,023 mols (5 g) de 5-bromo 2-metéxi- -benzaldeido
0,023 mols (2,66 g/1,06 g/mL) de cianoacetato de etila
50 mL de benzeno seco

0,25 mL de piperidina

10 horas

110 °C

Fecristalizagdo em etanol e lavagens com agua destilada
brecipitado cristalino amorfo verde claro




4.2.3. Obtencgao da 5-benzilideno-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8a-d

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 50 mL adicionou a 2-
tioxo-imidazolidin-4-ona dissolvida parcialmente em etanol, juntamente com os
ésteres 2-ciano-fenil-acrilatos de etila substituidos, tendo a piperidina como
catalisador, mantendo sob refluxo a uma temperatura de 80°C, por 6 horas. O
acompanhamento da reacgédo foi feito através de cromatografia em camada
delgada (CCD) em sistema de eluicdo adequado. A purificagdo foi realizada

através de cristalizagdes sucessivas e lavagens com solventes adequados.

5-(4-Cloro-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8a

Cl HC= N\
NAS
H

REAGENTES 0,0048 mols (0,5 g) de 2-tioxo-imidazolidin-4-ona
0,0048 mols (1,1304 g) de 2-ciano-3-(4-cloro-fenil)-acrilato de
btila

SOLVENTE mL de etanol

CATALISADOR ,25 mL de piperidina

TEMPO horas

TEMPERATURA 0°C

PURIFICAGCAO recristalizagdo em etanol, acido acético e lavagens com n-
hexano

ESTADO FisICO precipitado cristalino amorfo amarelo claro

LIMA, 2003



5-(3-Cloro-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8b

Cl
HC= N\
s
H

REAGENTES D,0048 mols (0,5 g) de 2-tioxo-imidazolidin-4-ona
0,0048 mols (1,1304 g) de 2-ciano-3-(3-cloro-fenil)-acrilato de
etila

SOLVENTE 15 mL de etanol

CATALISADOR D,5 mL de piperidina

TEMPO 3 horas

TEMPERATURA F5°C

PURIFICAGAO recristalizagdo em etanol, lavagens com agua destilada

ESTADO FisICO precipitado cristalino amorfo amarelo claro

5-(4-Metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8c

O H
O N
H3CO HC— N\
: NAS
H

REAGENTES 0,0076 mols (0,8 g) de 2-tioxo-imidazolidin-4-ona
0,0076 mols (1,755 g) de 2-ciano-3-(4-metdxi-fenil)-acrilato de
btila

SOLVENTE mL de etanol

CATALISADOR ,25 mL de piperidina

TEMPO horas

TEMPERATURA 0°C

PURIFICAGAO ecristalizagcdo em acido acético, lavagens com n-hexano

ESTADO FisICO recipitado cristalino amorfo amarelo claro




5-(2-Meto6xi-5-bromo-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8d

OCH
3 O\ N/H
HC— N
'.“)\S
H

Br

REAGENTES 0,0048 mols (0,5 g) de 2-tioxo-imidazolidin-4-ona
0,0048 mols (1,49 g) de 2-ciano-3-(5-bromo -2-metodxi- fenil)-

Acrilato de etila

SOLVENTE btanol g.s.p.

CATALISADOR 0,25 mL de piperidina

TEMPO horas

TEMPERATURA 5°C

PURIFICAGAO ratado com gelo e lavado com agua destilada, hexano e 1,5
L de etanol

ESTADO FisICO recipitado cristalino amorfo amarelo claro

4.2 4. Sintese dos derivados 2-tioxo-imidazolidinicos

Os derivados 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
10a-d e 5-benzilideno-3-[2-ox0-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
12a-d foram sintetizados em um baldo de 50 mL adicionando o produto
intermediario, juntamente com o carbonato de potassio, com 2 mL de solvente
(metanol), sob agitagao por 1 hora. Apds este periodo de tempo adicionou-se o
brometo benzil ou brometo fenacil substituido, mantendo a reagao protegida da
luz, por 24 horas a temperatura ambiente. A massa reacional foi lavada com

solvente adequado ou agua destilada fria.



4.2.41. Sintese dos derivados 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona 10a-d

5-(4-Cloro-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10a

o}
jNCHZ—@NOZ
cl He={_ A\
41 } A

H

REAGENTES 0,000449 mols (0,1 g) de 5-(4-cloro-benzilideno)-2-tioxo-
midazolidin-4-ona
0,000449 mols (0,0905 g) de brometo de 4-nitro-benzil

SOLVENTE P mL de metanol

CATALISADOR 0,000449 de K,CO;3(0,0578)

TEMPO ¥ 2 horas

TEMPERATURA bmbiente

PURIFICAGAO avagem com agua destilada e n-hexano

ESTADO FisICO precipitado cristalino de cor amarelo claro

5-(3-Cloro-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10b

Cl 9]
l—Nchz NO,
<j :%HC— N
“.‘/\\S
H

REAGENTES D,000449 mols (0,1 g) de 5-(3-cloro-benzilideno)-2-tioxo-
midazolidin-4-ona
0,000449 mols (0,0905 g) de brometo de 4-nitrobenzil

SOLVENTE P mL de metanol

CATALISADOR 0,000449 de K,CO3(0,0578)

TEMPO ¥ 2 horas

TEMPERATURA bmbiente

PURIFICAGAO avagem com metanol, agua destilada e n-hexano,
hexano/acetato de etila 7:3

ESTADO FisICO precipitado cristalino de cor amarelo claro




5-(4-Metoéxi-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10c

o)
jNCHZ—@ NOy
H3CO HC= N
co- O,
H

REAGENTES 0,00042 mols (0,1 g) de 5-(4-metdxi-benzilideno)-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona
0,00042 mols (0,0907g) de brometo de 4-nitro-benzil

SOLVENTE 2 mL de metanol

CATALISADOR 0,00043 de K,CO4(0,057)

TEMPO 18 horas

TEMPERATURA ambiente

PURIFICAGAO lavagem com n-hexano, metanol e agua destilada

ESTADO FisSICO

precipitado cristalino de cor amarelo claro

5-(5-Bromo-2-metoéxi-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-

ona 10d
OCH3 O~
@}HCII\/I\\\CS:HZA: :%Noz
N g
REAGENTES 0,0003194 mols (0,1g) de 5-(5-bromo- 2-metéxi -benzilideno)-
P-tioxo-imidazolidin-4-ona
0,0003194 mols (0,0689 g) de brometo de 4-nitro-benzil
SOLVENTE 3 mL de metanol
CATALISADOR 0,0003195 moles de K,CO3(0,0449)
TEMPO K8 horas
TEMPERATURA bmbiente
PURIFICAGAO avagens com metanol, n-hexano e agua destilada

ESTADO FiSICO

precipitado cristalino amorfo amarelo claro




4.2.4.2. Sintese dos derivados 5-benzilideno-3-[2-oxo0-(4-nitro-2-fenil)-etil]-

2-tioxo-imidazolidin-4-ona 12a-d

5-(4-Cloro-benzilideno)-3-[2-0x0-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona 12a

v
1
H

REAGENTES 0,0004192 mols (0,1 g) de 5-(4cloro-benzilideno)-2-tioxo-
midazolidin-4-ona
0,0004192 mols (0,10228 g) de brometo de 4-nitro-fenacil

SOLVENTE P mL de metanol

CATALISADOR D,0004192 mols de K,CO3(0,0578 g)

TEMPO B3 horas

TEMPERATURA bmbiente

PURIFICAGAO avagem com n-hexano e agua destilada e recristalizagédo

com metanol e agua destilada
ESTADO FisICO precipitado cristalino amorfo




5-(3-Cloro-benzilideno)-3-[2-0x0-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona 12b

%
cl }N/CHzc@NOZ
@—CH/ N)*S
I
H

REAGENTES

SOLVENTE
CATALISADOR
TEMPO
TEMPERATURA
PURIFICAGAO
ESTADO FisSICO

0,0004192 mols (0,1 g) de 5-(3-cloro-benzilideno)-2-tioxo-
midazolidin-4-ona

0,0004192 mols (0,10228 g) de brometo de 4-nitro-fenacil
P mL de metanol

D,0004192 mols de K,CO3(0,0578 g)

b0 horas

bmbiente

avagem com n-hexano, benzeno, tolueno e agua destilada

precipitado cristalino amorfo

5-(4-Metoéxi-benzilideno)-3-[2-ox0-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona 12¢

>
}N/CHZC@Noz
H3CO—<: :%CH/ NXS
I
H

REAGENTES

SOLVENTE
CATALISADOR
TEMPO
TEMPERATURA
PURIFICAGAO
ESTADO FisICO

0,000555 mols (0,13 g) de 5-(4-metodxi-benzilideno)-2-tioxo-
midazolidin-4-ona

0,000555 mols (0,1355 g) de brometo de 4-nitro-fenacil

P mL de metanol

0,000555 mols de K,CO3(0,07659 g)

K7 horas

bmbiente

avagem com agua destilada

precipitado cristalino amorfo




5-(5-bromo-2-Metéxi-benzilideno)-3-[2-ox0-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona 12d

Br

REAGENTES

SOLVENTE
CATALISADOR
TEMPO
TEMPERATURA
PURIFICAGAO

ESTADO FiSICO

0,0003194 mols (0,1 g) de 5-(5-bromo-2-metéxi- benzilideno)-
P-tioxo-imidazolidin-4-ona

0003194 mols (0,0779 g) de brometo de 4-nitro-fenacil

P mL de metanol

003194 mols de K,CO;3(0,04403 g)

P4 horas

bmbiente

avagem com agua destilada,n-hexano,agua/metanol 1:1(10
jotas), éter

precipitado cristalino amorfo




4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Mecanismo Reacional

2-Tioxo-imidazolidin-4-ona 5

Segundo Rowley e colaboradores (1971), o mecanismo reacional para a
sintese da 2-tioxo-imidazolidin-4-ona 5, inicia-se com um ataque do par de
elétrons livres do atomo de nitrogénio da glicina ao atomo de carbono do
grupamento -CN do tiocianato de aménio, formando um intermediario. Este
intermediario sofre um ataque intramolecular pelo par de elétrons livres do

atomo de nitrogénio do grupamento amino ao atomo de carbono carboxilico,

que favorece a liberagdo de agua (Esquema 2).
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Esquema 2 - Mecanismo reacional de obtengéo da 2-tioxo-imidazolidin-4-ona 5




Derivados 2-ciano-fenil-acrilatos de etila 6

Cope e colaboradores (1941) descrevem o mecanismo reacional em trés
etapas (ionizagao do cianoacetato de etila, condensacdo com os benzaldeidos
substituidos e desidratacdo do éster). A reacao é reversivel e a formagao dos

derivados 2-ciano-fenil-acrilatos de etila é favorecida pela eliminagdo de agua

na forma de mistura azeotrépica (Esquema 03).
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CN
CH-C-COOCH,CHf
OH H

Esquema 3 - Mecanismo reacional de obtencao dos derivados 2-ciano-fenil-acrilatos de etila 6

Na tabela 4 encontram-se os dados das caracteristicas fisico-quimicas

do ésteres de Cope.



Tabela 4 — Caracteristicas fisico-quimicas dos ésteres de Cope

Substituinte Ponto de fusao Rf Rendimento

4-cloro 91-92°C 0,82 33%
(Benzeno/Acetato de
etila 95:05)

3-cloro 162-164°C 0,71 84%
(Benzeno/Acetato de
etila 6:4)

4-metoxi 81-83°C 0,75 36%
(Benzeno/Acetato de
etila 95:05)
0,78
5-bromo 2-metoxi 111-112°C (Hexano/Acetato de 67%
etila 7:3)

Derivados 5-benzilideno-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8a-d

De acordo com o método descrito por Daboun e colaboradores (1982),
derivados 5-benzilideno-2-tioxo-imidazolidin-4-onas 8a-d (Tabela 5) s&o obtidos
através de uma reacado de adicdo do tipo Michael da 2-tioxo-imidazolidina 5
com os ésteres 2-ciano-fenil-acrilatos de etila 6a-d em presenca de piperidina,
como catalisador. O mecanismo de reagao ocorre em duas etapas: inicialmente
com a formagdo do carbanion em posigcdo 5, seguindo de um ataque do

carbanion ao carbono B do 2-ciano-fenil-acrilatos de etila, formando um outro



intermediario que, por eliminacdo de um éster, leva aos derivados benzilideno-

o ..

imidazolidinicos (Esquema 4).
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Esquema 4 - Mecanismo reacional de obtencao dos derivados benzilideno-imidazolidinicos 8

Tabela 5 — Caracteristicas fisico-quimica dos derivados benzilideno-imidazolidinicos

Substituinte Ponto de fusao Rf Rendimento
—— ——————————————————————————————————————————

4-cloro 250-252°C 0,62 56%
(Hexano/Acetato de
etila 7:3)

3-cloro 266-267°C 0,45 57,4%
(Hexano/Acetato de
etila 7:3)

4-metdxi 260-262°C 0,57 72%
(Hexano/Acetato de
etila 7:3)

5-bromo 2-metoxi 251-252°C 0,55 66%
(Hexano/Acetato de
etila 7:3)




Derivados 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
10a-d e derivados 5-benzilideno-3-[2-oxo0-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona 12a-d

O mecanismo reacional de obtengédo dos derivados N-alquilados (Tabela
6 e 7) ocorre em duas etapas: inicialmente, o atomo de hidrogénio ligado ao
nitrogénio do anel 5-benzilideno-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8 é suficientemente
acido para ser suprimido em presenga da base. O sal de potassio, agente
nucledfilo, formado na reacdo, ataca em seguida, o brometo ou cloreto de

benzil ou fenacil para conduzir aos derivados das séries em estudo (Esquema

5).
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Esquema 5 - Mecanismo reacional de obtengdo dos derivados 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-
2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10a-d e derivados 5-benzilideno-3-[2-oxo-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona 12a-d



Tabela 6 — Caracteristicas fisico-quimica dos derivados 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona 10a-d

Substituinte Ponto de fuséo Rf Rendimento

4-cloro 219-220°C 0,52 68,09%
(Hexano/AcOEt 6:4)
3-cloro 166-168°C 0,6 72,08%

(Hexano/AcOEt 7:3)

4-metoxi 186-187°C 0,77 78,65%
(Hexano/AcOEt 1:1)
0,74
5-bromo 2-metoxi 236-237°C (Hexano/AcOEt 1:1) 75,59%

Tabela 7 — Caracteristicas fisico-quimica dos derivados 5-benzilideno-3-[2-oxo-(4-nitro-2-fenil)-

etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 12a-d

Substituinte Ponto de fusao Rf Rendimento

4-cloro 158,5-160°C 0,63 15,55%

(Benzeno/metanol 8:2)

3-cloro 167-169°C 0,56 24,89%

(Benzeno/metanol 8:2)

4-metoxi 174-176°C 0,46 90,26%
(Hexano/AcOEt 6:4)
0,5
5-bromo 2-metoxi 200-202°C (Benzeno/AcOEt 8:2) 62,94%




4.3.2. Andlise Espectroscopica

4.3.2.1. Espectroscopia no Infravermelho (IV)

Através da espectroscopia no infravermelho (IV) verificaram-se as
bandas de absorgao caracteristicas dos grupos funcionais presentes nos

derivados sintetizados:

Derivados 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila 6

Observou-se nos 2-ciano-fenil-acrilatos de etila 6a-d as frequéncias de
absorgao referentes a deformacgéo axial do grupamento C=N, variando entre
2214 a 2223 cm™, e as vibragdes de deformacgdo da C=O em uma banda de
absorcdo compreendida entre 1708 a 1723 cm”. A vibragao da ligagcéo dupla
CH=C foi observada em uma freqiiéncia de 1561 a 1588 cm™, e para CCOO

uma banda C-O entre 1258 a 1273 cm™' (Tabela 8).

Tabela 8 - Frequéncias de absorgédo no infravermelho, em cm™, dos derivados 2-ciano-fenil-
acrilatos de etila 6 (Espectros no infravermelho nos Anexos 1, 2, 3 e 4)

Substituinte CH=C CN C=0 C-O

4-cloro (6a) 1588 2223 1723 1262
3-cloro (6b) 1563 2214 1714 1273
4-metoxi (6c) 1561 2215 1716 1261

5-bromo 2-metoxi (6d) 1588 2214 1708 1258




Derivado 5-benzilideno-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8

Observaram-se as frequéncias de absorcido referentes a deformacao
axial do N-H em 3154 a 3389 cm™ e as vibragdes de deformagao da (C=0) em
uma banda de absorcéo de 1717 a 1744 cm™. A vibrac&o da ligacéo dupla C=C
foi observada em uma freqiiéncia de 1640 a 1650 cm™ e a de C=S em 1470 a
1499 cm™" tendo sido utilizado pastilhas de KBr (Tabela 9).

Tabela 9 - Freqliéncias de absor¢ao no infravermelho, em cm™, dos derivados 5-benzilideno-2-

tioxo-imidazolidin-4-ona 8 (Espectros no infravermelho Anexos 5, 6, 7 e 8)

Substituinte NH C=0 C=S c=C
4-cloro (8a) 3160 1720 1470 1640
3-cloro (8b) 3154 1717 1499 1649

4-metoxi (8c) 3220 1720 1470 1640
5-bromo 2- 3389-3162 1744 1490 1650
metoxi (8d)

Os espectros |V dos derivados 5-benzilideno-2-tioxo-imidazolidin-4-ona

8a-d encontram-se nos Anexos 5, 6, 7 e 8.



Derivados 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
10a-d e derivados 5-benzilideno-3-[2-oxo0-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona 12a-d

Evidenciaram-se absor¢des caracteristicas do grupamento C=0 em
1701 a 1717 cm™. Também se observou uma Unica absorcdo em 1633 cm™ da
vibragdo C=C exociclica e também absorgdo entre 1508 e 1586 cm™ do grupo
C=S. Finalmente observou-se deformagao axial para o grupamento NH entre
3081a 3126 cm™' (Tabela 10).

Para o derivado 5-(5-bromo 2-metodxi-benzilideno)-3-[2-oxo-(4-nitro-2-
fenil)-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 12d observaram as seguintes absorgodes:
NH em 3064 cm™; C=0 do nucleo imidazolidinico em 1718 cm™ e do
grupamento fenacilico em 1695 cm™; C=S em 1505 cm™; e C=C em 1629 cm"
(Anexo 12).

Os espectros de IV dos derivados 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-2-

tioxo-imidazolidin-4-ona 10 encontram-se nos Anexos 9, 10 e 11.

Tabela 10 - Frequéncias de absorg¢ao no infravermelho, em cm” dos derivados 5-benzilideno-3-

(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10a-d

Substituinte NH C=0 C=S C=C

4-cloro 3081 1716 1586 1633
4-metodxi 3122 1701 1510 1633
5-bromo 2- 3126 1717 1508 1633

metoxi




4.3.2.2. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

(RMN'H)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN'H) permitiu verificar as absor¢des caracteristicas dos hidrogénios
presentes nas estruturas das novas moléculas das séries 5-benzilideno-3-(4-
nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10a-d e 5-benzilideno-3-[2-0x0-(4-nitro-

2-fenil)-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 12a-d.

Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em ppm e 0s
acoplamentos em Hz. Os espectros foram realizados em DMSO-ds. A
multiplicidade dos sinais € indicada pelas seguintes abreviagdes: singlete (s),

dublete (d), dublo dublete (dd) e multiplete (m).

Derivados 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila 6

Os deslocamentos quimicos (3) dos grupos OCHj;, OCH,CHj3; e dos
hidrogénios aromaticos dos derivados 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila 6

encontram-se na Tabela 11.

Os espectros dos derivados 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila 6

encontram-se nos Anexos 13, 14, 15 e 16.



Tabela 11 — Deslocamentos quimico (3), em ppm, dos derivados 2-ciano-fenil-acrilatos de etila

6
?N
@mzc
Ry \9—OCHZCH3
o)
CH= OCH; -CH3 OCHgs Hidrogénios
Substituinte (s) (a) (t) (s) Benzilidénicos
4-cloro 8,43 4,33 1,32 - 8,09 (2H, d) J= 8,39 Hz
(6 a) J=7,19Hz J=7,19 Hz 7,70 (2H, d) J= 8,39 Hz
3-cloro 8,39 4,32 1,30(3H,M) - 8,07 - 7,98 (2H, m)
(6 b) J=7,19Hz J=7,19 Hz 7,70-7,57 (2H, m)
4-metoxi 8,28 4,28 1,28 3,85 8,07 (2H, d) J= 8,99 Hz
(6 c) J=7,19Hz J=7,19 Hz 7,13 (2H, d) J=8,99 Hz
7,19 (1H, d) J= 8,99 Hz
5-bromo 2-metoxi 8,43 4,32 1,3 3,91 7,78 (1H, dd) J= 8,99 Hz
(6 d) J=7,19Hz J=7,19 Hz J=2,39 Hz
8,18 (1H, d) J= 2,69 Hz

Derivados 5-benzilideno-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8

Os deslocamentos quimicos (8) dos grupos NH-, CH- e dos hidrogénios
aromaticos dos compostos 5-benzilideno-2-tioxo-imidazolidin-4-onas 8

encontram-se na Tabela 12.

Nos Anexo 17, 18, 19 e 20 encontram-se ilustrados os espectros dos

derivados 5-benzilideno-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8.



Tabela 12 - Deslocamentos quimico (3), em ppm, dos derivados 5-benzilideno-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona 8

O H
By
HC— N\
(Drre=bihg
R H

CH= -CH, NH OCHjs Hidrogénios
Substituinte (s) (s) (s) (s) Benzilidénicos
7,76 (2H,d)
4-cloro 6,45 - 12,4 - J=8,69 Hz
(8a) 7,45 (2H,d)
J=8,39 Hz
7,85 (H, d)J= Hz
3-cloro 6,46 - 12,35 - 7,69-7,65(H,m) J= 2,39Hz
(8b) J=8,49Hz
7,44 —7,42 (2H, m) J= 2,39Hz

J=8,49Hz
7,74 (2H,d)
4-metdxi 6,46 - 12,24 3,81 J=8,69 Hz
(8c) 6,98 (2H,d)
J=8,69 Hz

7,02 (H, d) J=8,99 Hz

5-bromo 2- 6,58 - 12,34 3,85 7,52 (H, d) J=8,99Hz
metoxi J=2,39 Hz

(8d) 7,81 (H, d) J=2,09 Hz




Derivados 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
10a-d e derivados 5-benzilideno-3-[2-o0x0-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona 12a-d

Nos espectros realizados dos novos derivados das séries 5-benzilideno-
3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10a-d e 5-benzilideno-3-[2-oxo-(4-
nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 12a-d os sinais do grupo N-H n&o
foram detectados nos compostos 10b, 10c e 10d (Tabela 13 e 14). Os

espectros ilustrativos encontram-se nos Anexos 21 a 28.

Tabela 13 - Deslocamentos quimico (d), em ppm, dos derivados 5-benzilideno-3-(4-nitro-
benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10a-d

0}
JN—CHQ NO2
HC
@ o
R I
H

CH= -CHa NH OCHjs Hidrogénios Hidrogénios
Substituinte (s) (s) (s) (s) Benzilicos Benzilidénicos
8,22 (2H,d) 8,155 (2H,d)
4-cloro 6,75 4,68 11,88 - J=8,69 Hz J=8,39 Hz
(10 a) 7,80 (2H,d) 7,522 (2H,d)
J=8,69 Hz J=8,39 Hz
8,20 (2H,d) 8,34 (H, s)
3-cloro 6,75 4,69 12,01 - J=8,39 Hz 8,02 (H, d) J=6,6 Hz
(10 b) 7,83 (2H,d) 7,44-7,51(2H, m)
J=8,39 Hz
8,23 (2H,d) 7,03 (2H,d)
4-metdxi 6,73 4,68 11,77 3,83 J=8,69 Hz J=8,69 Hz
(10 c) 7,81 (2H,d) 8,12 (2H,d)
J=8,69 Hz J=8,69 Hz
8,21 (2H,d) 8,85 (H, d) J=2,1 Hz
5-bromo 2- 6,97 4,66 11,99 3,87 J=8,4 Hz 7,56 (H, d) J=8,7 Hz
metoxi 7,84 (2H,d) J=2,4 Hz
(10 d) J=8,4 Hz 7,06 (H, d) J=8,9 Hz




Tabela 14 - Deslocamentos quimico (d), em ppm, dos derivados 5-benzilideno-3-[2-oxo-(4-nitro-

2-fenil)-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 12a-d

(0]

}NCHzc@ NO,
R ’
CH= -CH, NH OCHjs Hidrogénios Hidrogénios
Substituinte (s) (s) (s) (s) fenacilicos Benzilidénicos
8,43 (2H,d) 7,85 (2H,d)
4-cloro 6,68 5,02 11,92 - J=8,39 Hz J=8,098 Hz
(12 a) 8,33 (2H,d) 7,08 (2H,d)
J=8,39 Hz J=8,098 Hz
8,33-8,37 (m)
3-cloro 6,68 5,05 - - 8,04 (H, s)
(12 b) 7,80(H, m)
7,28 (H, m)
7,13(H, m)
8,45 (2H,d) 7,78 (2H,d)
4-metdxi 6,64 4,99 11,78 3,70 J=8,99 Hz J=8,69 Hz
(12 c) 8,35 (2H,d) 6,57 (2H,d)
J=8,99 Hz J=8,69 Hz
8,37 (2H,d) 8,49 (H, d) J=2,29 Hz
5-bromo 2- 6,93 5,09 11,95 3,82 J=8,81Hz 7,39 (H, dd) J=8,8Hz
metoxi 8,28 (2H,d) J=2,4 Hz
(12 d) J=8,74 Hz 6,96 (H, d) J=9,07 Hz




PARTE BIOLOGICA



5. AVALIAGAO BIOLOGICA

5.1. ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA

5.1.1. MATERIAL

Para a determinacdo da atividade esquistossomicidas dos novos
derivados das séries 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
10a-d e 5-benzilideno-3-[2-0x0-2-(4-nitro-fenil)-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
12a-d frente aos vermes adultos do Schistosoma mansoni (Cepa BH) foram

utilizados:

Meio RPMI 1640;

Schistosoma mansoni (cepa BH)

HEPES;

Soro bovino fetal,

Penicilina G potassica cristalina 1.000.000 de unidades internacionais;

Sulfato de estreptomicina;

DMSO (dimetilsulféxido);

Derivados 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10a-
d e derivados 5-benzilideno-3-[2-oxo-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-
ona 12a-d

Autoclave (SAKURA);

Balancga analitica (NEO CLAVE ASV 3001);

Camara de fluxo laminar (DALTON);



Estufa com atmosfera umida a 5 % de CO;, (SANYO);
Microscopio invertido 60x (OLYMPUS);
Moluscos Biomphalaria glabrata;

Camundongos albinos suigcos Mus musculus.



5.1.2. METODOLOGIA

5.1.2.1. Avaliagdao da suscetibilidade in vitro do Schistosoma mansoni

frente a derivados imidazolidinicos

O procedimento experimental recomendado para avaliagdo da
suscetibilidade in vitro do S. mansoni frente a produtos bioativos esta de acordo
com os trabalhos desenvolvidos por Badr e colaboradores (1999) e Barth e

colaboradores (1996) (Esquema 6).

Tratamento in vitro

Infeccao

Esquema 6 — Fluxograma da avaliagao da atividade esquistossomicida in vitro frente a

substancias bioativas



5.1.2.2. Obtencgao de formas evolutivas do parasito

Obtencdao de miracidios e infeccao de moluscos do género

Biomphalaria

Apds obtencéo de fezes de camundongos com 50 dias de infecgdo com
S. mansoni, o material foi homogeneizado em agua destilada, filtrado em dupla
camada de gaze e deixado sedimentar em geladeira. Apds trés lavagens do
sedimento, este foi colocado em placa de Petri sob iluminagao artificial, por 30
minutos, a aproximadamente 28 °C. Apods este periodo, a placa foi levada a

lupa para verificar a presencga de miracidios.

Os miracidios eclodidos foram contados e capturados utilizando-se lupa
e pipeta Pasteur. Grupos de cinco a dez miracidios foram colocados em
recipientes de vidro. Moluscos Biomphalaria, medindo em torno de 10 mm de
diametro, foram expostos individualmente a cada grupo de miracidios durante
duas horas. Decorrido esse tempo, os moluscos foram mantidos em aquarios.
Apods 45 dias de infeccdo, os moluscos foram expostos a fonte luminosa para

eliminac&o de cercarias (STANDEN, 1952).



Infecgdo de camundongos com cercarias de Schistosoma mansoni

Camundongos Swiss (Mus musculus), pesando entre 20-25g, foram
expostos as cercarias do parasito utilizando-se a técnica da imersdo da cauda.
As caudas dos camundongos foram expostas a suspensao cercariana,
contendo aproximadamente 80 cercarias por animal (OLIVIER e STIREWALT,
1952). Apbs duas horas, os animais foram devolvidos as suas respectivas

gaiolas.

5.1.2.3. Perfusao

A obtencao de vermes adultos de S. mansoni se da através da perfusao
do sistema porta-hepatico dos camundongos apds 45-50 dias da infecgéo
(DUVALL e DEWITT, 1967). Os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical em seguida foram colocados em decubito dorsal expondo o aparelho
digestivo, a veia cava foi seccionada e através de injecéo intracardiaca com
salina estéril, os vermes foram expulsos e coletados em placas de Petri
contendo meio de cultura RPMI 1640. Os ensaios foram aprovados pelo

Comité de Etica em Experimentacao.

5.1.2.4. Preparo do meio e solugdes para o cultivo de vermes adultos de

Schistosoma mansoni

O meio utilizado para o cultivo de vermes adultos de Schistosoma

mansoni foi o meio RPMI 1640 (SIGMA) suplementado com hepes, penicilina e



estreptomicina e esterilizado por filtracdo em membrana de 0,22 ym, com 0,47

mm de didmetro.

Meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute)

A suspensao do meio RPMI em agua mili-Q obedecem as indicagbes do

fabricante.

HEPES - Sal sdédico do acido N-(2-hidroxietil)-piperazine-N’-(2-

etanosulfénico), concentragéo estoque de 2 M; concentracédo de uso 20 mM.

Penicilina 100 Ul/mL

Estreptomicina

Soro Bovino Fetal

5.1.2.5. Avaliagao da suscetibilidade in vitro do Schistosoma mansoni

Apos remocao dos vermes de S. mansoni do hospedeiro definitivo

(camundongo), os mesmos foram lavados em meio RPMI-1640 acrescido de

HEPES 20 mM pH = 7,5 e suplementado com penicilina (100 Ul/mL),

estreptomicina (100 pg/mL) e soro fetal bovino a 10 %. Em seguida, os vermes

adultos foram transferidos para placas de cultura de tecidos contendo 2 mL de

meio. Cada pogo recebeu dois vermes,os quais foram incubados em seguida a



37 °C, em atmosfera umida contendo 5% de CO, Apds um periodo de duas
horas de adaptagdao ao meio, os derivados imidazolidinicos foram adicionados
em concentragdes variando de 60 a 240 uyg/mL. Foram realizadas duplicatas
para cada concentracgao utilizada. Os parasitos foram mantidos durante 15 dias
sendo monitorados a cada 24 horas para avaliagdo do seu estado geral:
atividade motora, alteragbes no tegumento, taxa de mortalidade e pareamento

(BADR et al., 1999 e BARTH et al., 1996).

5.2. Resultados e Discussao

A semelhanga estrutural das novas 2-tioxo-imidazolidin-4-onas a
sintetizadas com o niridazol b (Ambilhar®), quimicamente denominado 1-(5-
nitro-tiofeno-3-il)-imidazolidin-2-ona (Figura 12), farmaco de comprovada agao
frente ao S. mansoni e bastante utilizado no passado como esquistossomicida,
embora possuidor de indesejaveis efeitos colaterais, incentivou-nos a pesquisar
os efeitos provocados por essas moléculas em vermes adultos de S. mansoni

mantidos in vitro.

A avaliagdo da atividade esquistossomicida de novos heterociclos
pentagonais  imidazolidinbnicos, como a  3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-
benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona ¢ na dose de 60 ug/mL apresentou uma
taxa de mortalidade de 100 % no 9° dia de contato (ALBUQUERQUE, 2002).e
a 3-benzil-5-(4-fluor-arilazo)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona d na dose 10 ug/mL

apresentou uma taxa de mortalidade de 100 % apds 24 horas de contato



(SOARES, 2004) (Figura 51), confirmando assim a contribuigdo significativa no

desenvolvimento de novas substancias contra esse parasito humano.
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Figura 23 - 3-(4-Cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzaldeido)-imidazolidina-2,4-diona ¢ .e 3-benzil-5-(4-

cloro-arilazo)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona d

Albuquerque (2002), em estudos realizados sobre os efeitos do
composto 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona ¢ em
receptores colinérgicos de S. mansoni efetuados através da observagao visual
da atividade motora de vermes adultos machos mantidos in vitro. Concluiu que,
o estimulo da motilidade provocado por este derivado foi bloqueado pelo
colinomimético carbacol. Tais observagdes sugerem uma provavel atividade ao
nivel de receptores colinérgicos, uma vez que o sistema nervoso singular do S.
mansoni, com caracteristicas farmacofisiolégicas unicas, pode ser usado para
estudo de drogas destinadas a uso humano e animal e como efetivo ponto de

ataque de quimioterapicos

Oliveira (2001) constatou através de ensaios in vitro realizado com o
derivado 5-(4-bromo-benzilideno)-3-(4-cloro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona e
uma taxa de mortalidade de 82,50 % dos vermes adultos de S. mansoni na

dose de 120 ug/mL. Entre estes, os vermes fémeas mostraram-se mais



susceptiveis que os machos, alcangando a resposta maxima do final de 15 dias

(Figura 52).
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Figura 24 - 5-(4-Bromo-benzilideno)-3-(4-cloro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona e

O efeito dos derivados sintetizados das séries 5-benzilideno-3-(4-nitro-

benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10a-d e 5-benzilideno-3-[2-ox0-2-(4-nitro-

fenil)-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 12a-c, frente a vermes adultos de S.

mansoni, por um periodo de 15 dias apds adicdo nas seguintes doses de 60,

120, 180 e 240 pug/mL, ndo apresentaram efeitos (Figura 53), uma vez que os

resultados revelaram um baixo percentual de mortalidade dos vermes tratados.

Nao foram observadas alteragdes na motilidade dos vermes, bem como no

pareamento e na oviposigao.
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Figura 25 - 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10 e 5-benzilideno-3-[2-

0x0-2-(4-nitro-fenil)-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 12




Sugere-se que estes resultados, para as séries 5-benzilideno-3-(4-nitro-
benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10 e 5-benzilideno-3-[2-0x0-2-(4-nitro-fenil)-

etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 12, deve-se a presenga dos grupos substituintes.

Comparando-se as estruturas das moléculas estudadas por Albuquerque
(2002) com os derivados em estudo observa-se que o grupamento nitro,
considerado um parasitoforo (KOROLKOVAS, 1974), encontra-se no grupo
benzilideno ao invés do grupamento benzil ou fenacil. Um outro aspecto
relevante é a presenga da dupla ligacdo que permite uma conformagao rigida
da molécula; provavelmente a contribuicdo do grupamento nitro torna-se mais

efetiva devido a essa conformacao.



CONCLUSOES



6. CONCLUSOES

A resisténcia de cepas de Schistosoma mansoni aos farmacos em uso
vem despertando a comunidade cientifica em buscar novos agentes
esquistossomicidas. Uma vez comprovada a eficiéncia na atividade
esquistossomicida de alguns compostos que apresentam o0 nucleo
imidazolidinico, tendo como exemplo o niridazol, percebeu-se a relevante
importancia em sintetizar novas moléculas das séries 5-benzilideno-3-(4-nitro-
benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10a-d e 5-benzilideno-3-[2-0x0-2-(4-nitro-
fenil)-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 12a-d e testa-las frente ao S. mansoni.
Diante disto,os resultados obtidos neste trabalho conduziram as seguintes

conclusoes:

Sintetizou-se oito novos compostos que foram:

o o o
—N-CH2—©—-N02 \—N—CHQ-C——@ NO,
R@_ HC=/\ N)\\S R@ HC=LN>\\S
) A
o 12
Onde R: 3-Cl, 4-Cl, 4-MeOH, 5-Br-2-MecOH
10a__ - 5-(4-Cloro-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-
ona,
10b - 5-(3-Cloro-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-

ona,



10c - 5-(4-Metodxi-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-
ona,

10d-5-(5-Bromo-2-metdxi-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona

12a - 5-(4-Cloro-benzilideno)-3-[2-ox0-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona,

12b - 5-(3-Cloro-benzilideno)-3-[2-ox0-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona,

12¢ -  5-(4-Metdxi-benzilideno)-3-[2-oxo-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona,

12d - 5-(5-bromo-2-Metdxi-benzilideno)-3-[2-oxo-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-

tioxo-imidazolidin-4-ona

Os compostos sintetizados tiveram suas estruturas comprovadas através
da espectroscopia de infravermelho e de ressonancia magnética nuclear de

hidrogénio.

Nas condigdes experimentais os derivados imidazolidinicos testados nao
apresentaram atividade frente ao S. mansoni. Os resultados obtidos através da
avaliagao biolégica dos compostos sintetizados provavelmente reforcam a
relacdo entre a estrutura e a atividade bioldgica, uma vez que constatamos a
pouca influéncia do grupamento nitro quando localizado no grupo benzil ou
fenacil destas moléculas em estudo. Estas observagdes servirdo de base para

a continuidade deste trabalho.



Como perspectiva de complementagao e aprofundamento deste trabalho
sugere-se a sintese de novos derivados imidazolidinicos com o grupamento
nitro na posig¢ao quatro do benzilideno, bem como a introdugéo do grupamento
arilazo na posicado cinco e atomos de halogénios na posigcao trés do nucleo

imidazolidinico e posterior avaliagao frente as cepas de S. mansoni.
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Anexo 01 2-Ciano-3-(4-cloro-fenil)-acrilato de etila 6a
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Anexo 2- 2-Ciano-3-(3-cloro-fenil)-acrilato de etila 6b
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Anexo 3 - 2-Ciano-3-(4-metoxi-fenil)-acrilato de etila 6¢



Anexo 4 - 2-Ciano-3-(5-bromo 2-metoxi -fenil)-acrilato de etila 6d
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Anexo 5 - 5-(4-cloro-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8a
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Anexo 6 - 5-(3-Cloro-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8b
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Anexo 7 - 5-(4-Metéxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8c
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Anexo 8 - 5-(5-bromo 2-metdxi -benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8d
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Anexo 9- 5-(4-Cloro-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10a
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Anexo 10 - 5-(4-Metdxi-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10c
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Anexo 11 - 5- (5-Bromo -2-metéxi -benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10d
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Anexo 12 - 5-(5-bromo- 2-met6xi -benzilideno)-3-[2-0x0-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 12d
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Anexo 13 - 2-Ciano-3-(4-cloro-fenil)-acrilato de etila 6a
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Anexo 14 - 2-Ciano-3-(3-cloro-fenil)-acrilato de etila 6b
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Aexo 15 - 2-Ciano-3-(4-metoxi-fenil)-acrilato de etila 6¢
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Anexo 16 - 2-Ciano-3-(5-bromo 2-metoéxi- -fenil)-acrilato de etila 6d




Anexo 17 - 5-(4-Cloro-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8a
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Anexo 18 - 5-(3-Cloro-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8b




Anexo 19 - 5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8c
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Anexo 20 - 5-(5-bromo 2-metéxi -benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8d




Anexo 21 - 5-(4-Cloro-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10a
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Anexo 22 - 5-(3-Cloro-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10b
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Anexo 23 - 5-(4-Metoxi-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10c




Anexo 24 - 5-(5-bromo 2-metoxi -benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 10d



Anexo 25 - 5-(4-Cloro-benzilideno)-3-[2-oxo-(4-nitro-2-fenil)-et il]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 12a
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Anexo 26 - 5-(3-Cloro-benzilideno)-3-[2-ox0-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 12b




%
}N/CHQC—@NOQ
I
H

Anexo 27 - 5-(4-Metoxi-benzilideno)-3-[2-oxo-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 12¢
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Anexo 28 - 5-(5-bromo 2-metoxi -benzilideno)-3-[2-oxo-(4-nitro-2-fenil)-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 12d




