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RESUMO

A esquistossomose é reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saude, como
um grave problema de salde publica, acometendo os paises da Africa, América
Latina, Caribe e Oriente Médio. No Brasil, é encontrada a espécie Schistosoma
mansoni, com estimativas de 6 a 8 milhdes de individuos infectados. O farmaco
utilizado para a quimioterapia desta parasitose é o praziguantel (PZQ). Contudo,
sao relatados na literatura casos de possiveis cepas de S. mansoni resistentes a
esse tratamento, havendo a necessidade de desenvolver novos medicamentos
mais eficazes e menos téxicos para o tratamento da esquistossomose
mansonica. O nucleo imidazolidinico € um heterociclo pentagonal, farmacéforo
importante presente em varios compostos biologicamente ativos, conhecido na
literatura pelo seu amplo espectro de atividades bioldgicas, inclusive a atividade
esquistossomicida. Neste trabalho foi realizada a sintese e comprovacao
estrutural de novos derivados imidazolidinicos das séries LPSF/FZ e LPSF/RH e
a sua avaliacdo esquistossomicida in vitro frente a vermes adultos de S.
mansoni. Assim foram sintetizados oito novos compostos finais, onde
inicialmente sintetizou-se o 1° intermediario (LPSF/FZ-1) através de uma reagao
de N-alquilacdo. Em seguida, a sintese do 2° intermediario (LPSF/FZS-1)
através de uma reacao de tionagdo. A formacdo dos quatro compostos finais da
série LPSF/FZ (5-benzilideno-3-benzil-imidazolidina-2,4-diona) se deu através de
uma reacdo de condensacdo de Knoevenagel entre o 1° intermediario e 0s
benzaldeidos substituidos em meio etandlico. Para a formagdo dos quatro
compostos finais da série LPSF/RH (5-benzilideno-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-
2-ona), utilizou-se o 2° intermediario e os benzaldeidos através de uma reacao
de condensacéo de Knoevenagel. Sete derivados imidazolidinicos (LPSF/RH-38,
LPSF/RH-39, LPSF/RH-40, LPSF/RH-41, LPSF/FZ-20, LPSF/FZ-21 e LPSF/FZ-
24) foram avaliados quanto ao efeito na viabilidade celular através da linhagem
de células macrofagicas J774 e atividade in vitro frente a vermes adultos de S.
mansoni. Os compostos sintetizados apresentaram bons rendimentos e foram
caracterizados pelas técnicas espectroscopicas (IV, RMN e Massas). Os
derivados imidazolidinicos demonstraram ser menos citotoxicos quando
comparados ao PZQ. Dentre os compostos testados in vitro, o LPSF/RH-38 foi o
gue demonstrou um melhor resultado, apresentando 100% de mortalidade na
concentracdo de 100 pg/mL no sexto dia de observacdo. A presenca do atomo
de enxofre na posicdo 4 da imidazolidina nos compostos da série LPSF/RH foi
um fator importante para o aumento da atividade esquistossomicida, ao contrario
dos compostos da série LPSF/FZ, que apresentam um atomo de oxigénio na
mesma posicdo. Diante dos resultados obtidos, verificamos uma atividade
esquistossomicida promissora dos derivados imidazolidinicos sendo ainda
necessarios os testes in vivo para uma melhor avaliagdo destes compostos.

Palavras-chave: LPSF/RH-38; PZQ; Schistosoma mansoni, imidazolidina



ABSTRACT

Schistosomiasis is recognized by the World Health Organization as a serious
public health problem, affecting countries of Africa, Latin America, Caribbean and
Middle East. In Brazil, Schistosoma mansoni species is found, with estimates 6-8
million of infected individuals. The drug used for chemotherapy of this disease is
praziquantel (PZQ). However, cases are reported in the literature of possible
strains of S. mansoni resistant to this treatment, there is a need to develop new,
more effective and less toxic for the treatment of schistosomiasis drugs. The
imidazolidine core is a pentagonal heterocycle important pharmacophore present
in many biologically active compounds, known in the literature by its broad
spectrum of biological activities, including the antischistosomal activity. In this
work the synthesis and structural confirmation of new imidazolidines derived from
LPSF/FZ and LPSF/RH series was performed and its evaluation schistosomicidal
in vitro against adult worms of S. mansoni. Thus were synthesized eight new final
compounds where initially synthesized as 1% intermediate (LPSF/FZ-1) through
N-alkylation reaction. Then the synthesis of 2" intermediate (LPSF/FZS-1)
through a thionation reaction. The formation of the final four series compounds
LPSF/FZ (5-benzylidene-3-benzyl-imidazolidine-2,4-dione) was given via a
Knoevenagel condensation reaction between the 1% intermediate and substituted
benzaldehydes in ethanol medium. For the formation of the final four compounds
of LPSF/RH (5-benzylidene-3-benzyl-4-thioxo-imidazolidin-2-one) series was
used and the 2" intermediate benzaldehydes by a reaction of the Knoevenagel
condensation. Seven imidazolidines derivatives (LPSF/RH-38, LPSF/RH-39,
LPSF/RH-40, LPSF/RH-41, LPSF/FZ-20, LPSF/FZ-21 and LPSF/FZ-24) were
evaluated for effect on cell viability through the lineage of J774 macrophages and
in vitro activity against adult worms of S. mansoni. The synthesized compounds
showed good yields and were characterized by spectroscopic techniques (IR,
NMR and Mass). The imidazolidines derivatives proved less cytotoxic compared
to PZQ. Among the compounds tested in vitro, the LPSF/RH-38 was the one that
showed the best results, with 100% mortality at a concentration of 100 pg/mL on
the sixth day of observation. The presence of the sulfur atom in the 4 position of
the imidazolidine compounds of LPSF/RH series was important to increase the
schistosomicidal activity, unlike the compounds of the series LPSF/FZ, which
have an oxygen atom in the same position factor. Based on these results, we see
a promising antischistosomal activity of imidazolidines derived in vivo tests to
better evaluate these compounds are still needed.

Keywords: LPSF/RH-38; PZQ; Schistosoma mansoni, imidazolidine
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose € reconhecida como um sério problema de saude
publica em todo o mundo. Dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
demonstram alta prevaléncia dessa doenca, onde cerca de 243 milhdes de
pessoas presentes em mais de 50 paises encontram-se infectadas (WHO, 2008;
2012; 2013a). No Brasil, estima-se que cerca de 6 a 8 milhbes de pessoas
estejam infectadas pelo S. mansoni (BRASIL, 2005; VRANJAC, 2007; WHO,
2013a).

A incidéncia da esquistossomose descrita inicialmente em areas de
pobreza, onde existe precariedade no sistema de saneamento bésico e
educagdo vem sendo ampliada, e hoje ja atinge as regides litoraneas (WHO,
2013a; BARBOSA et al, 1998, 2001; SILVA & DOMINGUES, 2011).

A quimioterapia para o controle da esquistossomose é um fator importante
para impedir a evolugcdo da doenca (KATZ & COELHO, 2008). O tratamento é
limitada, com um ndmero reduzido de farmacos disponiveis que apresentem
eficacia e baixa toxicidade aos pacientes (KATZ & COELHO, 2008; BRASIL,
2005; KATZ & ALMEIDA, 2003). O medicamento utilizado na clinica para o
tratamento da esquistossomose mansonica tem sido o praziquantel (PZQ), o
gual se destaca pela sua eficacia contra todas as espécies de Schistosoma, boa
tolerancia pelos pacientes, baixo custo e apresenta poucos efeitos colaterais e
baixa toxicidade (TALLIMA & RIDI, 2007).

Com o uso exclusivo do PZQ, foram relatadas na literatura evidéncias de
casos que indicaram possiveis resisténcias de cepas de S. mansoni (PICA-
MATTOCCIA et al.,, 2009; CIOLI & PICA-MATTOCCIA, 2003). Desde entao,
novas alternativas quimioterapicas devem ser desenvolvidas para que cepas de
S. mansoni ndo apresentem resisténcia e que outros medicamentos fagam parte
da quimioterapia dessa parasitose.

A sintese de novos compostos heterociclicos, com o anel imidazolidinico,
vem sendo desenvolvida desde a Segunda Guerra Mundial, e o desenvolvimento
do niridazol em 1964, representou o inicio de pesquisas na busca de farmacos
esquistossomicidas (WEBSTER, 1975; WERBEL et al., 1977). O nlcleo
imidazolidinico é um heterociclo pentagonal, grupo farmaco6foro importante,
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presente em varios compostos biologicamente ativos (KURZ & WIDYAN, 2004) e
vem se destacando pela sua ampla atividade biolégica como antimicrobiano
(CATERINA et al.,, 2008; ALBUQUERQUE et al., 1999), analgésico (JI et al.,
2006), anticancer (BASAPPA et al.,, 2009; KAMINSKYY, ZIMENKOVSKY &
LESYK, 2009), antifangico (SAHA et al., 2000) e antiparasitario (GOMES et al.,
2012), evidenciando a atividade esquistossomicida (SILVA et al., 2012; NEVES
etal., 2011, 2010; PITTA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2004).

Diante do exposto, este trabalho buscou sintetizar e estudar novos
compostos imidazolidinicos dissubstituidos através de ensaios de citotoxicidade
a avaliacéo in vitro a fim de verificar seu potencial terapéutico frente a vermes

adultos de S. mansoni.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar, caracterizar estruturalmente e avaliar o potencial da atividade
esquistossomicida de novos derivados imidazolidinicos das séries LPSF/FZ (5-
benzilideno-3-benzil-imidazolidina-2,4-diona) e LPSF/RH (5-benzilideno-3-benzil-
4-tioxo-imidazolidin-2-ona).

2.2 Objetivos Especificos

—>Realizar a sintese de 8 novos derivados imidazolidinicos das séries LPSF/FZ
(5-benzilideno-3-benzil-imidazolidina-2,4-diona) e LPSF/RH (5-benzilideno-3-
benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona);

—>Caracterizar 0s novos compostos sintetizados, através de analises
espectrofotométricas no infravermelho, ressonancia magnética nuclear de

hidrogénio, bem como por espectrometria de massas;

- Avaliar a atividade citotéxica dos compostos imidazolidinicos em linhagem de
células macrofagicas J774;

—>Verificar a atividade esquistossomicida dos 7 derivados imidazolidinicos
LPSF/FZ e LPSF/RH sobre os vermes adultos de S. mansoni.
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3. REVISAO DA LITERATURA

A esquistossomose, originalmente chamada de bilharziose, ocupa o
segundo lugar das doencas de importancia na Saude Publica (WHO, 2012).
Registros recentes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) demonstram uma
incidéncia de cerca de 243 milhdes de pessoas infectadas pelo Schistosoma
(VITORINO et al. 2012; WHO, 2012). No Mundo, a esquistossomose esta
associada a vinte mil mortes causadas pelas consequéncias graves da infeccao
do parasita, incluindo fibrose hepatica e hipertensdo (WHO, 2013b).

A esquistossomose € prevalente em paises localizados nas regides
tropical e subtropical, como na América Latina, Caribe, Africa e Oriente Médio;
totalizando 54 paises (WHO, 2013a, 2008) (Figura 1).
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Figura 1 - Mapa representativo dos paises identificando a prevaléncia de
esquistossomose (UTZINGER et al., 2010).

No Brasil, a espécie encontrada é a Schistosoma mansoni (WHO, 2013a,
2008). As estimativas sao de 6 a 8 milhdes de pessoas infectadas pelo parasita
(VRANJAC, 2007). A regiao Nordeste apresenta mais da metade dos casos
registrados em 2011 de esquistossomose mansobnica, seguido da regido
Sudeste (BRASIL, 2012). Os estados endémicos sédo Alagoas, Maranhéo, Bahia,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas
Gerais (BRASIL, 2013a) (Figura 2).
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Figura 2 - Mapa representativo do Brasil identificando a prevaléncia da
esquistossomose mansoénica nos estados em % por municipio (BRASIL, 2009).

Em 2011, Pernambuco registrou aproximadamente nove mil casos
positivos para a doenca, com 114 obitos, ocupando o terceiro lugar em
prevaléncia no Nordeste (BRASIL, 2013b).

A esquistossomose mansoénica é causada pelo verme trematddeo, da
familia Schistosomatidae, género Schistosoma e da espécie Schistosoma
mansoni. Para a transmissdao da doenca, necessita-se do hospedeiro
intermediario, o caramujo, pertencente a espécie Biomphalaria glabrata
encontrado apenas no Brasil (Figura 3) (BRASIL, 2005).

Figura 3 - Caramujos da espécie Biomphalaria glabrata, hospedeiro
intermediario da S. mansoni no Brasil
(http://www.ioc.fiocruz.br/informeioconline/galeria/lancamento_vacina/lancament
o_vacina.html).
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Casos de infeccbes agudas em pessoas de classes alta e média e/ou
turistas vém sendo detectados, pois estas ao se deslocarem para casas de
veraneio sdo infectadas pela parasitose, como é o caso da llha de Itamaraca e a
praia de Porto de Galinhas em Pernambuco (GONCALVES et al., 1991).
Portanto, mostra-se que o perfil epidemiolégico da esquistossomose perdeu seu
carater tipicamente rural para ocorrer com elevada prevaléncia nos centros
urbanos, principalmente nos locais que ainda apresentam deficiéncia de
saneamento basico (PORDEUS et al., 2008).

3.1 ADOENCA

Na esquistossomose mansobnica as agressfes patogénicas acometem
principalmente o figado e caracterizam-se pela presenca de granulomas
periovulares e formacdo de fibrose periportal, além de alteracdes vasculares
responsaveis pela hipertensdo dentro do sistema venoso portal (REY, 2001).

As manifestagbes clinicas dos individuos infectados pelo S. mansoni,
apresentam diferencas decorrentes de alteracdes na area endémica, intensidade
de infeccdo, estado nutricional e resposta imunolégica (ALMEIDA, 2009).

Na fase aguda da doenca pode ocorrer uma sindrome toxémica, onde o
hospedeiro definitivo desenvolve dermatite proveniente da invasao e morte das
cercarias, erupcao papular, eritema, edema e prurido (LAMBERTUCCI et al,
2008; PORDEUS, 2008). As manifestacdes mais comuns nessa fase da doenca
séo febre, calafrios, fraqueza, dor de cabeca, anorexia, nduseas, vomitos e mal-
estar geral. Em adicdo, diarréia aguosa grave, fezes as vezes sangrentas, tosse
seca e perda de peso rapida podem se desenvolver (DA SILVA, CHIEFFI,
CARRILHO; 2005).

A forma intestinal da esquistossomose se origina pela resposta
inflamatoéria granulomatosa ao redor dos ovos de S. mansoni, em sua maioria,
no mesentério do intestino. Estes granulomas provocam lesfes intestinais
(ELBAZ & ESMAT, 2013) micro-ulcerac0es, irritacdo muscular e sangramento
microscoépico. Dor abdominal, perda de apetite e diarréia com ou sem sangue

sdo sintomas comuns, porém atipicos (GRYSEELS, 2012).

26



O paciente assintomatico pode tornar-se sintomatico apos reinfeccdo ou
com a continua deposicdo de ovos em longo prazo sem tratamento
(LAMBERTUCCI et al., 2000).

A maior parte dos pacientes infectados pelo S. mansoni evolui na fase
cronica para forma benigna. Nessa fase o quadro clinico inicial pode ser
assintomatico, também conhecido como forma hepatointestinal (HI) que pouco
difere das parasitoses intestinais comuns (LAMBERTUCCI et al., 2000). A forma
HI caracteriza-se pela deposicdo de ovos na parede do intestino e no figado, na
qual liberam antigenos levando também a formacdo de uma resposta
inflamatoria granulomatosa (Figura 4) (COON, 2005). Este granuloma decorrente
inicialmente da fase aguda ir4 proporcionar uma maior resposta, levando ao
comprometimento patogénico dos hepatdcitos (DA SILVA, CHIEFFI, CARRILHO;
2005).

Figura 4: Granuloma circundante a um ovo esquistossomético no figado (ELBAZ
& ESMAT, 2013).

Com a evolugdo da doenga, um baixo percentual de individuos (5 a 10%)
evolui para forma grave da infeccdo, denominada forma hepatoesplénica (HS)
(GRYSEELS, 2012; ANDRADE & VAN MARCK, 1984). A forma HS resulta da
retencdo de ovos nos capilares sanguineos dos espacos porta do figado os
qguais podem levar a oclusdo das veias porta; ocasionando o desenvolvimento de
hipertensdo portal, esplenomegalia, ascite, varizes e hemorragias
gastrointestinais podendo ser fatal ao organismo (BURKE, 2009). O baco &
grosseiramente aumentado, devido a hiperplasia dos elementos do sistema
reticulo-endotelial da polpa vermelha e da congestdo passiva determinada pela
hipertensdo porta (MAGALHAES & COUTINHO, 1961) (Figura 5). O acumulo
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excessivo de colageno e componente da matriz no figado decorrente da
resposta inflamatoria resulta na formagdo da fibrose periportal (ANDRADE,
2005).

Figura 5: Crianga com esplenomegalia e ascite moderada (GRYSEELS, 2012).

A patogénese da forma HS ainda néo foi totalmente esclarecida e estudos
com o objetivo de desvendar o porqué de apenas poucos individuos

desenvolvem a forma grave ainda € um desafio a ser alcangado.

3.2 QUIMIOTERAPIA

O tratamento para a esquistossomose € importante principalmente pela
cura do paciente, mas também para o controle da morbidade, da transmissao
interrompendo o ciclo evolutivo do parasito e o surgimento de novos casos
(BRASIL, 2005; SAVIOLI et al., 2004; KATZ & ALMEIDA, 2003).

A quimioterapia € um fator importante para essa parasitose. Porém, acdes
governamentais como 0 saneamento basico, instalagdo de agua e esgoto nas
casas, educacdo em saude sdo formas de contribuir para o controle da
transmissao desta parasitose (KATZ & COELHO, 2008).

Ao longo de quase um século diversos farmacos vém sendo estudados e
propostos como quimioterapicos para a esquistossomose, dentre eles o tartaro
emérito, antimoniais trivalentes, lucantone, hicantone e o niridazol. O alto efeito
toxico desses compostos foi responsavel pela descontinuidade de fabricacéo e
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uso no tratamento da doenca e pela permanéncia exclusiva do praziquantel
(PZQ) (KATZ & ALMEIDA, 2003).

Dentre os medicamentos testados para esquistossomose 0 primeiro
agente terapéutico descrito foi o tartaro emérito (tartarato de antiménio e
potassio) introduzido por Christopherson em 1918 (CHRISTOPHERSON, 1918).
Algum tempo depois, outros sais de antimonio foram sendo introduzidos em uso
clinico, tartarato de antiménio e sodio, disulfonato-bis-pirocatecol de sédio e
antiménio (Stilbofen®), tiomalato de antimbnio e sodio (Anthiomaline®) e
gluconato de antiménio e sédio (Tiostam®) que eram administrados por via
parentérica (via intramuscular ou intravenosa) (KATZ & COELHO, 2008). Essas
drogas produziram iniUmeros efeitos colaterais e toxicos, levando pacientes a
morte sUbita. Por esse motivo, tiveram seu uso banido (KATZ, 2008a).

Na tentativa de controle da esquistossomose, ainda na Segunda Guerra
Mundial, cientistas alem@es conseguiram sintetizar o lucantone, que se
diferenciou dos demais compostos por ser o primeiro farmaco de uso oral para o
tratamento dessa patologia (FARLEY, 1991). Porém efeitos graves foram
observados e Obitos associados a doenca hepatica fizeram com que esse
composto fosse retirada do mercado. Estudos posteriores, nos anos 60, levaram
a sintese e uso do hicantone, farmaco que poderia ser administrado tanto por via
muscular como por via oral, em dose Unica. Todavia, efeitos adversos
semelhantes aos obtidos com o uso do lucantone foram descritos (FILHO &
SILVEIRA, 2001; KATZ, 2008a).

A década de sessenta se destacou por um grande numero de estudos
gue almejavam a descoberta de medicamentos eficazes com menores efeitos
colaterais na populacdo. Ja& nessa época, estudos experimentais da
esquistossomose mansoénica demonstraram que compostos heterociclicos com
anel imidazolidinico apresentavam atividade contra o S. mansoni (WERBEL et
al., 1977). Estes resultados levaram a sintese de novos derivados
imidazolidinicos, surgindo assim o Niridazol (1-(5-nitro-2-tiazolil)-2-
imidazolidinona) (LAMBERT, 1964).

O niridazol foi um composto usado por via oral e era administrado de5a 7
dias (KATZ & COELHO, 2008). Todavia, ao ser testado para demais espécies de
esquistossomose, esse medicamento nao apresentou eficacia, além disso, gerou
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efeitos colaterais superiores aos demais compostos testados até o momento,
como dores de cabeca, tontura, nduseas e vomitos, mas também casos graves
de alucinacdes, convulsdes, toxicidade nos rins e no sistema nervoso central,
carcinogénese, mutagénese, embriotoxicidade e imunossupressao (KATZ &
COELHO, 2008).

Nos anos setenta se iniciou estudos com o oxaminiquine, esse farmaco
era encontrado em forma de capsula ou xarope e administrado por via oral.
Apesar de apresentar alto percentual de cura da esquistossomose mansoénica no
Brasil e em outros paises americanos, ndo alcancou o mesmo resultado nos
paises africanos devido a existéncia de mais de um tipo de esquistossomose
(KATZ, 2008b; RIBEIRO-DOS-SANTOS, VERJOVSKI-ALMEIDA & LEITE 2006).

Os parasitos machos de S. mansoni sdo mais vulneraveis aos efeitos da
oxamniquine (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995), além de efeitos
sobre cercarias e vermes na fase adulta (FOSTER et al., 1971). Esse farmaco
mostrou um mecanismo de acdo relacionado com um efeito anti-colinérgico, o
gue aumenta a motilidade dos parasitos, bem como a inibicdo da sintese de
acidos nucléicos (KATZ & COELHO, 2008). Na clinica, os efeitos colaterais
relatados pelos doentes ao tratamento foram: nauseas, tonturas, sonoléncia, dor
de cabeca, vomito, diarreia, desconforto gastrico e em pequena quantidade dos
pacientes é possivel a ocorréncia de irritagdo, excitacdo nervosa, alucinagdes ou
convulsdes (KATZ, 2008a; RIBEIRO-DOS-SANTOS, VERJOVSKI-ALMEIDA &
LEITE 2006). E em decorréncia da destruicdo dos parasitos nos 6rgdos, pode
aparecer também febre e eosinofilia (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER,
1995).

O PzQ (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino{2,1-
ajisoquinolina-4-ona) (Figura 6) se tornou o tratamento de escolha por varios
motivos: pela eficacia contra todas as espécies de Schistosoma, pela boa
tolerancia, ao mesmo tempo em gque possui um menor custo e menor toxicidade
em comparagdo aos outros compostos esquistossomicidas anteriormente
utilizados (TALLIMA & RIDI, 2007); além de poder ser usado em larga escala e
em dose Unica oral; com auséncia de efeitos colaterais muito graves, mostrando
eficacia, seguranca e facilidade na administracdo (KATZ, 2008a; CIOLI, PICA-
MATTOCCIA & ARCHER, 1995).
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Figura 6: Estrutura quimica do PZQ (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER,
1995).

A administracdo desse farmaco pode ocasionar efeitos colaterais pouco
frequentes e passageiros como, dores de cabeca, vertigem, tonturas, febre,
cansaco, dores abdominais, diarreia, nauseas, vOmitos e anorexia.
Manifestacbes cutdneas como prurido e urticaria podem também aparecer.
Acredita-se que sejam uma reacao do organismo as substancias produzidas
pela morte dos vermes (KATZ & COELHO, 2008; KATZ, 2008b).

Os mecanismos de acao do PZQ frente ao Schistosoma ainda n&o foram
bem elucidados (PICA-MATTOCCIA et al., 2007), mas as evidéncias apontam
para alteracdes nos canais de calcio, devido ao rapido influxo de Ca?* para o
interior do verme e com base nas caracteristicas estruturais e funcionais das
subunidades-3 desses canais (GREENBERG, 2005; TALLIMA & RIDI, 2007).
Isso seria responsavel pela contracdo muscular dos parasitos,
consequentemente a cessacdo dos movimentos e reducdo do seu comprimento
(PICA-MATTOCCIA & CIOLI, 2004), danos do tegumento e formacgao de bolhas
na superficie (vacuolizagbes), principalmente nos machos (TALLIMA & RIDI,
2007) e alteracbes metabdlicas (captacdo de glicose, excrecdo de lactato,
diminuicdo do glicogénio, diminuicdo da fosfatase alcalina e diminuicdo da
ATPase, inibicdo da colinesterase e acetilcolinesterase) (NOEL, 2008). Estes
ultimos efeitos sdo tipicos de uma exposi¢cdo do farmaco ao verme apdés um
periodo longo de horas, considerando-os como efeitos secundarios, e as
modificacdes do teor de Ca?* e morfologia do tegumento, ocorrem apés alguns
segundos (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995).
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3.3POSSIVEL RESISTENCIA AO PRAZIQUANTEL

Considera-se resisténcia quando ocorre a perda momentanea ou
definitiva da sensibilidade de um organismo ao efeito de farmacos que possam
intervir nas suas func¢des vitais. Por sua vez, tolerdncia aos farmacos ocorre
guando um parasito ndo responde completamente a terapia, sem nunca ter
entrado em contato com o farmaco. A resisténcia pode aparecer nos
descendentes de parasitos que apresentam resposta diminuida do farmaco. O
uso redundante de medicamentos para tratar de doencas infecciosas, leva ao
desenvolvimento de resisténcia a drogas (COLES et al., 1986).

Em 1971, estudos de Rogers e Bueding demonstraram pela primeira vez
a existéncia de cepas de S. mansoni resistentes a um farmaco
esquistossomicida, o hicantone. Camundongos e hamsters infectados com
cepas de S. mansoni de Porto Rico, tratados com hicantone voltaram a eliminar
ovos viaveis ap0s um ano de tratamento. As cercarias provenientes destes ovos
foram utilizadas para infectar outros camundongos, na qual os vermes adultos
mostraram-se resistentes ao tratamento com hicantone (ROGERS & BUEDING,
1971).

A primeira evidéncia de resisténcia ao PZQ foi em 1994 com os estudos
experimentais de Fallon e Doenhoff. Eles infectaram ratos utilizando um “pool”
de cercérias proveniente de quatro regides geograficas distintas e os trataram
com doses subcurativas de PZQ. Apés sete ciclos de tratamento, com doses
crescentes da droga, foi obtida uma cepa da qual 93% dos vermes adultos
sobreviveram a trés doses de 300 mg/kg. Essa cepa obteve resisténcia ao PZQ,
porém foi sensivel ao oxaminiquine, tratando-se assim de cepa resistente a um
farmaco especifico (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995).

Na clinica, foram observados os primeiros casos de diminui¢do da taxa de
cura e falhas terapéuticas relacionadas ao PZQ, com um foco endémico
localizado no Senegal, onde uma amostra de pacientes aleatérios foram tratados
com 40 mg/kg por via oral por 12 semanas do PZQ e apresentaram taxa de cura
parasitolégica entre 18-39% (STELMA et al., 1995) bem abaixo do normal
esperado (80-90%) de areas endémicas (KATZ & COELHO, 2008).

No Egito foi relatado que apds tratamentos sucessivos com doses altas do
PZQ (duas doses de 40 mg/kg e uma dose de 60 mg/kg), ainda foi possivel
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identificar pacientes (1 a 2,4%) que ndo responderam a terapia com o PZQ,
sendo identificado ovos viaveis nas fezes desses pacientes (FALLON, 1998;
ISMAIL et al, 1996). A baixa atividade do PZQ nas é&reas africanas pode ser
atribuida a varios fatores, dentre os quais, um percentual baixo de maturacao
dos vermes, &rea de transmissao intensa, reinfeccoes rapidas e/ou auséncia de
resposta imune da populacdo devido a exposicdo ser recente (FALLON et
al.,1996) e a intensidade da infeccdo (GRYSEELS et al., 2001).

A divulgacdo desse resultado causou grande comog¢&o na opinido publica,
bem como varias manifestacdes da OMS, temerosa de o PZQ ser contestado
como esquistossomicida na Africa (KATZ, 2008b).

Visto os relatos que evidenciam uma possivel resisténcia a cepas de S.
mansoni ao PZQ, fica nitida a necessidade em desenvolver novas alternativas

terapéuticas para a quimioterapia da esquistossomose.

3.4ESTRATEGIAS NA SINTESE DE NOVOS FARMACOS

A descoberta e o desenvolvimento de um novo farmaco é um processo
complexo que requer tempo e altos custos, possuindo suas raizes altamente
ligadas &s inovacdes cientificas e tecnoldgicas. Os avancos significativos das
Ciéncias que levaram a uma melhor compreenséo das vias bioquimicas, alvos
moleculares e de mecanismos de doencgas, tornaram possivel a descoberta de
inovacoes terapéuticas conhecidas, concedendo melhorias na qualidade de vida
das pessoas (GUIDO & OLIVA, 2009).

Os esforcos iniciais na pesquisa de um novo farmaco se direcionam a
fase farmacodindmica, fase onde se verifica a interacdo farmaco-alvo e
consequentemente seus efeitos terapéuticos. Testes in vitro sao realizados para
testar os candidatos a farmacos para se obter a sua relagcdo do seu potencial
agonista ou antagonista. Partindo desse screen inicial, outros testes sao
realizados como o in vivo, para se verificar seu efeito farmacolégico. No entanto,
muito desses candidatos a farmacos que se mostraram com boa atividade nos
testes in vitro, nem sempre tem uma mesma resposta no teste in vivo. Muitas
das vezes, essa falha se corresponde a problemas farmacocinéticos desses
compostos como sua baixa biodisponibilidade, baixa ou alta duracéo de acédo e

33



até a presenca de metabdlitos, gerando problemas clinicos mal sucedidos
(PEREIRA, 2007).

Os processos de absorcédo, distribuicdo, metabolismo e excre¢cdo nos
estagios iniciais da pesquisa sdo de suma importancia. O aprimoramento destas
propriedades através das modificagbes moleculares desses compostos é
essencial na selecdo de candidatos a farmacos com maiores probabilidades de
ndo serem abandonados na fase clinica. A frustracdo na fase clinica significa
grandes perdas de tempo e dinheiro (PEREIRA, 2007).

Assim, a quimica medicinal vem se destacando no seu papel na producao
e desenvolvimento de farmacos (GUIDO & OLIVA, 2009) onde existem varias
estratégias (Figura 13) que se empregam para o desenho molecular podendo
ser levado a sintese de um novo farmaco possivel candidato a agente
terapéutico. Essas estratégias s8o essenciais porque aperfeicoam essas
modificacdes moleculares, consequentemente diminuindo efeitos colaterais e
aumentando seu potencial (BARREIRO, 2009). Dentre elas, destacamos para
este trabalho o Bioisosterismo.

Inovacdo farmacologica
N

Modificacao
molecular
Biorreceptor Bioligante NO'V? ls PFIOI(.JtIpO
N prototipo otimizado
Simplificacdo Desenho
Molecular estrutural
alvo-terapéutico ‘—I Jr
= Bioensaios A
1 Hibridacao — Ausénciade
Molecular toxicidade
1 Série _
Abordagem Bioisosterismo = congénere Erjs;los
e clinicos
Fisiologica v
Andlogo-ativo
Contribuic@ies Ensaios
farmacofdricas pré-clinicos |

Figura 7: Diagrama representativo das etapas do processo de descoberta de um
novo farmaco e algumas estratégias necessarias para o desenvolvimento deste
processo (BARREIRO, 2009).
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3.4.1 Bioisosterismo

Um dos desafios que a quimica medicinal enfrenta sdo a modulacéo e
mediacdo do potencial de um composto terapéutico contra seu alvo bioldgico,
além de certificar de que seu composto apresente uma resposta eficaz. Por isso,
a quimica de substituicdo bioisostérica ou bioisosterismo € uma das técnicas
mais significativas para auxiliar na navegagdo de forma eficiente o espaco
disponivel (MANNHOLD, KUBINYI & FOLKERS, 2012).

Bioisosterismo € uma estratégia da quimica medicinal para o desenho
racional de novos farmacos, aplicados a um composto farmacéforo como um
processo especial de modificagdo molecular (BURGER, 1983) que relacionados
apresentam propriedade biol6gica agonista ou antagonista. E a substituicio ou
modificacdo de um grupo funcional por outro grupo possuindo semelhantes
propriedades fisico-quimicas (SETHY et al., 2013).

Porém, ndo é possivel prever os efeitos biolégicos quando se faz uma
mudanga estrutural. Sem o conhecimento ou a descricdo dos mecanismos dos
receptores bioldgicos ou enzimas, ndo se pode prever o efeito sobre a atividade
bioldgica resultante dessas modificag6es. Contudo, podemos prever o efeito da
modificacdo no composto a partir de suas propriedades fisicas das moléculas
envolvidas, como a sua estereoquimica, influéncias eletrébnicas e hidrofébicas
produzidas junto as mudancas ocorridas no composto (KIER & HALL, 2004). O
bioisosterismo se subdivide em duas categorias, Bioisosterismo Classico (Grupo
ou atomo monovalente, Grupo ou atomo divalente, Grupo ou atomo trivalente,
Grupo ou atomo tetravalente e anel equivalente) e Bioisosterismo Nao-classico
(Ciclica, Nao ciclica e Grupo funcional) (LIMA & BARREIRO, 2005).

O Bioisosterismo Classico € ligado principalmente na semelhanca
eletrénica dos grupos do que na semelhanca funcional. Ja a adi¢cdo desses dois
grupos no Bioisosterismo Nao-classico permite mimetizar os arranjos espaciais,
propriedades eletrénicas ou fisico-quimica, importante para a atividade biol6dgica
(MANNHOLD, KUBINYI & FOLKERS, 2012).

Diante da propriedade (fisico-quimica, bioldgica, farmacocinética ou
farmacondinamica) que é modificada pelo bioisosterismo, o resultado pode se
inserir entre uma ou mais destas caracteristicas (MANNHOLD, KUBINYI &
FOLKERS, 2012):
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—>Estrutural: Apresenta um papel de manter conformacdes e parametros
preferenciais, tais como o tamanho e angulo de ligacdo, que desempenham um
papel fundamental para o alcance disto.

~Interacdes do receptor: Quando uma porgdo substituida interage diretamente
com um receptor ou uma enzima, 0S parametros a serem considerados
relevantes serdo o tamanho, a forma, as propriedades eletronicas, o pKa, a
reatividade quimica e as ligagdes de hidrogénio.

—>Farmacocinética: Durante ou ap0s a otimizacdo de uma resposta bioldgica, é
importante também aperfeicoar a absorcdo, o transporte, a excrecdo e as
propriedades da molécula. Os pardmetros importantes a serem considerados
séao lipofilicidade, hidrofilicidade, ligagéo de hidrogénio e pKa.

—~>Metabolismo: Uma porgdo do composto pode estar envolvida bloqueando ou
auxiliando o metabolismo. Uma propriedade que deve ser aperfeicoada € a
reatividade quimica. Thornber, um dos idealizadores do conceito do
Bioisosterismo, exemplificou essa caracteristica, falando do derivado de tolueno
que pode ser metabolizado em &cido benzdico, apresentando uma meia-vida

curta ou efeitos colaterais inesperados.
3.5NOVAS ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

3.5.1 Imidazolidinas

As imidazolidina-2,4-dionas ou hidantoinas (Figura 7) sdo compostos
heterociclos pentagonais (FINKBEINER, 1965) isésteros das tiazolidinas, que
possuem dois atomos de nitrogénio e duas carbonilas no anel. Ela foi descoberta
por Bayer em 1861, através da reacdo da bromo-acetiluréia com aménia em

meio alcodlico, sob aquecimento (WARE, 1950).
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N
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!

Figura 8: Imidazolidina-2,4-diona
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Sua primeira formula estrutural foi sugerida por Kolbe, em 1870,
modificada por Strecker no mesmo ano, propondo uma nova féormula e deste
entdo tem sido intensamente estudada (WARE, 1950). O interesse por esse anel
tem sido amplamente centrado na obtencdo natural da imidazolidina e pela
sintese de uma variedade de compostos para uso farmacéutico (FINKBEINER,
1965).

Esforgcos para o desenvolvimento de novas técnicas de sintese dos
derivados imidazolidinicos tem sido feitas, ao exemplo do uso do multi-passo
convencional, one-pot, em fase sélida e a assistida por micro-ondas ja estao
sendo publicadas, com objetivo de serem mais eficientes e com menores custos
(KURZ & WIDYAN, 2004).

A substituicdo dos atomos de oxigénio carbonilicos da imidazolidina por
atomos de enxofre origina tioxo-derivados-imidazolidinicos. Klason, em 1890,
sintetizou os primeiros derivados, a 2-tioxo-imidazolidin-4-ona, a 4-tioxo-
imidazolidin-2-ona e a imidazolidina-2,4-ditiona (Figura 8) (OLIVEIRA et al.,
2008). De acordo com Ware 1950, os compostos tiocarbonilados sao preparados
e isolados mais facilmente do que os compostos carbonilados, além de serem
mais reativos. Edward, em 1966, destaca o aumento da polarizacdo do grupo

tiocarbonila evidenciado pela substituicdo do oxigénio pelo enxofre.

o\\ N/H s\\ N/H s\\ N/H
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Figura 9: Derivados tioxo-imidazolidinicos. A) 2-tioxo-imidazolidin-4-ona. B) 4-
tioxo-imidazolidin-2-ona. C) imidazolidina-2,4-ditiona (OLIVEIRA et al., 2008).

A imidazolidina é um farmacéforo importante, que esta presente em varios
compostos biologicamente ativos. Nas Ultimas décadas, a industria farmacéutica
vem se dedicando nas pesquisas na modificacdo estrutural das imidazolidinas e
de seus derivados (KURZ & WIDYAN, 2004).
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Os derivados imidazolidinicos ja sao conhecidos na literatura pelo seu
amplo espectro de atividades biolégicas, como por exemplo, atividade
analgésica (JI et al., 2006), anticonvulsivante (CORTES et al., 1985), antifungica
(SAHA et al., 2000), antioxidante inibidor do 6xido nitrico (SORRENTI et al.,
2006), antiarritmica (PEKALA et al., 2005), antimicrobiana (CATERINA et al.,
2008; ALBUQUERQUE et al., 1999), anticancer (BASAPPA et al., 2009;
KAMINSKYY, ZIMENKOVSKY & LESYK, 2009), Anti HIV (COMBER et al., 1992;
FLOSI et al., 2006), anti-inflamatéria (GUERRA et al., 2011; UCHOA et al., 2009,
2008), antinociceptiva (GUERRA et al.,, 2011), anti-T. cruzi (GOMES et al.,
2012), esquistossomicida (SILVA et al., 2012; NEVES et al., 2011, 2010; PITTA
et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2004).

O Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos - LPSF
pertencente ao Grupo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica — GPIT/UFPE
apresenta varios trabalhos na literatura com derivados imidazolidinicos e suas
atividades esquistossomicidas, e patentes vém sendo geradas (WO
2012/119212 A1) confirmando assim, a importancia das imidazolidinas como um
composto bioativo.

No estudo in vitro com parasitos de S. mansoni 0 composto (Z)-3-(4-cloro-
benzil)-5-(4-nitro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/FZ-4) (Figura 9) na
concentragdo de 120 pg/mL apresentou uma mortalidade de 100% no 12° dia de
observacéo (OLIVEIRA et al., 2004)

Cl

Figura 10: Derivado imidazolidinico LPSF/FZ-4 (OLIVEIRA et al., 2004).

Sete novos derivados imidazolidinicos foram testados in vitro, todos os
compostos se mostraram potentes, porém destacou-se o derivado LPSF/PT-5
(1-benzil-4-[(4-cloro-fenil)-hidrazono]-5-tioxo-imidazolidin-2-ona) (Figura 10). O
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LPSF/PT-5 se mostrou o mais ativo frente aos vermes de S. mansoni na
concentracdo de 58 UM, que foi possivel atingir a taxa de mortalidade de 100%
ap0s 24h de contato com o verme. Foi possivel observar que todos os
compostos testados provocaram alteracdes da superficie do parasito como a
formacéo de bolhas e descamacao (PITTA, M.G.R. et al., 2006).

Figura 11: Derivado imidazolidinico LPSF/PT-5 (PITTA et al., 2006).

Diante dos bons resultados, o LPSF/PT-5 (Figura 10) foi testado in vivo
utilizando trés formulacdes diferentes (Tween 80, Emulséo e PEG). A formulagao
que apresentou melhores resultados foi o LPSF/PT-5 com PEG. Na
concentragdo de 100 mg/Kg administrada por cinco dias, o composto induziu a
reducéo de 70,5% de vermes adultos de S. mansoni, com grande diminuigéo de
ovos imaturos e aumento de ovos mortos. As analises histolégicas mostraram
gue o composto formulado com PEG nas concentracdes de 10, 30 ou 100 mg/Kg
por dia apresentou efeito positivo na reducdo da lesdo hepatica causada pelo S.
mansoni (SILVA et al., 2012).

Dois compostos imidazolidinicos foram testados por Neves e
colaboradores em 2010, o 5-(4-cloro-benzilideno-3-(4-nitrobenzil)-4-tioxo-
imidazolidin-2-ona (LPSF/RZS-2) e o 5-(4-fluoreto-benzilideno-3-(4-nitrobenzil)-
4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/RZS-5) ambos apresentaram bons resultados
contra S. mansoni. Porém, o destaque fica com o composto LPSF/RZS-5 (Figura
11). O composto LPSF/RZS-5 obteve 100% de mortalidade dos vermes adultos
de S. mansoni apds 24h de observacgédo na concentracdo de 640 uM, além de ter
sido observada alteracbes tegumentares com o aparecimento de bolhas, falta de
aderéncia a placa, auséncia de ovos e a producdo de NO através de células
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esplénicas. Os dois compostos apds indugcdo produziram o6xido nitrico e

mostraram um comportamento semelhante ao PZQ (NEVES et al., 2010).

NO,

Figura 12: Derivado imidazolidinico LPSF/RZS-5 (NEVES et al., 2010)

Neves e colaboradores avaliaram dois compostos imidazolidinicos in vitro,
dentre eles o LPSF/PT-11 (1-(4-cloro-benzil)-4-[(4-fluoro-fenil)-hidrazono]-5-
tioxo-imidazolidin-2-ona) (Figura 12). Nas concentracdes de 320, 200 e 100 uM
em 24h de observagéo, o composto provocou mortalidade total dos parasitos. O
LPSF/PT-11 se mostrou com baixa citotoxicidade e os testes de ultraestrutura,
0s parasitos tratados com o0 composto imidazolidinico apresentaram
comportamento corporal similar aos parasitos tratados o PZQ (formacé&o de
bolhas, descamagdo do tegumento, perda dos espinhos do tubérculo, inchaco e
alongamento corporal) (NEVES et al., 2011).

Cl

Figura 13: Derivado imidazolidinico LPSF/PT-11 (NEVES et al., 2011).

Estes resultados promissores obtidos até hoje, fazem com o que o
LPSF/GPIT/UFPE continue a planejar e sintetizar novos derivados
imidazolidinicos como candidatos a farmacos esquistossomicidas.
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4. METODOLOGIA

4.1MATERIAIS E METODOS - ESTUDO QUIMICO

4.1.1 Materiais, Reagentes e Solventes

Foram utilizados os seguintes reagentes e solventes para obtencédo dos
compostos imidazolidinicos: cloreto de 4-cloro-benzil, 4-(1-pirrolidinil)-
benzaldeido;  4-(4-morfolinil)-benzaldeido;  3,4-dibenziloxi-benzaldeido,4-(1-
piperidinil)-benzaldeido e 4-benziloxi-benzaldeido, reagente de Lawesson’s,
morfolina, hidréxido de potassio, metanol, etanol, n-hexano, 2,4-dioxano. Para a
sintese do composto intermediario foi utilizado gas argénio (Ar) (WHITE
MARTINS).

Para todas as sinteses nao foi realizado nenhum procedimento prévio de
purificagéo dos reagentes, todos sao de procedéncia da Sigma-Aldrich, Vetec ou
Acros, obedecendo as especificacdes para PA ou PS.

Na cromatografia em camada delgada foram utilizadas placas de silica gel
60 Merck Fzs4, de 0,25 mm de espessura e na cromatografia em coluna sob
pressao foi utilizada a silica gel 60 Merck (230-400 Mesh).

4.1.2 Equipamentos

As placas de silica gel para cromatografia em camada delgada foram
reveladas em luz ultravioleta (254 ou 365 nm) no aparelho Vilber Lourmat
modelo CN15.LC (LPSF/UFPE). As faixas de fusdo foram determinadas em
aparelho Quimis, modelo 340.27 (LPSF/UFPE). Para a evaporagdo dos
solventes nas reacdes foi utilizado o Rotaevaporador Fisatom (LPSF/UFPE).

Para elucidacdo estrutural dos compostos sintetizados utilizamos na
espectrofotometria de absorcdo no Infravermelho (1V), espectrofotometro FTIR
Bruker, modelo IFS66 (DQF/UFPE), em pastilhas de KBr de 1 % e 2 %, com
bandas de absorcdo expressas em cm™. Os espectros de Ressonancia
Magnética Nuclear foram realizados em espectémetro Varian, modelo Unity plus-
400 (DQF/UFPE). Os espectros de Massa, MALDI-TOF Autoflex Il (Bruker
Daltonics, Billerica, MA, USA) Laser Nd: YAG, 255nm, freq. Laser 100 Hz
(DQF/UFPE).
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4.1.3 Procedimentos experimentais

As sinteses e o0s dados

fisico-quimicos dos novos derivados

imidazolidinicos foram realizadas no Laboratério de Planejamento e Sintese de

Farmacos, do Departamento de Antibiéticos — CCB/ UFPE. A caracterizagédo

estrutural por meio do RMN®H, *3C, IV e espectrometria de Massas foi realizada

na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental —

4.1.3.1 Diagrama geral de sintese

DQF/ UFPE.
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Figura 14: Rota de sintese dos derivados imidazoldinicos das séries LPSF/FZ e

LPSF/RH.
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4.1.3.2 Sintese do derivado intermediario 3-(4-cloro-benzil)-imidazolidina-
2,4-diona (LPSF/Fz-1)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionadas quantidades
equimolares de imidazolidina-2,4-diona (1), cloreto de benzila (2) e hidroxido de
potéssio dissolvido em metanol. A reacao foi aquecida a uma temperatura de 60-
70 °C por 24 horas. Em seguida, gelo foi adicionado a reacéo para precipitacdo
do produto. Para a purificacdo do mesmo, lavou-o com metanol, levando a
formacé&o da 3-cloro-benzil-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/FZ-1) (3) (Figura 14).
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Figura 15: Sintese do derivado intermediario LPSF/FZ-1.

4.1.3.3 Sintese do derivado intermediario 3-(4-cloro-benzil)-4-tioxo-
imidazolidin-2-ona (LPSF/FZS-1)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionadas quantidades
equimolares da 3-benzil-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/FZ-1) (3), o reativo de
Lawesson’s (4) e o 1,4-dioxano, sob agitacdo e atmosfera de Argonio (Ar) a uma
temperatura de 90 °C. Apos o periodo de 24 horas, rotaevapora-se a reacao e o
produto foi levado para a geladeira.

Depois de 24h, purifica-se a reagdo com n-hexano e metanol a quente,
levando novamente a geladeira para precipitagdo do produto, levando a
formacédo da 3-cloro-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/FZS-1) (5) (Figura
15).
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Figura 16: Sintese do derivado intermediario LPSF/FZS-1.
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4.1.3.4 Sintese dos derivados finais 5-benzilideno-3-(4-cloro-benzil)-
imidazolidina-2,4-diona (LPSF/FZ)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionadas quantidades
equimolares da 3-benzil-imidazolidina-2,4-diona  (LPSF/FZ-1) (3), o0s
benzaldeidos substituidos (6), a morfolina e etanol sob agitacdo a uma
temperatura de 60 °C por 10 minutos. O produto obtido foi filtrado ainda quente e
lavado com etanol, levando a formagdo de 5 novos derivados da série 5-
benzilideno-3-benzil-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/FZ) (Figura 16).
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Figura 17: Sintese dos derivados finais da série LPSF/FZ.

4.1.3.5 Sintese dos derivados finais 5-benzilideno-3-(4-cloro-benzil)-4-tioxo-
imidazolidin-2-ona (LPSF/RH)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionadas quantidades
equimolares da 3-benzil-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/FZS-1) (5), os
benzaldeidos substituidos (6), a morfolina e etanol sob agitacdo a uma
temperatura de 60 °C por 10 minutos. O produto obtido foi filtrado ainda quente e
lavado com etanol (Figura 17).
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Figura 18: Sintese dos derivados finais da série LPSF/RH.
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4.2 MATERIAIS E METODOS - ESTUDO BIOLOGICO

4.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos com 30 dias de idade, albinos
suicos (Mus musculus) mantidos no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes
(CPgAM — FIOCRUZ/Recife), em gaiolas individuais, sob condicdes
padronizadas de temperatura, luminosidade e alimentacéo. A utilizacdo desses
animais no presente trabalho foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA-FIOCRUZ) sob licenga n°® 38/2012.

As cercarias (Cepas LE) de S. mansoni foram obtidas por meio do setor
de Malacologia do Laboratério de Esquistossomose e do Servico de Referéncia
em Esquistossomose do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes (CPgAM).

Os vermes adultos de S. mansoni foram obtidos do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes (CPgAM - FIOCRUZ) apés realizacdo da perfusdo dos
camundongos infectados.

4.2.2 Materiais e Equipamentos

—>Camara de fluxo;

—>Equipamento de perfuséo;

—>Microscopio optico invertido;

—>Placas de Petri e placas de cultura com 24 pocos;

—>Anestésicos: cloridrato de xilasina (Bayer) e cloridrato de ketamina (Agener
Uni&o);

—>Solucdo salina obtida a partir de cloreto de sédio, citrato de sodio e &gua
destilada;

—>Pipeta graduada, tubos de falcon, seringa, ponteiras, alcool 70% e matérias
cirdargicos todos esterilizados;

—>Praziquantel (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino{2,1-
ajisoquinolina-4-ona) (PZQ) (Sigma-Aldrich) como farmaco controle nos
experimentos;

—>Meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) completo suplementado com penicilina,
estreptomicina e soro bovino fetal;

- Dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich);
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->Derivados imidazolidinicos.

4.2.3 Procedimentos experimentais

4.2.3.1 Avaliagao da viabilidade celular dos derivados imidazolidinicos

Células de linhagem macroféagica J774 gerada em camundongos (1 x 10°
células/poco), foram cultivadas em placas de 96 pocos de fundo plano, contendo
meio de cultura RPMI completo. Para o ensaio de citotoxicidade, as células
foram incubadas com os compostos em seis concentragdes (100, 80, 40, 20, 10
e 5 pg/ml). Como controle positivo, foi utilizado Violeta de Genciana (10 pg/ml ou
20 uM) e PZQ. O controle negativo foi composto por células J774 contendo
apenas meio RPMI completo e DMSO. As células foram incubadas, durante 72
horas, em estufa de CO, (5 %), a 37°C. Cada composto foi testado em triplicata.
Em seguida, foi adicionado meio RPMI sem fenol red e 10 % de AlamarBlue. E
foi realizada uma leitura da placa em espectrofotometro (570 nm; 600 nm).
(KEENAN et al, 2012; ROMANHA et al, 2010; BECERRA et al, 2012).

4.2.3.2 Infecgao por Schistosoma mansoni

Apdés 15 dias do recebimento dos camundongos, os animais foram
infectados por via percutanea, utilizando cerca de 120 cercérias (Cepa LE — Belo
Horizonte), oriundas de Biomphalaria glabrata, para cada animal. Apds 45 dias
de infeccdo, foi realizado exame parasitolégico das fezes dos camundongos
para avaliar a positividade da infeccdo (HOFFMAN; PONS; JANER, 1934).

4.2.3.3 Perfusao do sistema porta para recuperacao de vermes adultos de
Schistosoma mansoni

Os camundongos foram submetidos a eutanasia apds 55 dias de
infecgdo. Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com cloridrato
de ketamina (100-200 mg/Kg) associada a cloridrato de xilasina (5-16 mg/Kg).
Apdés anestesia, os animais foram submetidos a perfusdo do sistema porta
hepético para a recuperacdo dos vermes, os quais foram separados em placas
de petri contendo meio RPMI-1640 e em seguida os parasitos foram contados e
classificados, de acordo com o sexo e vitalidade (DUVAL & DEWITT, 1967).
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4.2.3.4 Avaliagdo da suscetibilidade in vitro de vermes adultos de
Schistosoma mansoni frente aos derivados imidazolidinicos

Os parasitos foram removidos dos camundongos infectados e
posteriormente 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
bovino fetal a 10 % em uma placa de petri. Apés a lavagem os vermes adultos
foram transferidos para placas de cultura de tecidos contendo 2 mL de meio
RPMI-1640 completo.

Para cada concentracdo foram utilizados 3 pocos da placa de cultura e
foram acrescidos a cada poco 4 vermes (4 machos, 4 fémeas e 2 casais,
respectivamente), em seguida foram incubados a 37°C, em atmosfera umida
contendo 5 % de CO,. ApGs o periodo de 2 horas de adaptacdo ao meio, 0s
derivados imidazolidinicos foram adicionados nas concentra¢des de 100 pg/mL,
80 pg/mL, 40 pg/mL e 20 pg/mL, 10 pg/mL e 5 pg/mL. Para esta atividade
esquistossomicida in vitro foram testados os derivados imidazolidinicos
LPSF/FZ-20, LPSF/FZ-21, LPSF/FZ-24, LPSF/RH-38, LPSF/RH-39, LPSF/RH-
40 e LPSF/RH-41. Utilizou-se o praziquantel como controle positivo dos
experimentos. Os parasitos foram mantidos em cultura por 6 dias sendo
monitorados a cada 24 horas e observados no microscépio 6ptico invertido
(BestScope BS-2090) para avaliacdo da atividade motora e da taxa de
mortalidade. Para confirmacdo dos resultados todos os testes foram realizados
em duplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ESTUDO QUIMICO

5.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas e espectroscépicas dos compostos

imidazolidinicos sintetizados

5.1.1.1 (Z)-3-(4-cloro-benzil)-5-(4-(pirrolidin-1-il-benzllideno)-imidazolidina-
2,4-diona) - LPSF/FZ-20

Cl

Férmula molecular: C;1H2002N3Cl; Massa molar: 381,8554 g/mol; Faixa de
fusdo: 232-234°C; Rendimento: 48,67%; Razé&o de frente: 0,56 sistema n-hex/
AcOEt 6:4; IV (KBr, cm™): 1606, 1705, 1749, 3205. RMN'H 400 MHz (d ppm,
DMSO-dg): o: 1.96 (t, 4H,J= 6,4 Hz, pirrolidina), 3.29 (t, 4H,J= 6,4 Hz,
pirrolidina), 4.65 (s, 2H, CH; benzil), 6.50 (s, 1H, HC=), 6.55 (d, 2H, J= 8,4 Hz,
benzil), 7.31 (d, 2H, J= 8,4 Hz, benzilideno), 7.40 (d, 2H, J= 8,4 Hz, benzilideno),
7.50 (d, 2H,J= 8,4 Hz, benzil), 10.51 (s, 1H, NH). RMN*3C (100 MHz, DMSO-dg):
24.78, 40.43, 47.09, 111.64, 119.21, 121.58, 128.38, 129.19, 131.28, 131.93,
135.66, 147.81, 154.50, 163.84. [M+H]": calculado= 381.124; encontrado=
382.134.

50



5.1.1.2 (Z)-3-(4-cloro-benzil)-5-(4-morfolino-benzilideno)-imidazolidina-2,4-
diona) - LPSF/FZ-21

{
o : :

Férmula molecular: C,;H2003N3Cl; Massa molecular: 397,8548 g/mol; Faixa de
fusdo: 260-262°C; Rendimento: 42,22%; Razé&o de frente: 0,54 sistema n-hex/
AcOEt 7:3; IV (KBr, cm™): 1598, 1710, 1743, 3258. RMN'H 400 MHz (d ppm,
DMSO-de): &: 3.21 (t, 4H, J1= 4,8 Hz, J,=4,8 Hz, morfolinil), 3.73 (t, 4H, J.= 4,5
Hz, J,= 5,1 Hz, morfolinil), 4.65 (s, 2H, CH; benzil), 6.51 (s, 1H, HC=), 6.95 (d,
2H,J= 9 Hz, benzil), 7.31 (d, 2H, J= 8,4 Hz, benzilideno), 7.41 (d, 2H, J= 8,4 Hz,
benzilideno), 7.56 (d, 2H,J=9,3 Hz, benzil), 10.71 (s, 1H, NH). [M+H]":
calculado= 397.119; encontrado= 398.129.

5.1.1.3 (Z)-3-(4-cloro-benzil)-5-(4-piperdin-1-il-benzilideno)-imidazolidina-
2,4-diona) - LPSF/FZ-22

Saue
Cl

Férmula molecular: C2H2,0,N3Cl; Massa molecular: 395,8820 g/mol; Faixa de
fusdo: 241-243°C; Rendimento: 62,21%; Razé&o de frente: 0,48 sistema n-hex/
AcOEt 7:3; IV (KBr, cm™): 1598, 1707, 1751, 2936, 3326. RMN *H 400 MHz (d
ppm, DMSO-dg) &: 1.57 (s, 4H, piperidinil), 3.26 (s, 4H, piperidinil), 3.32 (s, 2H,
piperidinil), 4.65 (s, 2H, CH; benzil), 6.50 (s, 1H, C=H), 6.91 (d, 2H, J= 6,0 Hz,
benzil), 7.32 (d, 2H, J= 4,4 Hz, benzilideno), 7.40 (d, 2H, J= 4,8 Hz, benzilideno),
7.51 (d, 2H, J= 5,6 Hz, benzil), 10.64 (s, 1H, NH). RMN **C (100 MHz, DMSO-ds)
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0: 23.89, 24.92, 40.55, 48.20, 111.63, 114.48, 121.54, 122.83, 128.50, 129.31,
131.14, 132.05, 135.68, 151.13, 154.65, 163.95.

5.1.1.4 (2)-3-(4-cloro-benzil)-5-(4-benziloxi-benzilideno)-imidazolidina-2,4-
diona) - LPSF/FZ-24

Shade
Cl

Férmula molecular: C,4H1903N2Cl; Massa molecular: 418,8723 g/mol; Faixa de
fusdo: 183-185°C; Rendimento: 29,97%; Razé&o de frente: 0,58 sistema AcOEt/
n-hex 8:2; IV (KBr, cm™): 1177, 1599, 1729, 3245. RMN *H 400 MHz (d ppm,
DMSO-dg) &: 5.04 (s, 2H, N-CH,), 5,17 (s, 2H, CH,-0), 7.03 (s, 1H, =CH), 7.07
(d, 2H, J= 7,6 Hz, benzil), 7.35 (d, 2H, J= 7,6 Hz, benzilideno), 7.40-7.38 (m, 5H,
benziléxi), 7.46 (d, 2H, J=7,6 Hz, benzilideno), 7.69 (d, 2H, J= 8 Hz, benzil),
11.23 (s, 1H, NH).

5.1.1.5 (Z)-1-(4-cloro-benzil)-4-(4-pirrolidin-1-il-benzilideno)-5-tioxo-
imidazolidin-2-ona) - LPSF/RH-38

Cl

Férmula molecular: C,;H2001N3Cl1S;; Massa molecular: 397,9210 g/mol; Faixa
de fusdo: 245°C; Rendimento: 66,15%; Razao de frente: 0,57 sistema AcOEL/ n-
hex 7:3; IV (pastilha KBr, v cm™): 1731; 1597; 1155; RMN'H 400 MHz (d ppm,
DMSO- dg), 6: 1.962 - 1.995 (t, 4H, pirrolidina, J = 6,4 Hz), 3.315 — 3.347 (t, 4H,
pirrolidina, J = 6,4 Hz), 5,05 (s, 2H, -CH=), 6.583 — 6.606 (d, 2H, benzil, J = 8,8
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Hz), 7.05 (s, 1H, -CH=), 7.37 (dd, 4H, CH), 7.59 (d, 2H, J = 8,8, benzil), 10, 97 (s,

1H, N-H).

5.1.1.6 (Z)-1-(4-cloro-benzil)-4-(4-morfolino-benzilideno)-5-tioxo-
imidazolidin-2-ona) - LPSF/RH-39

{
o : :

Férmula molecular: C,;H2002N3Cl1S;; Massa molecular: 413,9204 g/mol; Faixa
de fusdo: 270°C; Rendimento: 60 %; Razao de frente: 0,58 sistema AcOEt/ n-
hex 6:4; IV (pastilha KBr, v cm™): 1739; 1597, 1118; RMN*H (400 MHz, DMSO),
0: 3.28 (m, 4H, morfolinil), 3.726 — 3.750 (t, 4H, morfolinil, J = 4,8), 5.05 (s, 2H, -
CH-); 6,97 (d, 2H, J = 8,8 Hz, benzil) 7.02 (s, 1H, -CH=), 7.37 (dd, 4H, J = 8,4
Hz, benzilideno), 7,62 (d, 2H, J = 8,8 Hz, benzil), 11,08 (s, 1H, N-H); RMN **C
(400 MHz, DMSO-dg): o: 187.5, 155.4, 151.36, 134.68, 131.8, 130.7, 129.4,

128.3, 122.6, 117, 114, 65.7, 46.8, 44.2, 40.1.

5.1.1.7 (2)-1-(4-cloro-benzil)-4-(4-bis-benzil6xi-1-il-benzilideno)-5-tioxo-

imidazolidin-2-ona) - LPSF/RH-40

S

Dy A
: Aojgmw\\“

0]
Cl

Férmula molecular: C3;H2503N,CIS; Massa molecular: 541,0598 g/mol; Faixa de
fusdo: 199°C; Rendimento: 40%; Razéo de frente: 0,48 sistema n-hex/AcOEt
6:4; IV (pastilha KBr, v cm™): 1737.56, 3400. RMN *H 400 MHz (d ppm, DMSO-
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de) 8: 5.05 (s, 2H, CHy), 5.21 (s, 2H, CHy), 5.23 (s, 2H, CHy), 7.01 (s, 1H, -CH=),
7.12 (d, 1H, J= 8.4Hz, benzilideno), 7.30 — 7.48 (m, 5H, fenil), 7.30 — 7.48 (m,
5H, fenil), 7.30 — 7.48 (m, 2H, benzilideno), 7.33 (d, 2H, J= 8Hz, benzil), 7.38 (d,
2H, J= 8Hz, benzil).

5.1.1.8 (Z)-1-(4-cloro-benzil)-4-(4-piperidin-1-il-benzilideno)-5-tioxo-
imidazolidin-2-ona) -LPSF/RH-41

Saue
Cl

Férmula molecular: C,,H2,ON3CIS; Massa molecular: 411,9476 g/mol; Faixa de
fusdo: 248-250°C; Rendimento: 74,17%; Razao de frente: 0,561 sistema AcOEt/
n-hex 7:3; IV (KBr, cm™): 1155, 1597, 1739, 3240. RMN *H 400 MHz (d ppm,
DMSO-dg) &: 3.26 (m, 4H, morfolinil), 3.73 (t, 4H, J= 4,8 Hz, morfolinil), 5.05 (s,
2H, CH; benzil), 6.97 (d, 2H, J= 8,8 Hz, benzil), 7.02 (s, 1H, =CH), 7.37 (dd,
4H, J= 8,4 Hz, benzilideno), 7.62 (d, 2H, J=8,8 Hz, benzil), 11.08 (s, 1H, NH)
RMN *3C (100 MHz, DMSO-de) 8: 46.87, 65.76, 114.05, 117.01, 122.65, 128.31,
129.41, 130.71, 131.83, 134.68, 151.36, 155.43, 187.75. [M+H]": calculado=
412.082; encontrado= 413.096.

5.2 ESTUDO BIOLOGICO

5.2.1 Avaliagao da citotoxicidade em macréfagos J774 dos derivados
imidazolidinicos

Os derivados imidazolidinicos LPSF/FZ-20, LPSF/FZ-21 e LPSF/FZ-22 se
mostraram citotoxicos para a linhagem de macréfagos J774, apresentando um
ICso de 6,87 uM; 3,28 uM e 6,7 UM, respectivamente. Os demais derivados
imidazolidinicos (LPSF/FZ-24, LPSF/RH-38, LPSF/RH-39, LPSF/RH-40 e
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LPSF/RH-41) apresentaram-se com baixa citotoxicidade com ICso de 50,29 uM a
>100 UM para a linhagem de macréfagos J774 quando comparados com 0S
controles positivos, o0 PZQ (<1,0uM) e o Violeta de genciana (<1,0uM) (Tabela
1).

Tabela 1: Citotoxicidade dos derivados imidazolidinicos das séries LPSF/FZ e

LPSF/RH testados frente a células de linhagem macrofagica J774.

! X
CY{
N
R H NV\\
@]
cl
COMPOSTO X R ICso (UM)
LPSF/FZ-20 O pirrolidinil 6.87 + 3.42
LPSF/FZ-21 O morfolinil 3.28+0.11
LPSF/FZ-22 O piperidinil 6.7+ 2.7
LPSF/FZ-24 O benziloxi >100,0
LPSF/RH-38 S pirrolidinil 50.29 + 0.29
LPSF/RH-39 S morfolinil >100
LPSF/RH-40 S bis-benziléxi >100
LPSF/RH-41 S piperidinil >100
PZQ - = <1,0
VG - - <1,0

PZQ: Praziquantel, VG: Violeta de Genciana

5.2.2 Avaliagdo da suscetibilidade in vitro de vermes adultos de

Schistosoma mansoni frente aos derivados imidazolidinicos

5.2.3.1 Mortalidade dos parasitos

Os derivados imidazolidinicos que apresentaram uma maior taxa de
mortalidade frente a vermes adultos de S. mansoni foram os da série LPSF/RH e
o derivado LPSF/RH-38 na dose de 100 ug/mL apresentou no udltimo dia de
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observacgéo (144 horas) uma taxa de mortalidade de 100%. Os demais derivados
desta série, o LPSF/RH-39, LPSF/RH-40 e LPSF/RH-41 apresentaram no ultimo
dia de observacdo, uma taxa de mortalidade de 50% na concentracdo de 100
pg/mL, 83,33% nas concentragcdes de 80 e 10 pyg/mL e 75% na concentragéo de
80 pg/mL, respectivamente.

Os derivados da série LPSF/FZ (LPSF/FZ-20, LPSF/FZ-21 e LPSF/FZ-24)
apresentaram no ultimo dia de observacdo, uma taxa de mortalidade de 25% na
concentragéo de 40 ug/mL, 16,66% na concentracao de 80 pg/mL e 20 pg/mL e
16,66% nas concentragdes de 40 pg/mL e 20 ug/mL, respectivamente.

Junto & motilidade, ainda foi avaliado os seguintes parametros:
capacidade de pareamento dos casais, aderéncias das ventosas a placa de

cultura e capacidade de oviposigéao.

Tabela 2: Mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni tratados com o
derivado imidazolidinico LPSF/RH-38

80 40 20
Mortalidade (%)

Incapacidade de

8,33 0 0 0 0 pareamento;
48h 3333 16,66 0 0 0o 0 Ventosas ndo
72h 41,66 25 8,33 0 0 0 aderentes;

A 96h 66,66 3333 16,66 0 ) Auséncia de ovos;
120h 91,16 3333 25 0 o o0
144h 100 5833 50 1666 0 0
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Tabela 3: Mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni tratados com o
derivado imidazolidinico LPSF/RH-39

cl

20 10
Mortalidade (%) Incapacidade de

0 0 0 0 0 0 pareamento;
48h 8,33 0 0 0 0 0 Ventosas ndo
72h 33,33 8,33 0 0 0 8,33 aderentes;

HPERIRGE 96h 4166 833 0 0 0 8,33 Auséncia de ovos;

120h 50 41,66 0 8,33 16,66 33,33
144h 50 50 0 16,66 16,66 41,66

Tabela 4: Mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni tratados com o
derivado imidazolidinico LPSF/RH-40

cl

40 20

Mortalidade (%) Incapacidade de
0 &8,88 0 0 66,66 B8iss pareamento;
48h 0 33,33 0 0 66,66 33,33 Ventosas ndo
72h 0 33,33 0 0 66,66 33,33 aderentes;
Ll o6h 0 3333 0 0 6666 3333 Auséncia de ovos;
120h 8,33 83,33 16,66 0 66,66 50
144h 33,33 83,33 33,33 33,33 83,33 50
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Tabela 5: Mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni tratados com o
derivado imidazolidinico LPSF/RH-41.

Cl

100 80 40 20

Mortalidade (%)

0 33,33 0 0 0 0 Incapacidade de pareamento;
48h 0 33,33 0 0 0 0 Ventosas ndo aderentes;
72h 0 66,66 0 0 0 0 Auséncia de ovos;

LPSF/RH-41 96 33 75 833 0 0 0
120h 8,33 75 8,33 0 0 0
144h 16,66 75 8,33 0 0 0

Tabela 6: Mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni tratados com o
derivado imidazolidinico LPSF/FZ-20.

cl

40 20
Mortalidade (%)
0

0 0 0 0 0 Pareamento dos vermes;
48h 0 0 0 0 0 0 Ventosas aderentes;
72h 0 0 0 16,66 0 0 Presenca de ovos;

Ll o6h 0 0 0 1666 1666 833
120h 16,66 0 0 16,66 16,66 8,33
144h 16,66 0 25 16,66 16,66 8,33
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Tabela 7: Mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni tratados com o
derivado imidazolidinico LPSF/FZ-21.

Cl

80 40 20

Mortalidade (%)

0 0 0 0 0 0 Pareamento dos vermes;
48h 0 8,33 0 0 0 0 Ventosas aderentes;
72h 0 8,33 0 0 0 0 Presenca de ovos;

HRERIFZ2L  prys 0 833 0 833 0 0
120h 0 16,66 0 8,33 0 8,33
144h 0 16,66 0 16,66 8,33 8,33

Tabela 8: Mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni tratados com o
derivado imidazolidinico LPSF/FZ-24.

Cl

80 40 20
Mortalidade (%)

0 0 0 0 0 0 Pareamento dos vermes;
48h 0 0 0 0 0 0 Ventosas aderentes;
72h 0 0 0 0 0 0 Presenca de ovos;

LPSF/FZ-24 96h 0 0 0 0 0 0
120h 0 0 8,33 16,66 0 0
144h 0 8,33 16,66 16,66 0 0
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Tabela 9: Mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni tratados com o PZQ.

80 40 20
Mortalidade (%)

100 100 100 100 100 100 Incapacidade de
48h 100 100 100 100 100 100 pareamento,
PZQ 72h 100 100 100 100 100 100 Ventosas nao aderentes;
96h 100 100 100 100 100 100 Auséncia de ovos;
120h 100 100 100 100 100 100
144h 100 100 100 100 100 100

5.2.2.2 Motilidade dos parasitos

Os vermes adultos de S. mansoni expostos aos derivados
imidazolidinicos e ao PZQ (controle positivo) foram observados por um periodo
de 6 dias (144 h) quanto aos seus movimentos, obedecendo aos critérios criados
por Horiuchi (2005), utilizando pontuacdes (0; 1,5 e 3) para cada movimento
analisado.

e Pontuacgao 3: Vermes ativos, movimentos corporais normais do parasito;

e Pontuagdo 1,5: Vermes lentos a muito lentos, retardamento dos
movimentos corporais, podendo apresentar apenas movimentos cefalicos
do parasito;

e Pontuacdo 0: Vermes imoOveis/mortos, auséncia total dos movimentos

corporal e cefalico do parasito.

O derivado imidazolidinico LPSF/RH-38 foi o composto que apresentou
uma melhor resposta esquistossomicida. Os parasitos apresentaram auséncia
total (100%) de seus movimentos (pontuacdo 0) no 6° dia de observacao na

dose de 100 pg/mL. Nas doses de 80 pg/mL e 40 pg/mL, houve uma diminuicao
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expressiva dos movimentos dos parasitos de 58,33% e 50%, respectivamente.
Nas doses de 20 pg/mL, 10 pg/mL e 5 pg/mL, 0os vermes em sua maioria,
apresentaram-se com movimentos lentos a muito lentos (pontuagéo 1,5) (Tabela
11).

Os parasitos expostos aos demais derivados da série LPSF/RH
(LPSF/RH-39, LPSF/RH-40 e LPSF/RH-41) no 6° dia de observagéo,
apresentaram auséncia total de seus movimentos (pontuacdo 0) com 50% nas
doses de 100 pg/mL e 80 pg/mL (Tabela 12), 83,33% nas doses de 80 pug/mL e
10 pg/mL (Tabela 13) e 75% na dose de 80 pg/mL (Tabela 14), respectivamente.
Além disso, esses derivados da série LPSF/RH foram capazes de acarretar
contracao na musculatura dos parasitos.

Os parasitos expostos com o0s derivados imidazolidinicos da série
LPSF/FZ (LPSF/FZ-20, LPSF/FZ-21 e LPSF/FZ-24) apresentaram movimentos
lentos a muito lentos (pontuagéo 1,5), com taxa de motilidade de 75% na dose
de 40 pg/mL (Tabela 15), 75% na dose de 80 ug/mL (Tabela 16) e 83,33% nas
doses de 40, 80 e 100 pg/mL, respectivamente, no ultimo dia de observacao
(Tabela 17).

Entretanto, os parasitos em contato com o PZQ (controle positivo),
apresentaram auséncia total de seus movimentos (pontuagcdo 0), logo nas
primeiras 24h de observacéo (Tabela 10).

Tabela 10: Pontuacdo da motilidade de vermes adultos de S. mansoni

submetidos ao tratamento com o controle negativo (DMSO) e PZQ.

Controle

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h
3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0 3
100 O 0 100 O 0 100 O 0 100 O 0 100 O 0 100

PZQ3upg/mL 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0

15
0
0

0
0
100
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Tabela 11: Pontuacdo da motilidade de vermes adultos de S. mansoni

submetidos ao tratamento com o derivado imidazolidinico LPSF/RH-38.

3
LPSF/RH-38
100pg/mL 8.3
80pg/mL 8.3
40pg/mL 33,3
20pg/mL 83,3
10pg/mL 75
5pg/mL 58,3

24 h
15

75
83.3
66,6
16,6

25
41,6

48 h
15

58,3
75
66,6
25
33,3
41,6

8,3
16,6
41,6

50
58,3

72 h

15

58.3
66,6
75
58,3
50
41,6

41,6
25
83

25
83
50

96 h

15

33,3
58,3
83,3
75
91,6
50

66,6

41,6

16,6
0
0

8,3
8.3
50

120 h
15

8,3
58,3
75
91,6
91,6
50

0

91,6
41,6
25
0
0

o o o

8,33
S

144 h
15

41,6
50
83,3
91,6
66,6

100
58,3
50
16,6

Tabela 12: Pontuacdo da motilidade de vermes adultos de S. mansoni

submetidos ao tratamento com o derivado imidazolidinico LPSF/RH-39.

submetidos ao tratamento com o derivado imidazolidinico LPSF/RH-40.

24 h 48 h 72h 96 h 120 h 144h

3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0
LPSF/RH-39
100 pg/mL 333 66,6 O 166 75 83 166 50 333 83 50 41,6 0 50 50 0 50 50
80 pg/mL 416 583 0 58,3 41,6 0 333 583 83 83 833 83 0 583 416 0 50 50
40 pg/mL 75 25 0 50 50 0 25 75 0 25 75 0 0 100 0 0 100 0
20 pg/mL 100 0 0 100 0 0 58,3 416 0 50 50 0 25 66,6 83 8,3 75 16,6
10 pg/mL 100 0 0 916 83 0 75 25 0 75 25 0 50 416 83 50 416 83
5 ug/mL 100 0 0 100 0 0 833 83 8,3 41,6 50 8,3 25 416 333 16,6 416 416

Tabela 13: Pontuacdo da motilidade de vermes adultos de S. mansoni

24 h 48 h 72h 96 h 120 h 144h

3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0
LPSF/RH-40
100 yg/mL 25 75 0 25 75 0 25 75 0 166 75 8,3 0 916 833 0 66,6 33,3
80 pg/mL 16,6 50 333 16,6 50 333 0 66,6 33,3 0 66,6 33,3 0 16,6 833 0 16,6 833
40 pg/mL 666 333 0 666 333 0 583 416 0 333 666 O 16,6 50 S 16,6 50 58
20pg/mL 416 583 O 416 583 0 166 833 0 0 100 0 0 833 16,6 0 66,6 33,3
10 pg/mL 333 0 66,6 0 333 66,6 0 333 66,6 0 333 66,6 0 333 66,6 0 16,6 833
5 pg/mL 333 333 333 333 333 333 16,6 50 333 16,6 50 333 83 416 50 8,3 416 50
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Tabela 14: Pontuacdo da motilidade de vermes adultos de S. mansoni

submetidos ao tratamento com o derivado imidazolidinico LPSF/RH-41.

24h 48 h 72h 96 h 120 h 144h

3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0
LPSF/RH-41
100 pg/mL 916 83 O 916 83 O 50 50 0 25 66,6 8,3 166 75 8,3 16,6 66,6 16,6
80pg/mL 416 25 333 416 25 333 833 25 66,6 8,3 166 75 833 166 75 8,3 166 75
40pg/mL O 0 0 0 0 0 666 333 0 666 333 0 25 66,6 83 25 66,6 8,33
20pg/mL 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 833 166 O 583 416 O
10pg/mL 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 833 166 O 666 333 0
5 pg/mL 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 833 1666 0 583 416 O

Tabela 15: Pontuacdo da motilidade de vermes adultos de S. mansoni

submetidos ao tratamento com o derivado imidazolidinico LPSF/FZ-20.

24 h 48 h 72h 96 h 120 h 144h

3 15 0 3 15 0 3 15 3 15 0 3 15 0 3 15 0
LPSF/FZ-20
100 pg/mL 91,3 83 0 50 50 0 50 50 50 50 0 50 333 16,6 333 50 16,6
80 pg/mL 913 83 0 75 25 0 58,3 416 333 666 O 333 666 O 333 666 0
40 pg/mL 100 O 0 100 O 0 916 83 25 75 0 166 833 O 0 75 25
20 pg/mL 833 166 O 75 25 0 50 333 16,6 416 416 16,6 333 50 16,6 333 416 25
10 pg/mL 100 O 0 100 O 0 100 O 833 0 16,6 833 0 16,6 833 0 16,6
5 pg/mL 100 O 0 916 83 O 833 16,6 583 333 83 583 333 83 583 333 83

Tabela 16: Pontuacdo da motilidade de vermes adultos de S. mansoni

submetidos ao tratamento com o derivado imidazolidinico LPSF/FZ-21.

24h 48 h 72h 96 h 120 h 144h

3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0
LPSF/FZ-21
100 yg/mL 100 0O 0 75 25 0 666 333 0 666 333 0 66,6 333 0 583 416 0
80pg/mL 666 333 O 50 416 8, 416 416 8, 25 66,6 83 333 66,6 16,6 83 75 16,6
40pg/mL 916 83 0 833 166 O 75 75 0 50 50 0 166 833 0 416 583 0
20pg/mL 916 83 O 916 83 O 833 166 O 66,6 25 8,3 333 50 8,3 166 66,6 16,6
10pg/mL 916 83 O 916 83 O 916 83 O 833 166 O 833 0 0 166 666 83
5 pg/mL 100 O 0 100 0 0 916 83 0 75 25 0 583 333 83 25 583 83
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Tabela 17: Pontuacdo da motilidade de vermes adultos de S. mansoni

submetidos ao tratamento com o derivado imidazolidinico LPSF/FZ-24.

Grupos

Percentagem da motilidade dos vermes (%) apés incubagéo
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144h
3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15

LPSF/FZ-24

100 pg/mL 100
80 pg/mL 100
40 pg/mL 100
20pg/mL 100
10 yg/mL 100
5 ug/mL

0 0 4166 583 0 416 583 0 416 583 0 83 916 O 83 91,6
0 0 66,6 333 0 666 333 0 50 50 0 25 75 0 8,3 83,3
0 0 75 25 0 66,6 333 0 416 583 0 333 583 83 0 83,3
0 0 83,3 166 O 833 166 O 416 583 0 25 583 16,6 25 58,3
0 0 91,6 83 0 833 166 O 66,6 333 0 66,6 333 O 50 50
100 O 0 100 0 0 583 416 O 583 416 O 583 416 O 416 583

8,3
16,6
16,6

5.3 DISCUSSAO

As imidazolidinas apresentam atividade antiparasitéria, se destacando
como potencial terapéutico na atividade esquistossomicida. Alguns estudos in
vitro com ensaios de citotoxicidade, analises dos parasitos bem como atividades
in vivo com os derivados imidazolidinicos demonstram resultados promissores
guando comparados com o PZQ, farmaco de escolha para o tratamento da
esquistossomose (SILVA et al., 2012; NEVES et al., 2011, 2010; PITTA et al.,
2006; OLIVEIRA et al., 2004).

Neste trabalho foram testados sete derivados imidazolidinicos, onde se
observou que os derivados da série LPSF/RH (Figura 17, a), formados por um
atomo de enxofre (por¢do tioxo) na posicdo 4 do anel imidazolidinico,
apresentaram uma melhor resposta biolégica nos ensaios in vitro. No entanto, os
derivados da série LPSF/FZ, os quais apresentam em sua estrutura um atomo
de oxigénio na mesma posicdo do anel imidazolidinico, demonstraram uma
baixa atividade esquistossomicida frente aos parasitos na avaliacdo in vitro
(Figura 17, b). Essa diferenca pode ter permitido uma melhor interagdo farmaco-
receptor devido ao aumento do tamanho do atomo na posi¢éo 4 da imidazolidina
(enxofre é maior que oxigénio), que permite que os elétrons do enxofre fiquem

mais disponiveis para a formacdo de interacBes intermoleculares com o0s

64



residuos de aminoacidos de proteinas do parasito (EDWARD, 1966 apud
OLIVEIRA, 2008).

Cl Cl

Figura 19: a) LPSF/RH, b) LPSF/FZ.

Os compostos LPSF/RH-38 (Figura 18, a) e LPSF/RH-40 (Figura 18, b)
destacaram-se por apresentar a melhor atividade in vitro contra os vermes
adultos de S. mansoni com 100% de mortalidade na concentragéo de 100 pg/mL
(250 uM) e 83,33% de mortalidade nas concentragbes de 80 pg/mL (142 pM)
para o composto LPSF/RH-38 e 10 pg/mL (17,8 uM) no tempo de 144 horas,
para o composto LPSF/RH-40. Nos trabalhos realizados por Pitta, M.G.R.
(2006), o derivado imidazolidinico 1-benzil-4-[(4-cloro-fenil)-hidrazono]-5-tioxo-
imidazolidin-2-ona  (LPSF/PT-5) (Figura 19, c¢) apresentou atividade
esquistossomicida na avaliagdo da suscetibilidade, com uma taxa de mortalidade
de 100% na concentragéo de 174 uM em 24h de contato com os vermes adultos
de S. mansoni (PITTA et al., 2008).

Cl

Figura 20: a) LPSF/RH-38; b) LPSF/RH-40; ¢) LPSF/PT-5.
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O composto LPSF/RH-38 apresenta um grupamento pirrolidinil, o qual
possui um efeito estérico e um heteroatomo de nitrogénio que permite uma
melhor interagdo com o receptor, pela presenca dos pares de elétrons livres. Ja
o composto LPSF/RH-40 é o que se caracteriza por apresentar um maior efeito
estérico, além dos dois grupos benzildxi possuirem efeito indutivo negativo.

O composto LPSF/PT-5 apresenta o atomo de cloro na posi¢cao para do
anel benzil. Esse halogénio se caracteriza por ser um retirador de elétrons por
efeito indutivo negativo e por apresentar um efeito mesomérico positivo. A
posicdo para também permite que o efeito eletrbnico se propague na molécula
num sentido linear, isso pode permitir uma melhor interagdo com o receptor
(McMURRY, 2011; BRUICE, 2006).

Além do composto LPSF/PT-5, todos os derivados testados neste
trabalho apresentam o atomo de cloro na posi¢do para do anel aromético na
posicdo 3 do anel imidazolidinico. Eles apresentam o0s mesmos efeitos
eletrénicos do composto LPSF/PT-5. A introducdo de um atomo de halogénio
como substituinte torna o derivado mais lipofilico, ou seja, menos soluvel a agua.
Estudos indicam que os halogénios podem melhorar a absor¢cdo dos compostos
em meio bioldgico, mais precisamente nas membranas celulares (THOMAS,
2003). Isso pode ter sido um fator principal para a boa eficacia verificada pelos
derivados imidazolidinicos utilizados nesse estudo.

Os resultados obtidos com estes derivados foram semelhantes com os
observados com o derivado (3-(4-cloro-benzil)-1-metil-5-(4-metdxi-benzilideno)-
2-tioxo-imidazolidin-4-ona) LPSF/JT-69 (Figura 19, c), que apresenta o atomo
cloro na mesma posi¢cao que os derivados das séries LPSF/FZ (Figura 19, b) e
LPSF/RH (Figura 19, a), e apresentou eficdcia de 100% de mortalidade dos
parasitos nas primeiras 72h de contato com o derivado, na concentragao de 119
pg/mL (322 uM) (PITTA et al., 2006). E Oliveira et al. (2004) que demostrou uma
taxa de mortalidade de 82% do derivado 5-(4-bromo-benzilideno)-3-(4-cloro-
benzil)-2-tioxo-imidazolin-4-ona (LPSF/NN-140) na concentracdo de 120 pg/mL
(294 pM) por 15 dias de observacéo (OLIVEIRA et al., 2004).
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Figura 21: a) LPSF/RH; b) LPSF/FZ; ¢) LPSF/JT-69

Os vermes submetidos a exposicdo com 0s compostos testados, em sua
maioria, apresentaram-se mortos e contraidos ou muito lentos sendo
semelhantes aos vermes tratados com o PZQ. Sabe-se que o PZQ assim como
os derivados imidazolidinicos ainda ndo possuem um mecanismo de acao
elucidado (THIBAUT et al., 2009; TALIMA e RIDI, 2007). No entanto, trabalhos
indicam que o PZQ apresenta uma possivel influéncia nos canais de célcio
havendo um répido influxo de Ca*" para o interior do parasito, acarretando
contracdo muscular, cessagao de seus movimentos seguido de morte (PICA-
MATTOCCIA & CIOLI, 2004; GREENBERG, 2005; TALLIMA & RIDI, 2007).

O LPSF/PT-5 (1-benzil-4-[(4-cloro-fenil)-hidrazono]-5-tioxo-imidazolidin-2-
ona) (Figura 20, a) e LPSF/PT-11 (1-(4-cloro-benzil)-4-[(4-fluoro-fenil)-
hidrazono]-5-tioxo-imidazolidin-2-ona) (Figura 20, b) foram capazes de induzir a
auséncia de oviposicao pelos vermes adultos de S. mansoni. Além disso, 0s
ensaios de ultraestrutura demonstraram alteracdes significantes com a formacgao
de bolhas, descamacédo do tegumento, perdas de espinho do tubérculo, inchaco
e alongamento corporal, indicando os sérios danos causados pelos derivados
imidazolidinicos (NEVES et al., 2011).
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Figura 22: a) LPSF/PT-5; b) LPSF/PT-11
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6. CONCLUSOES

o Os compostos sintetizados apresentaram em geral bons rendimentos,
assim como suas estruturas evidenciadas e comprovadas pelas técnicas
de analises espectrofotométricas no infravermelho, ressonancia

magnética nuclear, bem como por espectrometria de massas;

o Os estudos de citotoxicidade mostrou que os derivados imidazolidinicos
LPSF/FZ-24, LPSF/RH-38, LPSF/RH-39, LPSF/RH-40 e LPSF/RH-41 né&o

sdo citotoxicos, apresentando um IC50 entre 50.29 uM a >100 uM;

. A partir dos resultados obtidos através da avaliacdo in vitro frente aos
vermes adultos do Schistosoma mansoni foi possivel concluir que dentre
todos derivados imidazolidinicos testados, o LPSF/RH-38 pode ser
apontado como um derivado promissor nos estudos para o tratamento da
S. mansoni. Os compostos da série LPSF/RH apresentaram os melhores
resultados do que a série LPSF/FZ na atividade in vitro. Estes derivados
diferenciam-se por possuir em sua estrutura o atomo de enxofre na
posicdo 4 do anel imidazolidinico, evidenciando uma porcao importante

nestes derivados imidazolidinicos;

o Os compostos da série LPSF/FZ apesar de ndo apresentarem
mortalidade expressiva na atividade biolégica, eles mostraram acao sobre
0S movimentos corporais dos parasitos de S. mansoni, provocando a
diminuicdo de seus movimentos. Assim, confirmado a a¢ao dos derivados

imidazolidinicos sobre a atividade esquistossomicida.
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7. PERSPECTIVAS

Avaliar a atividade in vivo do derivado imidazolidinico LPSF/RH-38 frente

aos vermes imaturos e adultos de Schistosoma mansoni;

Estudos de solubilidade dos derivados para melhorar a resposta bioldgica;

Realizar Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e de transmissao
(MET) dos vermes adultos do S. mansoni tratados in vitro com o derivado
imidazolidinico LPSF/RH-38.

Elucidar um possivel mecanismo de acdo do composto LPSF/RH-38 que

demonstre a sua boa atividade esquistossomicida.
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