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RESUMO

Passados mais de 100 anos da descoberta da doenca de Chagas pelo médico
sanitarista Carlos Chagas, cujo agente etiolégico é Trypanosoma cruzi (T. cruzi),
essa doenca ainda vém afetando milhdes de pessoas em todo o Mundo,
principalmente no continente americano. Apesar da disponibilidade de dois
farmacos no mercado para o tratamento da doenca de Chagas, o nifurtimox e o
benzonidazol, eles apresentam uma limitada eficacia na fase crbnica e efeitos
toxicos indesejaveis ao ser humano. Com isso, outras substancias vém sendo
estudadas, dentre elas temos os derivados imidazolidinicos por possuirem
diferentes  atividades farmacologicas dentre elas  esquistossomicida,
antimicrobiana, anticonvulsivante, antitumoral e tripanocida. Por isto, o presente
trabalho tem como objetivo sintetizar novos derivados imidazolidinicos a partir de
novas moléculas 3-benzil-5-benzilideno-imidazolidina-2,4-diona  (LPSF/PT)
visando contribuir na introdugéo de novos agentes com potencial tripanocida. Os
novos derivados foram obtidos em duas etapas. Primeiramente, a imidazolidina-
2,4-diona reagiu com os haletos de benzila e hidroxido de s6dio como catalisador,
formando o 3-benzil-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT), por meio de uma reacgéo
de N-alquilacdo. Em seguida, os derivados imidazolidinicos 3,5-dissubstituidos
(LPSF/PT) foram obtidos através de uma reacédo de condensacédo da 3-benzil-
imidazolidina-2,4-diona com benzaldeidos substituidos em presenca de morfolina.
As estruturas quimicas dos compostos sintetizados foram caracterizadas através
de técnicas espectroscopicas: ressonancia magnética de hidrogénio e carbono
(RMN *H e '3C) e espectroscopias na regido do infravermelho (IV). A atividade
tripanocida dos novos derivados imidazolidinicos (LPSF/PT-139, LPSF/PT-145,
LPSF/PT-151, LPSF/PT-152, LPSF/PT-167, LPSF/PT-214) foram avaliadas sobre
as formas tripomastigotas e epimastigotas de T. cruzi (cepa Y) em diferentes
concentragbes e assim foi calculado o valor da IC50. Dentre 0os compostos
testados, o composto LPSF/PT-152 apresentou melhor resultado para a forma
tripomastigota, por apresentar 1Csp de 1,26 pg/mL. Enquanto os compostos
LPSF/PT-145 e LPSF/PT-214 para a forma epimastigota, por apresentarem,
respectivamente, ICso de 2,11 pg/mL e 2,89 uyg/mL. De acordo com os resultados
obtidos, podemos sugerir a eficacia destes novos compostos imidazolidinicos e o
potencial farmaco tripanocida.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Imidazolidinas. Tripanocida .



ABSTRACT

After more than 100 years of the discovery of Chagas disease whose etiologic
agent is Trypanosoma cruzi (T. cruzi), by public health physician Carlos Chagas,
this disease still affecting millions of people worldwide, mainly in the Americas.
Despite the availability of both drugs on the market for the treatment of Chagas'
disease, nifurtimox and benzonidazol, they have a limited efficacy in chronic phase
and undesirable toxic effects to humans. Thus, other substances have been
studied, among them we have the derived imidazolidinics, wich have different
pharmacological activities and including schistosomicidal, antimicrobial,
anticonvulsant, antitumor and trypanocidal. Therefore, this study aims to
synthesize new imidazolidinic derivatives from new molecules such as 3-benzyl-5-
benzylidene-imidazolidine-2 ,4-dione (LPSF / PT) to contribute in the introduction
of new agents with a trypanocidal potential. The novel derivatives were obtained in
two stages. Firstly, imidazolidine-2 ,4-dione reacted with benzyl halides and
sodium hydroxide as catalyst to form 3-benzyl-imidazolidine-2 ,4-dione (LPSF /
PT) by a reaction of N-alkylation. Then the 3,5-distarch imidazolidinic derivatives
(LPSF / PT) were obtained by a condensation reaction of 3-benzyl-imidazolidine-2
,4-dione with substituted benzaldehydes in the presence of morpholine. The
chemical structures of the synthesized compounds were characterized by
spectroscopic techniques: magnetic resonance of hydrogen and carbon (*H and
13C) and in the infrared spectroscopy (IR). The trypanocidal activity of the novels
imidazolidinic derivatives (LPSF/PT-139, LPSF/PT-145, LPSF/PT-151, LPSF/PT-
152, LPSF/PT-167, LPSF/PT-214) were evaluated under trypomastigotes and
epimastigotes forms of T. cruzi (Y strain) at different concentrations and thus was
also calculated the ICso value. Among the compounds tested, the LPSF/PT-152
compound showed better results for the trypomastigotes form, by presenting 1Cso
of 1.26 pg / mL. While compounds LPSF/PT-145 and LPSF/PT-214 for
epimastigote form, presented respectively ICso of 2.11 ug / mL and 2.89 ug / mL.
According to the obtained results, we suggest the efficacy of these novel
imidazolidinic compounds and potential trypanocidal drug.

Keywords: Chagas disease. Imidazolidines. trypanocidal.
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1 INTRODUCAO

Tripanossomiase americana (doenca de Chagas) é uma importante causa
de patologia cardiaca, digestiva e/ou associada (cardiodigestiva) no ser humano,
principalmente no continente Americano. A doenca de Chagas humana é uma
zoonose que possui como agente etiolégico o Trypanosoma cruzi (T. cruzi), um
protozoario flagelado, pertencente a ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae, que necessita de dois hospedeiros para completar seu ciclo
evolutivo, um vertebrado - homem ou mamiferos de outras espécies - e um
invertebrado - hemipteros hematéfagos da familia Reduviidae e subfamilia
Triatominae, conhecidos por "barbeiros" (REY, 2001; CASTRO et al., 2009; BERN
et al., 2011).

Os insetos infectados podem ser encontrados em ambientes silvestres,
onde os seres humanos sdo expostos apenas ocasionalmente, porém o0s insetos
triatomineos adaptaram-se em habitagces humanas, particularmente em habitats
precérios (DIAS et al., 1989).

A doenca de Chagas tem sido reconhecida como uma das doencas
tropicais negligenciadas, acarretando um grande problema de saude publica,
sendo a quarta maior de impacto social entre todas as doencas infecciosas e
parasitarias da América Latina, e uma das patologias de mais ampla distribuicéo
no continente americano (VINHAES; DIAS, 2000; DOCAMPO et al., 2001; WHO,
2002; HOTEZ et al., 2008).

O tratamento para a doenga de Chagas, no Brasil, basea-se em apenas um
medicamento no mercado, cujo nome € N-benzil-2-nitroimidazol-1-acetamida
(benzonidazol). Seu mecanismo de acéo esta na inibicdo da sintese de proteinas
e de RNA, tanto nos tripomastigotas metaciclicos quanto nos amastigotas
(CANCADO, 2005).

Diante do presente contexto, novos farmacos na terapéutica contra a
doenca de Chagas vem sendo desenvolvidos, com o objetivo de aumentar a
poténcia e seguranca, garantindo, assim, um melhor perfil farmacocinético e
farmacodinamico. Neste sentido, diversas moléculas sintéticas podem ser obtidas
a partir de derivacdes de anéis heterociclicos, dentre as quais, destacam-se as
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imidazolidina-2,4-dionas (hidantoinas), devido a sua potencialidade como
prototipo para o desenvolvimento de novos farmacos.

A modificagdo molecular nas imidazolidinas por substituicdo de radicais
produz respostas biolégicas diferenciadas, alterando as propriedades fisicas e
reatividade dos compostos quimicos, dando origem a alteracdes na distribuicéo
das células e tecidos e no acesso aos centros de enzimas ativas e receptores
(PITTA et al., 2006).

Neste trabalho, foi realizada a sintese de novas moléculas imidazolidinicas
3,5-dissubstituidas através do planejamento racional de novos farmacos.
Seguindo da anadlise das caracteristicas fisico-quimicas e estruturais para a
comprovagdo destes novos derivados. E por fim, a avaliagdo da atividade

tripanocida destas novas moléculas através do método in vitro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter novas moléculas 3-benzil-5-benzilideno-imidazolidina-2,4-dionas
substituidas por halogénios (cloro, bromo e flior) e grupos alquila (dimetil e metil)
e alcoxido (metdxi) (LPSF/PT) visando contribuir na introdug@o de novos agentes
com potencial atividade tripanocida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Sintetizar novas moléculas 3-benzil-5-benzilidino-imidazolidina-2,4-dionas
substituidas (LPSF/PT);

v Caracterizar estruturalmente os compostos sintetizados utilizando métodos
espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono
(RMN'H e RMN®3C respectivamente) e infravermelho (IV);

v' Avaliar a atividade citotbxica em cultura de células esplénicas de
camundongos isogénicos dos compostos obtidos;

v Investigar se ha a atividade antiparasitaria in vitro das substancias avaliadas

sobre formas epimastigotas e tripomastigota de Trypanosoma cruzi.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi (T. cruzi) (Figura 1a) é um protozoéario hemoflagelado cuja
caracteristica principal é a presenca do cinetoplasto, localizado na mitocréndia que retém
0 material genético. Causa uma infecgéo sistémica denominada doenca de Chagas, cujos
vetores sdo os insetos, comumente conhecidos como barbeiros (Figura 1b), sendo estes
hospedeiros intermediarios, da familia Reduviidae e da subfamilia Triatominae (RASSI
JR., RASSI; MARIN-NETO, 2010). Até 2009 foram catalogados cerca de 140 espécies
reconhecidas de vetores da doenga, porém apenas algumas espécies transmitem a
doenca (FORERO; WEIRAUCH; BAENA, 2004; COSTA; ARGOLO; FELIX, 2006;
GALVAO, 2006; BERENGER; BLANCHET, 2007; PARTTERSON et al., 2009).

Esse parasita € encontrado em todas as regides do Brasil, onde cerca de 70
espécies foram identificadas, sendo cinco espécies de maior importancia devido a grande
incidéncia de transmissdo entre os animais domésticos e o homem: T. brasiliensis,
Panstrongylus megistus, T. pseudomaculata e T. sordida e T. infestans (erradicada no
pais) (COURA 2007; DIAS et al., 2009; RASSI JR., RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Figura 1 - a) Trypanosoma cruzi (Portal Chagas); b) Inseto vetor.

' 7

Foto: Marcelo Pereira,

ICB/USP.

Fonte: http://www.icb.usp.br/~marcelcp
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3.1.1 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

Segundo Teixeira (2006), De Souza et al. (2010), Fernandes e Andrews
(2012) o T. cruzi desenvolve seu ciclo de vida em hospedeiros invertebrados
(triatomineos) e vertebrados (mamiferos), onde assume trés formas evolutivas
gue se diferenciam em aspectos morfolégicos e bioquimicos que séo:

i. amastigota, encontrada no interior das células dos mamiferos (Figura 2a);

ii. epimastigota, que se encontra presente no tubo digestivo do inseto vetor
(Figura 2b); e, por ultimo,

iii. a tripomastigota, que é infectante, encontrada nas fezes e urina do inseto

vetor (metaciclico) e circulantes no sangue dos mamiferos (sanguineo)

(Figura 2c).

Figura 2 - Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi: a) amastigota; b) epimastigota; c)
tripomastigota

Ve \( \‘\/ / A

. J\.

Fonte: JUNQUEIRA et al. (2011).

A Figura 3 se refere ao ciclo de vida do T. cruzi inicia-se quando o inseto
vetor ao se alimentar do sangue do hospedeiro vertebrado (1) elimina por meio
das fezes as formas tripomastigotas metaciclica (2), que penetra na célula do
hospedeiro e se transforma em amastigotas (CASTRO et al., 2007; ALVES et al.,
2007, DE SOUZA et al.,, 2010). Em seguida, apés ciclos de multiplicacdo

intracelular, as formas amastigotas ganham a corrente circulatoria e sdo levadas
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para outros tecidos no corpo (3), preenchem o citoplasma da célula hospedeira e

se transformam em tripomastigotas sanguineas, antes de serem liberadas para

corrente sanguinea podendo infectar células vizinhas, se disseminar para outros

orgdos ou serem ingeridos por outro inseto vetor reiniciando o ciclo (4) (LIMA et
al., 2010; MUNOZ-SARAIVA et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011).

Figura 3 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.

Fonte: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/TrypanosomiasisAmerican.htm.

O ciclo no inseto tem inicio quando ao se alimentar no sangue do
vertebrado infectado ingere os tripomastigotas sanguineos (5) e no intestino do
vetor serdo transfomados na forma epimastigota (6) (exclusiva do hospedeiro
invertebrado) onde se prolifera (7) e, novamente, transforma-se na forma
tripomastigota metaciclica (8) que sera eliminado com as fezes durante o repasto
sanguineo, podendo penetrar no organismo do hospedeiro vertebrado por meio
da picada ou mucosas, renovando assim o ciclo de transmissédo (DUTRA et al.,
2006).

24
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3.2 ADOENCA DE CHAGAS

Descoberta em 1909, pelo médico sanitarista Carlos Chagas, a doenca de
Chagas, também conhecida por tripanossomiase americana estava limitada
apenas no Continente Americano devido a presenca do vetor restrito a ele, porém
ha registros de casos em paises ndo endémicos por outros mecanismos de
transmisséo (BRASIL, 2009).

A transmissdo da doenca de Chagas ocorre por VAarios mecanismos,
embora a principal seja a vetorial (SALOMON, 2011), onde os insetos ao picarem
os vertebrados defecam apds o repasto, eliminando formas infectantes de
tripomastigotas que penetra pelo orificio da picada. As transmissfes também
podem ocorrer por transfusdo sanguinea, porém o risco de infeccao apdés uma
transfusdo é menor que 10-20% (RASSI JR.; RASSI; MARIN-NETO, 2010). A
infeccdo vetorial (congénita) ocorre pela passagem de parasitas de mulheres
infectadas para seus bebés durante o segundo trimestre de gestacdo ou na hora
do parto.

A ingestado de alimentos infectados pelo parasita também é outra forma de
transmissao, € responsavel por surtos em areas urbanas e regides onde nao ha
circulagcdo de insetos vetores domiciliados (BRASIL, 2009; NOBREGA et al.,
2009; ALARCON DE NOYA et al., 2010). Essa transmissdo € caracterizada pelo
ciclo enzodtico do parasita, no homem, e pode ocorrer através da ingestao de
carne crua ou mal cozida, ou de alimentos contaminados por urina ou secrecao

anal de marsupiais infectados (DIAS, 2006).

3.2.1 Patologia da doenca de Chagas

A doenca de Chagas se manifesta em duas fases clinicas distintas: aguda
e cronica. A fase aguda é a forma logo apés a infec¢do, na maioria dos casos é
assintomatico, o que dificulta o tratamento, e dura cerca de 12 semanas (RASSI
et al., 2009).
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Em casos sintométicos apresentam um quadro febril, miocardites,

adenopatia generalizada, sinais de inoculacdo (chagoma de inoculacédo ou sinal

de Romafa) (Figura 4), hepatoesplenomegalia e meningoencefalites nos casos

mais severos. Na maioria dos casos, 0s pacientes podem se recuperar e entrar na

fase indeterminada da doenca, caracterizada pela auséncia de sintomas e danos

em orgaos (no coracgao, esodfago e intestino) que ndo séo detectados por exames

de rotina. Nesta fase, podem levar a morte infantil devido as complicacbes de

insuficiéncia cardiaca e processos inflamatorios (COURA; BORGES-PEREIRA,
2010).

Figura 4 - Sinal de Romané na fase aguda.

Fonte: WHO (2007)

Os pacientes infectados com T. cruzi que nao receberam tratamento
adequado desenvolvem a fase crbnica da doenca e esses sintomas podem
aparecer até 30 anos apés a infeccdo (CAROD-ARTAL; GASCON, 2010). A
infeccdo aguda é seguida por uma fase cronica, que pode ser: indeterminada,
cardiaca e digestiva. (BRASIL, 2009; RASSI JR.; RASSI; MARIN-NETO, 2009). A
seguir, essas formas serdo descriminadas:

» Indeterminada — Nessa fase, alguns pacientes apresentam um quadro
assintomatico e sem sinais de comprometimento do aparelho circulatério e
digestivo. Esse quadro podera perdurar por toda a vida da pessoa
infectada ou pode evoluir tardiamente para a forma cardiaca, digestiva ou

associada (cardiodigestiva).
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> Cardiaca — E caracterizada por uma cardiopatia chagasica sendo a maior

responsavel pela mortalidade na doenca de Chagas, acomete cerca de

30% dos casos cronicos. Frequentemente, evolui para quadros de

miocardiopatia dilatada e insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC)
(DEVELOUX et al., 2009).

» Digestiva — Ocorre em menor frequéncia quando relacionado a outros
casos e afeta o aparelho digestivo que, frequentemente, evolui para
megacolon (espessamento da parede do cdlon, causando sintomas de
constipacdo e dor, e sérias complicacdbes como impactacdo fecal) ou
megaesbfago (sintomas: disfagia, dor e regurgitacao).

» Associada (cardiodigestiva) — Ocorréncia concomitante de lesdes

compativeis com as formas cardiacas e digestivas.

3.2.2 Quimioterapia

Os primeiros compostos desenvolvidos para o tratamento da doenca de
Chagas (tripanossomiase americana) foram tintura de fucsina (Figura 5a), o atoxyl
(arsénico) (Figura 5b) o tartaro emético (antimonial pentavalente) e o cloreto de
mercurio. Todos estes compostos se mostraram ineficazes no tratamento
proposto (CROFT, 1999; COURA; CASTRO, 2002).

No inicio da década de 60, jA haviam sido experimentados mais de 50
agentes quimicos terapéuticos contra o T. cruzi. Se destacando com acéo sobre a
parasitemia 0s compostos com o0s nitrofuranos e, posteriormente, com as
nitrofurazonas. Em experimentos realizados com camundongos utilizando a
nitrofurazona  (Figura  6)  5-nitro-2-furaldeido-semicarbazona  (Furacin),
administrada oralmente por 50 dias, em média, promoveram cura em 62 dos 65
animais tratados (95,4%). Porém, quando a administracdo desse farmaco foi feita
em pacientes chagasicos observou-se severos efeitos adversos, que obrigaram a
interrupgdo do seu uso na terapia clinica (COURA; CANCADO, 2009; DIAS et al.,
2009).
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Figura 5 - Primeiros compostos desenvolvidos para o tratamento da doenga de
Chagas: a) Tintura de fucsina; e b) Atoxyl.
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Fonte: CROFT (1999); COURA; CASTRO (2002).

Figura 6 — Nitrofurazona.
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@] Nifurtimox, (3-metil-4(5’-nitro-furfurilideneamino)-tetrahidro-4H-1,4-
tiazina-1,1-dioxido) (Figura 7), € um composto nitroheterociclico, com atividades
antiprotozoaria e antibacteriana. Foi produzido e langado em 1967 (Laboratorio
Bayer) (Lampit®), sendo o primeiro medicamento utilizado para o tratamento da
forma aguda da doenca de Chagas (COURA et al., 2002; MAYA et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2008 a; WILKINSON; KELLY, 2009).

Figura 7 - Nifurtimox.
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Estudos comprovam que o principal mecanismo de ac¢do do nifurtimox é a
producdo de radicais livres através da reducdo do grupo nitro (NO,), levando a
intoxicacdo do parasita. Sob a acdo de varias nitroredutases, enzimas que atuam
em sistemas moleculares R-NO,, o grupo nitro é reduzido a grupo amino (NH>).
Este processo, iniciado pela reacdo catalisada pela NADPH citocromo P450
redutase, leva a formacédo de um intermediario nitro (R-NO;) com subsequente
formacdo de hidroxilamina (R-NHOH). O radical reduz o oxigénio molecular e
forma o ion superoxido O,". Esse ion € captado pela superdxido dismutase
gerando peroxido de hidrogénio (H.O2). A hidroxila (OH") formada na presenca de
fons Fe** é o principal radical livie que promove o efeito tripanocida por ligacdo
aos lipideos, proteinas e ao DNA (MAYA, 2003; URBINA; DOCAMPO, 2003;
RAETHER; HANEL, 2003; DIAS et al., 2009).

O benzonidazol (N-benzil-2-nitroimidazol-1-acetamida) (Figura 9) é um
derivado imidazdlico, foi sintetizado por Wineholt e Liebman (OLIVEIRA et al.,
2008 b). Ao contrario do nifurtimox, o benzonidazol ndo estimula a producédo de
0O, e H,O, nas mesmas condicbes experimentais, mas ainda assim, inibe o
crescimento do T. cruzi in vitro, através da enzima NADH-fumarato redutase o
gue indica que o efeito tripanocida do benzonidazol ndo depende da producéo de
espécies reativas de oxigénio (Figura 8) (RASSI et al., 2002; TAVARES, 2006).

Figura 8 - Mecanismo de agao de nifurtimox e benzonidazol e via de detoxificagdo do
Trypanosoma cruzi. GSH, glutationa; T(SH),, tripanotiona; GSSG, dissulfeto de

glutationa; T(S),, dissulfeto de tripanotiona.

Benzonidazol Nifurtimox
R-NO, R-No2
Proteinas
. Lipideos
Nitroredutases DNA Haber- We.ss SOD fég[& Nitroredutases
Kot o i
Y / .
ReNH=—R-NO/R-NHOH~, gty 8na RNO, "2 o NH,
Y ( 2 Redutase T(S) Nitro anion raditQIEft)mﬁ“cos
Tidis conjugados Tiois conjugados

Fonte: MAYA (2007).
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Figura 9 - Benzonidazol.

Estudos comprovam que o benzonidazol aumenta a fagocitose e lisa o T.
cruzi através de um mecanismo dependente de interferon-gama (IFN-y).
Possivelmente, ocorre a geracdo in situ de metabdlitos ativos nitrorreduzidos do
benzonidazol. O grupo nitro (NO;) presente nestas moléculas é reduzido ao grupo
amino (NH,) pela acdo de enzimas nitroredutases, que atuam especificamente em
sistemas moleculares R-NO,. Este processo, iniciado pela reacéo catalisada pela
NADPH citocromo P450 redutase, leva a formacdo de um intermediério nitro(R-
NO,) com subsequente formacao de hidroxilamina (R-NHOH), aldeido-oxidase e
outras enzimas do sistema citocromo P450, os quais sdo capazes de se ligar
covalentemente a proteinas e lipidios, tanto do parasito quanto do hospedeiro
(DIAS et al., 2009).

A acdo de ambos os farmacos varia de acordo com algumas condicdes tais
como: a duracdo do tratamento, a idade e a distribuicdo geografica do paciente, a
fase da doenca, entre outros. Ambos os nitroderivados apresentam eficacia na
fase aguda e crbnica recente da doenca, alcancando niveis de até 80 % de cura
nas doses de 8-10mg/kg/dia com nifurtimox e de 5-7,5 mg/kg/dia com
benzonidazol, durante sessenta a noventa dias de terapia. No entanto, na fase
cronica, ambas as drogas alcancam somente de 10 a 20 %, de acordo com as
areas geograficas (CANCADO, 2002; COURA; CASTRO, 2002; COURA, 2007), o
gue, somando a resisténcia natural observada em véarios isolados do parasito,
reforca a necessidade de identificar novos compostos que possam vir a substitui-
los (SOEIRO; DE CASTRO, 2009).

Embora o tratamento com nifurtimox e benzonidazol seja de grande
relevancia, os mesmos possuem limitagGes, dentre as quais: efeitos colaterais
indesejaveis, inducdo de resisténcia ao parasito e longo periodo de tratamento.

(WHO, 2007). Na década de 80, o nifurtimox deixou de ser utilizado no tratamento
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da doenca de Chagas no Brasil devido a severos efeitos colaterais, sendo

produzido e utilizado apenas na Ameérica Central. No inicio de 2003, o Laboratério

Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) conseguiu o direito de

produzir e distribuir o medicamento Rochagan®, a base do farmaco benzonidazol
(COURA; CASTRO, 2002; SCHOFIELD et al., 2006; WHO, 2007).

De acordo com o que foi relatado anteriormente, a pesquisa por novas
terapias se faz necessaria visto que nenhum desses farmacos atende aos
preceitos de um bom quimioterapico com base nos critérios da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) que estabelece as seguintes exigéncias: (i) cura
parasitolégica dos casos agudos e crbnicos da infeccao; (ii) eficiéncia em dose
Gnica ou em poucas doses; (iii) acessibilidade ao paciente, (iv) baixo custo e facil
obtencdo; (v) sem efeitos colaterais ou efeitos teratogénicos; (vi) ndo ter a
necessidade de internacdo para o tratamento e (vi) nenhuma resisténcia do
agente etiolégico (COURA; CASTRO, 2002).

O Ministério da Saude Brasileiro elaborou um manual destinado aos
médicos que atendem os pacientes na rede do Sistema Unico de Saude (SUS)
para o tratamento etiol6gico, recomendando tratamento para infeccdo aguda,
infeccdo congénita, infeccdo cronica recente (incluindo todas as criancas e
adolescentes soropositivos), infeccdo crénica na forma indeterminada e formas
clinicas iniciais (MINISTERIO DA SAUDE, 1996a, 1996b). Alguns cientistas
rebatem as indicagbes do Ministério da Saude, afirmando que os pacientes
chagéasicos crénicos deveriam ser tratados independentemente do estagio da

patologia.

3.2.3 Alvos terapéuticos

A cruzipaina também conhecida como cruzaina ou GP57/51, é a proteina
mais abundante do T. cruzi sendo essencial na replicacdo intracelular do parasito,
além de sua importancia na interagdo parasito/hospedeiro e na sinalizacdo de
fons de calcio (Ca ?*) durante a invasdo da célula do hospedeiro vertebrado
(CAZZULO et al., 2002; SOEIRO; CASTRO, 2009). A inibicado da cruzaina dificulta
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a invasdo das células e bloqueia a replicacdo da amastigota, além da

diferenciacdo de tripomastigosta-amastigota, levando assim a inibicdo do
desenvolvimento intracelular (CAZZULO et al, 2002).

As principais classes de inibidores da cruzaina incluem (Figura 10): (i)
derivados peptidicos (1 e 2); (ii) derivados nao-peptidicos (triazois 3, pirimidinas 4,
tiossemicarbazonas 5 e chalconas 6); (iii) complexos de rénio e ouro (oxorénios 7
e ciclometalados de ouro 8); e (iv) doadores de 6xido nitrico (nitrosotidis 9 e
nitrosilo complexos de ferro e ruténio 10). O derivado dipeptidil vinil sulfénico N-
metil-Pip-F-hF-VSf (K777) exibiu alta seletividade e uma potente atividade in vitro
e in vivo em modelos imunossuprimidos de infeccdo experimental aguda de
doenca de Chagas e ja se encontra na fase | de teste clinico (McKERROW et al.,
2009; BRAK et al., 2010).

Figura 10 — Principais classes de inibidores da cruzaina

Fonte: McCKERROW et al., 2009
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A enzima tripanotiona redutase (TR) foi descoberta em 1985, encontrada
exclusivamente em T.cruzi € considerado por muitos um alvo molecular para
planejamento de farmacos antiparasitarios. Esta enzima catalisa a reducdo da
tripanotiona dissulfeto [T(S)2] em tripanotiona ditiol [T(SH),], desencandeando
uma cascata de eventos responsaveis pela neutralizacdo de espécies reativas de
oxigénio. Com isso, a TR protege contra o estresse oxidativo o ambiente no
interior do parasita. Uma outra caracteristica que faz com que esta enzima seja
um alvo interessante é a sua diferenca estrutural com relacdo a glutationa
redutase (enzima que desempenha a mesma funcdo no homem). As diferencas
relacionadas  ao  tamanho, carga e  distribuicio dos  bolsdes
hidrofilicos/hidrofébicos, fazem com que o sitio ativo da TR com relacdo ao da
glutationa redutase, seja capaz de acomodar com maior facilidade substratos com
grupos mais volumosos (OLIVEIRA et al., 2008a).

Os compostos derivados de nitrofurano, naftoquinonas e fenotiazida
(Figura 11) sao capazes de inibir estas enzimas (MAYA et al., 2007; PINEIRO,
2009). Esses compostos apresentaram atividade tripanocida, todavia, tém sido
muito dificil determinar qual, entre as varias enzimas envolvidas nesse sistema, é
0 seu alvo (VON et al., 2007; URBINA, 2010).

Figura 11 - nitrofurano (a); naftoquinona (b); fenotiazida (c).
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NO, [ |
8 909
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Fonte: URBINA (2010).

O composto 2,5-bis-(4-acetilaminofenil) furano (Figrua 12) apresentou
inibicdo na concentragédo de 48 uM, 50% da atividade da enzima TR. Embora
apresentando uma atividade consideravel como inibidor da enzima, esse
composto nao foi ativo nos ensaios in vitro utilizando as formas tripomastigota e

amastigota do T. cruzi. O que pode ser explicado por sua baixa solubilidade,
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dificultando sua penetragcdo no parasita e, consequentemente, impedindo de
alcancar concentracfes suficientes para a inibicdo persistente da tripanotiona
redutase (OLIVEIRA et al., 2008a).

Figura 12 - Composto 2,5-bis-(4-acetilaminofenil) furano.

/
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Fonte: OLIVEIRA et al. (2008 a)

Inibidores de fosfolipideos foram desenvolvidos visando o tratamento de
cancer, uma vez que estes sdo capazes de inibir o crescimento do tumor (MAYA
et al., 2007). A Miltefosina (Figura 13), utilizada atualmente para o tratamento da
leishmaniose visceral, possui o0 mecanismo de acdo através da inibicdo da
biossintese de fosfatidilcolina e esfingomielina, o que pode causar o processo de
morte celular por apoptose (MAYA et al., 2007; APT, 2010). H4 estudos em que
mostram que este composto apresenta atividade em 11 cepas do T. cruzi (in
vitro), todavia, é importante ressaltar que a Miltefosina é teratogénica e a
transmissdo congénita do T. cruzi é uma via de transmissdo (APT; BUCKNER,;
NAVABI, 2010).

Figura 13 - Miltefosina

(‘)_
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Fonte : MAYA et al., 2007; APT, 2010.

Compostos azélicos junto com heterociclos nitrogenados pertecem a classe

de moléculas que atuam como inibidores da sintese de ergosterol (Figura 14)
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(principal esterol para o crescimento do T. cruzi) (DUSCHAK; COUTO, 2007,
APT, 2010). A via biossintética desse lipideo e a principal enzima envolvida neste
processo, Cl4-esterol demetilase (CYP51), tém sido estudadas como possiveis

alvos para quimioterapicos.

Figura 14 - Ergosterol

Alguns medicamentos, (i) cetoconazol, (ii) terbinafina e (iii) fluconazol
(Figura 15), disponiveis no mercado para tratamento de doencgas causadas por
fungos tém sido estudados contra o T. cruzi, pois ambos, fungos e T. cruzi,
possuem em comum a via biossintética do ergosterol. Apesar de apresentarem
efeito supressor contra o parasito, ndo foram capazes de impedir a progressao da
doencga (DO CAMPO, 2003; DIAS et al., 2009; URBINA, 2010).

Figura 15 — Medicamentos disponiveis no mercado: a) cetoconazol; b) terbinafina;

¢) fluconazol.
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Fonte : DO CAMPO, 2003; DIAS et al., 2009; URBINA, 2010.
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No T. cruzi, a DNA Topoisomerase Il enzima importante na replicacdo do
DNA, estd presente no processo de replicacdo da cadeia de minicirculos e
maxicirculos do DNA do cinetoplasto (kDNA), mitocrondia com genoma
condensado, cuja manutencéo e integridade sdo essenciais ao parasito durante o
ciclo de vida intracelular (LIU et al., 2007; DIAS et al.,, 2009). A DNA
Topoisomerase |l esta localizada exclusivamente no nucleo do parasita, onde é
codificada pelo mMRNA, essa enzima € expressa apenas na forma epimastigota e
nao na forma tripomastigota (FRAGOSO et al., 1998). Diversos inibidores da DNA
Topoisomerase |l bacteriana apresentaram atividade contra T. cruzi, inibindo a
proliferacdo e os processos de diferenciacdo, além de causar danos ao
cinetoplasto e/ou o nudcleo de epimastigotas (KERSCHMANN et al.,, 1989;
GONZALES-PERDOMO et al., 1990).

Dos farmacos antioneoplasicos disponiveis no mercado comercial, alguns
deles apresentam como alvo as DNA topoisomerases, tais como os inibidores da
topoisomerase |. (i) irinotecano (Camptosar®, da Pfizer) e (i) topotecana
(Hycamtin®, da GlaxoSmithKline); e os inibidores da topoisomerase Il: (iii)
etoposida e (iv) teniposida (Vepesid® e Vumon®, respectivamente, da Bristol-
Myers Squibb). Apresentaram bons resultados contra formas tripomastigotas
sanguineas do T. cruzi as classes de inibidores antraciclinas, camptotecinas,
acridinas e fluoroquinolonas (DIAS et al., 2009).

Em 2011, Zuma et al, avaliaram a inibicdo das topoisomerases com
norfloxacino, berenil e merbarona (Figura 16), onde foi observada pouca
influéncia sobre a proliferacdo celular, entretanto, o berenil causa alteracdo no

cinetoplasto induzida por interacdo com topoisomerase Il (ZUMA et al., 2011).

Figura 16 — a) norfloxacino; b) berenil; c) merbarona
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Fonte: ZUMA et al. (2011).
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3.3 AS IMIDAZOLIDINA-2,4-DIONAS

As imidazolidina-2,4-dionas ou hindatoinas (Figura 17) sao heterociclos
pentagonais que possuem dois atomos de nitrogénio no anel e foi descoberta por
Bayer em 1861 (WARE, 1950).

O sistema deste anel desperta grande interesse devido ao seu amplo
espectro em diversas atividades biologicas, tais como: antimicrobiana (CATERINA
et al., 2008; ALBUQUERQUE et al., 1999), anticancer (BASAPPA et al., 2009;
KAMINSKYY, 2009), Anti HIV (COMBER et al., 1992).

Figura 17 - Imidazolidina-2,4-diona.

o) H
N
(N)Qo

!

Bayer, em 1861, sintetizou a primeira imidazolidina-2,4-diona através do
aquecimento da bromoacetiluréia (a) com aménia (b) em presenca de etanol
(Esquema 1) (WARE, 1950).

Esquema 1 - Obtencéo da imidazolidina-2,4-diona a partir da bromoacetiluréia (a) com a

amonia (b) em meio etandlico.

H
\\ /
H,NCONHCOCH,Br  + NHg -CHsCHoR_ [ )QO
~ N

(a) (b)
H

Fonte: WARE (1950).
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Harries e Weiss (1900) obtiveram a imidazolidina-2,4-diona através da
reacao do éster etilico da glicina (a) e cianato de potassio (b), na presenca de
acido cloridrico (d) (Esquema 2) (apud ELDERFIELD, 1957).

Esquema 2 - Reacao de obtencéo da imidazolidina-2,4-diona a partir do (a) éster etilico

da glicina e (b) cianato de potassio em presenca de (c) acido cloridrico (HCI)

H
0 /
@ NN
NH,HCI + KCNO — » C }o
HeCH,CO™ ¢) HCl N
@ () |
H

Fonte: WARE (1950).

Em 1978, Kochkanyan e colaboradores sintetizaram a imidazolidina-2,4-
diona através do aquecimento da glicina (a) e a uréia (b) na presenca de acido
sulfirico (c), com a temperatura variando entre 120-130° C. (Esquema 3)
(KOCHKANYAN et al., 1978).

Esquema 3 - Obtencao da imidazolidina-2,4-diona a partir da (a) glicina e da (b) uréia, na

presenca de (c) acido sulfurico.

o)
i i //
) H,SO
N /j\ © M2>ba N—H
H,NH,C (a) OH + NH; o NH, 1201300 N
H \
\o

Fonte: KOCHKANYAN et al. (1978).

3.3.1 Imidazolidinas substituidas

As imidazolidina-2,4-dionas sado consideradas acidos fracos onde a

principal contribuicdo a acidez € devido ao grupamento NH na posi¢cao 3 do anel
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(Figura 18), que é influenciada pelos dois grupamentos carboxilicos (eletro-

atrator) adjacentes. Nesta posicdo, elas podem ser alquiladas com haletos de

alquila em solventes proticos ou aproéticos, além de outros agentes alquilantes
como o dimetil sulfato e diazometano (OLIVEIRA, 2008b).

Figura 18 - Anel imidazolidinico e seus sitios ativos.

O grupo metileno da posicédo 5 do anel imidazolidinico é bastante reativo e
foi relatado pela primeira vez por Wheeler e Hoffman em 1911 (apud OLIVEIRA,
2008 a). Posteriormente, em 1952, Phillips e Murphy (apud OLIVEIRA, 2008 b)
explicaram quais os fatores que poderiam influenciar essa reatividade do
metileno: (i) a facilidade da carbonila na posicdo 2 a ataques nucleofilicos por
conta do efeito eletrénico e de ressonancia; (ii) a forca da base; (iii) as condigbes
reacionais e (iv) os fatores estéricos. Essa reatividade é diminuida na presenca de
grupos doadores de elétrons, enquanto que grupos retiradores de elétrons
causam um aumento na reatividade devido a ampliacdo do carater positivo da
carbonila.

Nas posi¢cdes N-1 e N-3 sdo possiveis obter imidazolidinas substituidas,
porém com certas limitacdes. Entretanto, Pinner obteve derivados de
imidazolidina-2,4-dionas alquiladas na posi¢cdo N-3 pelo tratamento com haletos
de alquila em solucéo alcalina, onde com o aquecimento da 5-Fenil-imidazolidina-
2,4-diona (a) com um equivalente de iodeto de metila (b) em solucéo de hidroxido
de potassio/metanol (c) o produto formado foi o 3-metil-5-fenil-imidazolidina-2,4-
diona (d) (Esquema 4) (WARE, 1950).
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Esquema 4 - Obtengéo da imidazolidina-2,4-diona substituida na posi¢éo N-3 (d) a partir
da 5-fenil-imidazolidina-2,4-diona (a) na presenca de iodeto de metila (b) em solucéo de
hidréxido/metanol (c).

O\ NH O

b) CHgl;
>:O c) KOH/MeOH >7
NH
@

Fonte: WARE (1950).

Em 1991, Goées et al. sintetizaram a 3-benzil-imidazolidina-2,4-diona (d), a
partir do cloreto de benzila (b) com a imidazoldina-2,4-diona (a) na presenca de

hidréxido de potassio/metanol (c) a quente (Esquema 5).

Esquema 5 - Obtenc¢éo da imidazolidina na posi¢cdo N-3: imidazolidina-2,4-diona (a);
cloreto de benzila (b); solugéo de hidréxido de potassio/metanol (KOH) (c); 3-benzil-

imidazolidina-2,4-diona (d).

0 H 0
N\ cl N\ N
. N < > ¢) KOH/MeOH (
( ae) 4 /ko
N |
,L (b) H

(d)
(@)

Fonte: GOES et al. (1991).

Como atomo de hidrogénio na posicdo N-1 ndo € acido o suficiente para
permitir reacbes diretas de N-alquilagdo, as imidazolidinas N-alquiladas na
posi¢cdo N-1 foram obtidas a partir da ciclizagdo de reagentes j& substituidos nesta

posicdo. Baumann e Hoppe-Sevler, em 1874, sintetizaram 1-metil-imidazolidina-
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2,4-diona pela reacdo da sarcosina com cianato de potassio na presenca de acido

cloridrico (Esquema 6) (WARE, 1950).

Esquema 6 - Obtencdo da imidazolidina-2,4-diona substituida a partir da sarcosina (a)
com cianato de potéassio (b) na presenca de &cido cloridrico (HCI) (c).

!

1 e
NHCHs\AO * KCNO i [ >:°
H N
\

(a) (b) CH,

Fonte: WARE (1950).

Em 1900, Ruhermann e Stapleton (apud JOHNSON e BATES, 1915),
obtiveram a primeira imidazolidina substituida na posicéo 5, através da reacédo do
fenilpropionato de etila com uréia em solucao alcodlica, na presenca de etéxido
de sodio sob aquecimento e obtiveram a 5-benzilideno-imidazolidina-2,4-diona
(Esquema 7).

Esquema 7 - Obtencéo da 5-benzilideno imidazolidina-2,4-diona (d): fenilpropianato de
propila (a); uréia (b); etéxido de sédio/metanol (C,HsONa/MeOH) (c).

0 H
o} o N\ N
OC,Hs L ot uegy A,
*  H,NT NH, A 'f
H
(a) (b) (d)

Fonte: RUHERMANN E STAPLETON (1900).

Em 1911, foi proposto por Wheeler e Hoffman, novo método para a
obtencdo de produtos condensados na posicdo 5 do anel, a partir da

imidazolidina-2-4-diona com aldeidos aromaticos na presenca de acido acétido
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glacial, acetato de sédio e anidrido acético, abrindo assim perspectivas para a

sintese de inumeros derivados (Esquema 8) (WARE, 1950).

Esquema 8 — Obtencéo da 5-benzilideno-imidazolidina-2,4-diona (f): imidazoldina-2,4-
diona (a); benzaldeido substituido (b); acido acético (c); acetato de sédio (d); anidrido

acético (e).
@)
¢) CHsCOOH
K\N—H . d) CH,COONa
N/ R © CH;COOCOCH,
7N
H
O

@ (b)

Fonte: WARE (1950).

3.3.2 Atividades biolégicas das Imidazolidinas

As atividades biolégicas dos nucleos imidazolidinicos sao diversificadas,
tendo sido testadas para avaliar diferentes potenciais terapéuticos, descritos a

seqguir:

» Atividade tripanocida

Caterina et al, em 2008, testaram a atividade in vitro de alguns compostos
imidazolidinicos frente a forma epimastigosta do T. cruzi, o 1,3-di-(4-clorobenzil)-
2-fenil-imidazolidina (Figura 19a), o qual apresentou um resultado de ICso no valor
de 5,5 yM menor que o do nifurtimox que foi de 7,7 yM. Posteriormente, Oliveira
et al, testaram o derivado 3-(2,4-dicloro-benzil)-5-(3,4,5-trimetdxi-benzilideno)-
imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT-221) (Figura 19b), e este apresentou o ICsp 5,0
MM (CATERINA et al., 2008; OLIVEIRA, 2011).
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Figura 19 - 1,3-di-(4-clorobenzil)-2-(3-hidroxifenil)imidazolidina (a); 3-(2,4-dicloro-benzil)-
5-(3,4,5-trimetdxi-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT-221)
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Fonte: CATERINA et al.; OLIVEIRA (2008; 2011).

> Atividade Esquistossomicida
Em 2004, Oliveira et al avaliaram a atividade esquistossomicida do (2)-3-
benzil-5-benzilideno-imidazolidina-2,4-diona com diferentes substituintes na
posicdo para, onde o derivado 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitrobenzilideno)-
imidazolidina-2,4-diona (Figura 20) apresentou melhor atividade in vitro, com
mortalidade de 100 % dos vermes apo6s 15 dias (OLIVEIRA, 2008 b).

» Atividade Antimicrobiana
O composto 3-benzil-5-(4-nitro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona,
sintetizado e avaliado por Goées et al (1991) (Figura 20), apresentou atividade
antifingica, com a melhor acdo observada frente a Candida albicans e
Neurospora crassa; e antibacteriana, frente a Mycobacterium smegmatis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli (GOES, 1991; LIMA et al., 1992), devido
a presenca do grupo nitro considerado parasitoférico.
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Figura 20 - 3- (4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzilideno).
NO,

Cl

Fonte: OLIVEIRA, GOES, LIMA et al., (2008b; 1991; 1992).

» Atividade AntiHIV

Comber et al, em 1992, sintetizaram e testaram novos compostos
derivados das imidazolidina-2,4-dionas para inibir o HIV, tendo como controle
positivo o AZT. O derivado foi o 5,5-bis[(fenilmetil)tio]imidazolidina-2,4-diona
(Figura 21) que serviu como ponto de partida para posterior modificacdo de
estrutura. As modificagcdes foram feitas na posicdo 5 do anel imidazolidinico,
guase todas essas manipulacdes resultaram em perda de atividade e nenhum
composto era muito potente em uma dose ndo tdéxica. Além do 5,5-
bis[(fenilmetil)tio]imidazolidina-2,4-diona, outros trés derivados apresentaram

atividade quando avaliados em outra linha de células (COMBER et al., 1992).

Figura 21 - 5,5-bis[(fenilmetil)tio]imidazolidina-2,4-diona.
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Fonte: COMBER et al. (1992).
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Em 2006 foram sintetizados novos derivados da série que contém 5-

membros imidazolidina-2,4-diona (Figura 22) para inibidores da protease do HIV,

onde algumas apresentaram excelente poténcia contra os dois tipos de virus e

uma estirpe mutante (A17) que é altamente resistente ao lopinavir (FLOSI et al.,
2006).

Figura 22 - Composto que apresentou melhor resultado nos testes, onde: Z=2-MOM-4-
tiazol; A=2-(S)bu; B=2-propil; R;=OCHs;; R,=H.
B
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Fonte: FLOSI et al. (2006)

» Atividade Anticonvulsivante
Sintetizada em 1908 por Biltz, a 5,5-difenil-imidazolidina-2,4-diona (Figura
23) teve sua atividade anticonvulsivante determinada em 1937 por Merrit e
Putnam. Ela atua na limitacdo da deflagracdo repetida de potenciais de acéo
provocada pela despolarizagdo mantida dos neurbnios, através do retardo da
velocidade de recuperacdo dos canais de Na* ativados por voltagem depois da
inativacao destes (GUERREIRO, 2006; HARDMAN et al., 2006).

Figura 23 - Fenitoina: 5-difenil-imidazolidina-2,4-diona.
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H

Fonte: HARDMAN et al. (2006).
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Em 1989, Zejc et al sintetizaram novos compostos derivados da 5-difenil-
imidazolidina-2,4-diona, onde o 1-benzil-5,5-difenil-3-imidazolidin-2,4-diona
(Figura 24) apresentou-se como o0 melhor resultado para efeitos

anticonvulsivantes e antidepressivos (ZEJC et al., 1989).

Figura 24 - 1-Benzil-5,5-difenil-3-imidazolidin-2,4-diona.
(0] H
/
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CH,

Fonte: ZEJC et al. (1989).
Zhu et al, em 2008, também comprovaram que alguns compostos
imidazolidinicos apresentam resultados satisfatorios frente a mesma atividade,

dentre os quais se destacou o 5-ciclopropranospiro-4-fliorfenil-imidazolidina-2,4-
diona (Figura 25) (ZHU et al., 2008).

Figura 25 - 5-ciclopropranospiro-4-flaorfenil-imidazolidina-2,4-diona.

o\%
N NH
IS
o
F

Fonte: ZHU et al. (2008)
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» Atividade Antitumoral

Novos derivados da série imidazolidina-2,4-diona foram sintetizados e
avaliados quanto a sua anti-proliferativa contra o cancer de mama e de pulméao de
células em cultura. Véarios andlogos dos compostos que contém um nucleo N-
benzilindol ligado ao anel imidazolidinico na posicdo 5 apresentaram potencial

atividade anticancerigena (Figura 26) (REDDY et al., 2010).

Figura 26 — Derivados imidazolidinicos com melhor atividade frente as células

cancerigenas de mama e pulméo.

H R2

Ry _CHs; Br
R,: Br; H

Fonte: REDDY et al. (2010).

3.3.3 Contribuicbes Cientificas do Laboratorio de Planejamento e Sintese de
Farmacos (LPSF/UFPE)

No Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF/UFPE) sao
desenvolvidas novas moléculas com o objetivo de se tornarem, em sua maioria,
candidatas a farmacos através da pesquisa no campo da Quimica Medicinal.

Assim, ha alguns trabalhos publicados na literatura das imidazolidinas frente ao T.
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cruzi, além de uma patente, intensificando ainda mais a importancia desse grupo
farmacoforico de grande aplicabilidade biolégica e da seriedade do LPSF.

Em 2010, Gomes avaliou a atividade in vitro de alguns derivados
imidazolidinicos, dentre os quais o 3-(4-clorofenacil)-5-(4-metoxibenzilideno)-2-
tioxo-imidazolidin-4-ona (LPSF/NN-25) (Figura 27) apresentou uma maior
citotoxicidade, no valor de 50ug/mL, quando comparado com o farmaco

benzonidazol.

Figura 27 - 3-(4-clorofenacil)-5-(4-metoxibenzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-diona.

o
O\\ /70 Cl
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Fonte: GOMES (2010).

Posteriormente, Gomes et al (2012) avaliaram dois novos compostos frente
a atividade tripanocida, 3-(4-Bromo-benzil)-5-(1-H-Indol-3-il-metileno)-2-tioxo-
imidazolidina-4-ona (LPSF/NN-52) (Figura 28a) e 5-(1-H-Indol-3-il-metileno)-3-(4-
nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidina-4-ona (LPSF/NN-100) (Figura 28b), no presente
estudo, investigou-se as alteracbes morfologicas induzidas dos derivados
imidazolidinicos sobre formas tripomastigotas de T. cruzi através de analise ultra-
estrutural por microscopia eletrénica. Os resultados indicam que o efeito da o
tratamento com derivados de imidazolidina esta associado disfun¢gdo mitocondrial,
levando a morte do parasita.

O mecanismo de acdo do derivado LPSF/NN-100 em T. cruzi pode ser
semelhante ao nifurtimox, envolvendo a geracéo de radicais nitro e a producéo de
anion superoxido e de peroxido de hidrogénio (MAYA et al. 2007). No entanto, os

derivados apresentaram uma bioatividade relevante contra as formas
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tripomastigotas sem causar grandes danos a esplendcitos de camundongos.
Assim, é possivel que estes novos derivados imidazolidinicos sejam futuros

candidatos como farmaco anti T. cruzi (GOMES et al, 2012).

Figura 28 - 3-(4-Bromobenzil)-5-(1-H-indol-3-il-metileno)-2-tioxo-imidazolidina-4-ona
(LPSF/NN-52) (a); 5-(1-H-indol-3-il-metileno)-3-(4-nitrobenzil)-2-tioxo-imidazolidina-4-ona
(LPSF/NN-100) (b).

/ NH
0] / NH
N ANIVAR -
N NH N NH
N
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Fonte: GOMES et al. (2012).

O composto 0 3-(4-Nitro-benzil)-5-(4-nitro-benzilideno)-2-tioxo-
imidazolidina-4-ona (LPSF/NN-97) (Figura 29a) na concentragdo maior que 1
pHg/mL apresentou inibicdo no valor de 29%, muito maior que o LPSF/NN-100 na
mesma concentracdo que foi de 0.49%. Ja o composto 3-(4-Bromo-benzil)-5-(5-
bromo-2-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona  (LPSF/NN-79)  (Figura

29b) ndo apresentou inibicdo numa concentragcdo maior que 100 pg/mL.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Reagentes e solventes utilizados

Os seguintes reagentes e solventes foram utilizados para obtencdo dos
compostos: cloreto de 3-cloro-benzil, cloreto de 2-bromo-benzil, cloreto de 3-
bromo-benzil, 2-bromo-benzaldeido, 2-flior-benzaldeido, 4-bromo-benzaldeido, 3-
cloro-benzaldeido, 2,4-dicloro-benzaldeido, 2,4,6-Trimetdxi-benzaldeido
morfolina, metéxido de sodio, etanol absoluto, acetato de etila, n-hexano,
dimetilformamida (DMF). Para todas as sinteses ndo foi realizado nenhum
procedimento prévio de purificacdo dos reagentes, todos sdo de procedéncia da

Sigma-Aldrich, Vetec ou Acros, obedecendo as especificacfes para PA ou PS.

4.1.2 Equipamentos utilizados

Para elucidacdo estrutural dos compostos sintetizados utilizamos, na
espectrofotometria de absorcdo no infravermelho (IV), espectrofotometro FTIR
Bruker, modelo IFS66, em pastilhas de KBr de 1 % e 2 %, com bandas de
absorcdo expressas em cm™. Os espectros de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN'H) foram realizados em espectrofotdmetro Varian, modelo Unity
plus-300 e Varian (Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental
da UFPE).

A cromatografia em camada delgada foi realizada em placas de silica gel
60 F254 Merck, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254 ou

366 nm) ou através de vapores de iodo. Na cromatografia em coluna sob pressao,
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a silica gel 60 Merck (230-400 Mesh) foi utilizada como adsorvente. Os pontos de

fusdo (PF) foram determinados em aparelho Quimis, modelo Q.340.

4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS — PARTE QUIMICA

As sinteses dos derivados imidazolidinicos foram realizadas de acordo com
a via linear, onde o intermediario obtido reagiu posteriormente com benzaldeido,
permitindo assim a sintese dos novos derivados imidazolidinicos substituidos nas

posicoes 3 e 5 (Esquema 9).

Esquema 9 — Sintese de obtenc¢do dos derivados imidazolidinicos 3,5-dissubstituidos

Q H
et
N/k\o @—CHZCI
o)
o : \

R3

Ry = 3-Cl; 2-Br; 3-Br

R, = 2-Br, 2-F, 4-Br, 3-Cl, 2,4-Cl, 2,4,6-OCH3



Sintese, elucidacdo estrutural e avaliacéo tripanocida de novos derivados | 53
imidazolidinicos 3,5-dissubstituidos
CRUZ, Michele France Paula da

4.2.1 Sintese dos derivados 3-benzil-imidazolidina-2,4-dionas (LPSF-PT)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionadas quantidades
equimolares de imidazolidina-2,4-diona, haletos de benzila e hidréxido de sodio,
NaOH, em presenca de metanol, CH3OH. O sistema foi aquecido a 60°C, durante
3 dias levando a formacao da 3-(3-cloro-benzil)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT-
34), 3-(2-bromo-benzil)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT-80), 3-(3-bromo-benzil)-
imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT-98) (Esquema 10).

Esquema 10 - Obtencao dos derivados 3-benzil-imidazolidina-2,4-diona (LPSF-PT).

0 &
0 H
” m——
( )%O * QCHZCI a) NaOH/CH,OH; N —0
l‘\l R; b) 60°C ‘

H , H.
Haleto de benzila ‘ 3-Cl: (LPSF/PT-34);
R4 < 2-Br: (LPSF/PT- 80);

{ 3-Br: (LPSF/PT-98)

4.2.2 Sintese das 5-benzilideno-3-benzil-imidazolidina-2,4-dionas (LPSF-PT)

Quantidades equimolares da 3-benzil-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT) e
benzaldeidos substituidos dissolvidos em etanol, em presenca de 350 pL
morfolina como catalisador, foi aquecida durante 4 horas, sob refluxo (Esquema

11). O produto obtido foi filtrado ainda quente e lavado com agua destilada.
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Esquema 11 - Obtencao dos derivados 5-benzilideno-3-benzil-imidazolidina-2,4-diona
(LPSF-PT)

(0]
Non
\\ a) etanol;
b) mon‘ollna( 350 L) / §O
110 °C r‘\l
R3 H

H r 2-Br: (LPSF/PT-139);
Benzaldeidos substituidos ‘ 2-F: (LPSF/PT- 145);
R, ¢ 4Br: (LPSF/PT-151)
2 | 3-Cl: (LPSF/PT-152);
{ 2,4-Cl: (LPSF/PT-167);
2,4,6-OCHa: (LPSF/PT-214)

4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS — PARTE BIOLOGICA

Com o intuito de avaliar a acado dos derivados imidazolidinicos contra as
formas tripomastigotas e epimastigotas de Trypanosoma cruzi, foram realizados
0s ensaios de citotoxicidade e atividade antiparasitaria. Para a realizacdo desses
testes utilizou-se pool de pelo menos 5 camundongos isogénicos, machos BALB/c
(6 a 8 semanas de idade) que foram criados no biotério da Funda¢do Oswaldo
Cruz (Rio de Janeiro, Brasil) e mantidos no Biotério do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes da Fundacdo Oswaldo Cruz, em Recife, Brasil Todos os
camundongos foram eutanasiados e tratados com a Comissdo de Experiéncias
com Animais de Laboratorio (Ministério da Saude, Brasil, 0266/05) da Fundagéo

Oswaldo Cruz.
4.3.1 Obtencéo de células esplénicas

A obtencdo das células esplénicas se deu de acordo com Pereira e
colaboradores (2004). Apés a eutanasia do animal em camera de CO,, o baco de
cada camundongo foi removido em condi¢cbes assépticas e colocado em tubo

Falcon contendo meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 sem soro
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fetal bovino (SBF) (incompleto). No fluxo vertical, cada bacgo foi transferido para
placa de Petri onde foi macerado. As suspensfes celulares obtidas foram
transferidas para tubos Falcon contendo aproximadamente 10 mL de meio RPMI
1640 incompleto por baco, centrifugadas a 4°C, 200 x g durante 5 minutos. Apds
descarte do sobrenadante, adiciona-se solu¢do para lise de hemacias. O
sobrenadante, sem conter os debris celulares, foi coletado e centrifugado a 4°C,
200 x g durante 5 minutos. O sedimento (contendo as células) foi ressuspendido
em meio RPMI 1640 completo. Uma aliquota de cada suspensado celular foi
separada. Em seguida, diluida em azul de trypan para ser quantificada em

camara de Neubauer, assim como verificar a viabilidade celular.

4.3.2 Avaliacao da Citotoxicidade dos Compostos em Células de Camundongos

Isogénicos

Células esplénicas (6 x 10°células/poco), obtidas de acordo com o item
anterior, foram cultivadas em placas de 96 pocos de fundo plano, contendo meio
de cultura RPMI 1640 completo. Para o ensaio de citotoxicidade, as células foram
incubadas com os compostos em seis concentragdes (100, 50, 25, 10, 5 e 1
ug/ml) e de timidina tritiada (1 pCi/pogo) durante 24 h em estufa de CO, (5 %) a
37°C. Para o controle foram utilizadas células tratadas com saponina (0,05 %),
células tratadas com DMSO (1 %) e sem tratamento, sendo adicionada a todos os
controles timidina tritiada (1 pCi/poco). Cada composto foi testado em duplicata.
Apds 24 h de incubacdo, as células foram coletadas em papel de fibra de vidro e,
posteriormente, a captacdo de timidina tritiada foi determinada através do
contador beta de cintilagdo (B-matrix 9600, Packard). O percentual de
citotoxicidade foi determinado comparando-se a percentagem de incorporacéo de
timidina tritiada ([*H]TdR) nos pocos com as moléculas em relagdo aos pogos nao
tratados. As concentragdes atoxicas foram definidas como aquelas que causaram

uma reducgédo de 3H-timidina abaixo de 30% em relag&o aos controles.
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4.3.3 Avaliacdo da Atividade Tripanocida

Para determinar o efeito anti-proliferativo ou a ICs, para formas
epimastigotas de T. cruzi (cepa Y), foram cultivados a 26°C em meio LIT (Liver
Infusion Tryptose) suplementado com 10 % de SBF (Soro fetal bovino), 1 %
hemina. Os parasitos (10%/ml) cresceram em culturas axénicas, na fase log de
crescimento. Para determinar o ICsp, culturas de epimastigotas, na presenca de
diferentes concentracdes dos compostos foram avaliadas apés 11 dias. Formas
tripomastigotas de T. cruzi (Cepa Y) foram obtidas de sobrenadantes de cultura
de linhagem de células Vero a 37 °C e colocadas em placas de 96 pocos (4 x 10°)
em meio RPMI 1640 completo. Apds 24 h e 11 dias, parasitos viaveis foram
contados em camera de neubauer. A porcentagem de inibicdo foi calculada em
relagdo as culturas ndo tratadas. O célculo da ICsy foi determinado através de

regressao linear simples utilizando o software Prisma 4 Graphpad.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A obtencdo dos produtos LPSF/PT foi realizada através de duas etapas
reacionais, a primeira ocorreu a obtencdo dos compostos intermediarios
derivados da imidazolina-2,4-diona por meio de uma N-alquilacédo; a segunda, &
seguida de uma condensacao na posicéo 5 do anel imidazolidinico.

Foram  obitdos seis compostos:  3-(2-bromo-benzil)-5-(2-bromo-
benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT-139); 3-(2-bromo-benzil)-5-(2-fluor-
benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT-145); 3-(3-cloro-benzil)-5-(4-
bromo-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT-151); 3-(3-cloro-benzil)-5-
(3-cloro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT-152); 3-(3-cloro-benzil)-5-
(2,4-dicloro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT-167);3-(3-bromo-
benzil)-5-(2,4,6-trimetoxi-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT-214). A

seguir, os dados fisicos-quimicos e espectroscopicos dos compostos:

3-(2-bromo-benzil)-5-(2-bromo-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona
(LPSF/PT-139)

Br

o) CH,

NN
H\C/I%O

N
Br H

C17H12N302Br;, M.M. 435,8 g/mol, sdlido branco, P.F.: 220 °C; Rf. 0,58 n-
hex/AcOEt 7:3, Rd: 74,39 %. IV (KBr 1 %,000cm™) NH: 3212, C=0: 1766 e 1726,
C=C: 1663, RMN *H (300 MHz, DMSO-ds): 3 = 11.08 (s, 1H, NH), 7.73 (t, 1H,
ArH, J = 8.2 Hz), 7.66 (d, 1H, ArH, J = 8 Hz), 7.45 (t, 1H, ArH, J = 7.6 Hz), 7.37 (t,
1H, ArH, J =7.6 Hz), 7.29 (t, 1H, ArH, J = 8.4 Hz), 7.26 (d, 1H, ArH, J = 7.99 Hz),
7.24 (d, 1H, ArH, J = 8 Hz), 7.21 (d, 1H, ArH, J = 7.99 Hz), 6.67 (s, 1H, -CH=),
4.71 (s, 2H, NCH,-). RMN *3C (75 MHz, DMSO): & = 163.6; 154.7; 134.6; 132.8;
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132.6; 132.3; 130.38; 130.30; 129.4; 128.7; 128.1; 128.00; 128.00; 124.1; 121.6;

107.3; 41.8.

3-(2-bromo-benzil)-5-(2-fluor-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona
(LPSF/PT-145)

Br

o) CH,

NN
H\C/I%O

N
F H

C17H12N302FBr, M.M. 374,9 g/mol, sélido branco, P.F.: 203 °C; Rf: 0,58 n-
hex/AcOEt 7:3, Rd. 75,82 %. IV (KBr 1 %,Dmmcm'l): NH: 3213, C=0: 1770 e
1720, C=C: 1665. RMN *H (300 MHz, DMSO-d¢): 5 = 10,94 (s, 1H, NH), 7.74 (t,
1H, ArH, J = 7.6 Hz), 7.53 (d, 1H, ArH, J = 8.39 Hz), 7.54 (d, 1H, ArH, J = 7.53
Hz), 7.40 (t, 1H, ArH, J = 7.40 Hz), 7.28-7.23 (m, 4H, ArH), 6,57 (s, 1H, =CH), 4,64
(s, 2H, NCH,) RMN *3C (75 MHz, DMSO): & = 163,7, 161.1, 158.6, 154.6, 135.7,
115.4, 124.9, 100.8, 40.8.

3-(3-cloro-benzil)-5-(4-bromo-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona

(LPSF/PT-151)

Cl

Br
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C17H12N20,CIBr, M.M. 391 g/mol, sélido branco, P.F.: 207 °C, R.f.: 0,6 n-hex/

AcOEt 7:3, Rd. 47,45 %. IV (KBr 1 %,DDDle): NH: 3312, C=0: 1768 e 1711 ,

C=C: 1658.RMN *H (300 MHz, CDCls): & = 11.02 (s, 1H, NH), 7.56 (d, 2H, ArH, J

= 8.39 Hz), 7.42 (d, 2H, ArH, J = 8,3 Hz), 7.25-7.3 (m, 3H, ArH), 7.30 (s, 1H, ArH),

6,67 (s, 1H, =CH), 4,74 (s, 2H, NCH,). RMN *3C (75 MHz, DMSO): 5 = 163.8,

154.8, 138.8, 133.1, 132.0, 131.6, 131.4, 130.5, 127.5, 127.3, 127.1, 126.0, 121.9,
108.7, 41,8.

3-(3-cloro-benzil)-5-(3-cloro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona
(LPSF/PT-152)
Cl

o) CH,
by
H >§
\C/ N (0]
H

Cl

C17H12N20.Cl, M.M. 346 g/mol; sélido branco, P.F.: 218 °C; R.f.: 0,62 n-hex/
AcOEt 7:3, Rd. 51,85 %. IV (KBr 1 %,Dmmcm'l): NH: 3240, C=0: 1769 e 1712,
C=C: 1660. RMN *H (300 MHz, CDCls): 5 = 8.09 (s, 1H, NH), 6.68 (s, 1H, =CH),
4.75 (s, 2H, NCHy), 7.41 (s, 1H, ArH), 7.22-7.38 (m, 6H, ArH), 7.35 (d, 1H, ArH, J
= 7.59 Hz), 7.25 (s, 1H, ArH). RMN **C (75 MHz, DMSO): & = 166.8, 163.8,
154.7, 138.8, 134.8, 133.6, 133.1, 130.5, 130.4, 128.7, 128.3, 128.2, 127.5, 127.3,
126.1, 108.3, 41,7.
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3-(3-cloro-benzil)-5-(2,4-dicloro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona
(LPSF/PT-167)

Cl

N
Cl H

Cl

C17H11N20,Cl3, M.M. 380,5 g/mol, solido branco; P.F.: 147 °C, R.f.: 0,76 n-hex/
AcOEt 7:3, Rd: 64,87%. IV (v cm™ KBr): NH: 3213, C=0: 1765 e 1729, C=C 1673.
RMN *H (300 MHz, CDCls): 8 = 8.5 (s, 1H, NH), 7.494 (s, 1H, ArH), 7.49 (s, 1H,
ArH), 7.41-7.39 (m, 3H, ArH), 7,26 (d, 1H, ArH, J = 6.79 Hz), 6.93 (s, 1H, =CH),
4.72 (s, 2H, NCHy). RMN *3C (75 MHz, DMSO): & = 162.7, 154.9, 137.3, 135.5,
135.4, 134.7, 130.3, 130.0, 129.96, 129.7, 128.6, 128.4, 127.9, 127.6, 126.7,
107.5, 41.9.

3-(3-bromo-benzil)-5-(2,4,6-trimetéxi-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona

(LPSF/PT-214)
Br

o) CH,

NN
H\C/I%O

N
H3CO H

OCH,

H,CO
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C20H19N205Br; MM= 447 g/mol; P.F.: 120 °C; R.f.: 0,54 n-hex/AcOEt 7:3. Rd.: 98

%. IV (v cm™ KBr): NH: 3224, C=0: 1757, C=0: 1714, C=C 1669. RMN H (300

MHz, CDCls): 6.16 (s, 1H, =CH), 4.71 (s, 2H, NCHy), 7,58 (s, 2H, ArH), 7,00 (s,

1H, ArH), 7,18 (t, 1H, ArH, J=7,79 Hz), 7,35-7,42 (dd, 2H, ArH, J=8,0 Hz), 3,85 (s,

3H, -CHa), 3,88 (s, 6H, -CHs). RMN **C (75 MHz, DMSO): 5 = 162.8, 159.2, 153.1,

138.3, 131.5, 130.9, 130.1, 127.2, 124.3, 122.5, 104.6, 104.4, 91.2, 56.2, 55.4,
41.4.

5.1 Mecanismo reacional dos derivados 3-benzil-imidazolidina-2,4-dionas (LPSF-
PT)

A obtencdo dos derivados 3-benzil-imidazolidina-2,4-diona inicia-se com a
remocdo do atomo de hidrogénio da imidazolidina, na posi¢cdo 3, em solugéo
metandlica. Este hidrogénio apresenta um carater acido que favorece a sua
retirada pela acéo da base, NaOH, fomando um composto intermediario (sal), que
por sua vez é tratado com o cloreto de benzila substituido, havendo, assim, a

formacéo do composto LPSF-PT (Esquema 12).

Esquema 12 - Mecanismo reacional de N-alquila¢éo.
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5.1.2 Mecanismo reacional das 5-benzilideno-3-benzil-imidazolidina-2,4-dionas

(LPSF-PT)

O mecanismo reacional para a o obtencdo dos compostos finais baseia-se
em uma reacao de condensacéo de Knoevenagel. A formacao dos produtos finais
inicia-se com a remoc¢ao do proton (H) &cido do carbono 5 da imidazolidina pela
morfolina que atua como base. Em seguida, o carbanion formado ataca o carbono
do aldeido, que possui carga parcial positiva, conduzindo, através de uma reacao
intramolecular, a formacdo do derivado imidazolidinicos 3,5-dissubstituidos

(Esquema 13).

Esquema 13 - Mecanismo reacional da condensacdo de Knoevenagel aos derivados

imidazolidinicos 3,5-dissubstituidos.
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5.1.3 Caracterizagdo estrutural dos compostos imidazolidinicos

Os espectros de RMN *'H dos derivados imidazolidinicos 3,5-

dissubstituidos apresentam sinais caracteristicos do préton presente no nucleo
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imidazolidinico (NH), evidenciado como um singleto na regido de 8 a 11 ppm. Os

singletos encontrados nas faixas de deslocamento entre 6,16 — 6,93 e 4,71 — 4,75

ppm, sdo caracteristicos do =CH e CH,, respectivamente. Em todos os espectros

analisados observaram-se sinais de singleto (s), dubleto (d), tripleto (t), duplo

dubleto (dd) e multipleto (m) na regido caracteristica de grupamentos aromaticos
(7,1-7,7 ppm).

A figura 29 mostra o espectro do composto LPSF-PT 152, onde observa
um singleto na regido de 6 4,75 ppm referente aos hidrogénios do metileno (-CH,-
); na regido de & 6,68 ppm corresponde ao singleto do metino (-CH=); na regido
de & 8,09 ppm observa-se um singleto referente ao hidrogénio ligado ao
nitrogénio (NH), em torno de na regido que varia de & 7,22 a 7,38 ppm os sinais
sad referentes aos hidrogénios aromaticos. Os resultados estdo em concordancia

com a estrutura proposta para o composto.

Figura 29 — Espectro de RMN *H do LPSF/PT-152
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Os deslocamentos dos carbonos parcialmente positivos das carbonilas do

anel imidazolidinico sdo evidenciados nos sinais entre 153 e 154 ppm e entre 163

a 164 ppm. Os deslocamentos dos carbonos aromaticos variam entre 115 e 130
ppm, devido a natureza dos substituintes aos quais estes encontram-se ligados.

O espectro de RMN *C (Figura 30) apresenta sinais na regido préxima a d

41.8 ppm referente ao carbonos do metileno, em & 108.3 ppm o sinal

corresponde ao carbono do metino, os sinais referente as carbonilas do carbono 2

e 4, respectivamente, encontram-se nas regides & 163.8 e 166.8 ppm, os demais

sinais sao representados nas regides de 138.8 a 126.1 ppm.

Figura 30 — Espectro de RMN **C do LPSF/PT-152
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A espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada como ferramenta
adjunta na caracterizacdo dos compostos sintetizados, por meio de grupos
funcionais. Esses grupos originam bandas que ocorrem sempre na mesma regiao

do espectro, independente da molécula em questdo. Os derivados
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imidazolidinicos apresentam bandas vibracionais caracteristicas dos grupos
funcionais N-H (3240 cm™) e C=0 (1769 e 1712 cm™) além do sinal caracteristico

a funcionalidade C=C (1660 cm™) (Figura 31).

Figura 31 — Espectro de Infravermelho do LPSF/PT-152
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5.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS DERIVADOS
IMIDAZOLIDINICOS

Os seis compostos sintetizados foram avaliados contra as formas
epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi (cepas y) e o0s resultados foram
expressos atraves dos valores de ICsp (Ug/mL). A citotoxicidade foi expressa como
a maior concentragdo atoxica testada em esplendcitos de camundongos BALB/c.

Os farmacos utilizados como padrao foram o benzonidazol e nifurtimox.



Os resultados da tabela 1 demonstram que entre oS seis compostos
testados in vitro, cinco apresentaram 0 mesmo valor para a citotoxicidade

>100pg/ml, com excecdo do derivado LPSF/PT-214, com maior concentragdo
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atoxica de 10ug/mL.

Tabela 1: Efeitos in vitro dos derivados imidazolidinicos (LPSF/PT) Trypanosoma cruzi

cepaY e Dm28c

Cédigo

Tripomastigota (24h)
ICs0 (Hg/mL)

Epimastigota (11 dias)
ICs0 (Hg/mL)

Citotoxicidade

LPSF/PT-139 10.11 25.36 >100
LPSF/PT-145 21.71 2.11 >100
LPSF/PT-151 20.05 32.59 >100
LPSF/PT-152 1.26 27.24 >100
LPSF/PT-167 7.0 21.15 >100
LPSF/PT-214 7.3 2.89 10
Benzonidazol 1,63 12,7 25
Nifurtimox 0,79 1,64 1

O derivado LPSF/PT-152 foi o que apresentou melhor atividade anti-T.
cruzi nas suas concentragfes atoxicas, com a ICso de 1.26 pg/mL para a forma
tripomastigota quando comparada com o benzonidazol 1,63 pg/mL. Este possui
em sua estrutura o radical 3-cloro no anel benzilico semelhante ao substituinte (4-
cloro) utilizado por Caterina et al. (2008) (Figura 32), logo, sugere-se que a

presenca e posicdo desse grupo é um dos fatores que favorece o aumento na

atividade tripanocida.
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Figura 32 - 3-(3-cloro-benzil)-5-(3-cloro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT-
152)(a); 1,3-Di-(4-clorobenzil)-2-fenilimidazolidina (b).
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Para as formas epimastigotas, os compostos LPSF/PT-145 e LPSF/PT-
214, apresentaram um percentual de inibicdo nos valores de 2.11 pug/mL e 2.89
pMg/mL respectivamente, menor que o benzonidazol 12,7 pg/mL. O derivado
LPSF/PT 214 (Figura 33 a) apresenta o anel benzilidénico trissubstituido pelo
radical metdéxi semelhante aos 3-(4-nitro-benzil)-5-(3,4,5-metoxi-benzilideno)-
imidazolidina-2,4-diona (LPSF/SF-17) (BARBOSA, 2010) e 3-(2,4-dicloro-benzil)-
5-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT-221) (OLIVEIRA,
2011) (Figura 33 b) onde também foram observados um percentual de inibicao
consideravel, diante desses resultados sugere que esses compostos sofrem uma
influéncia na atividade tripanocida, devido ao grupamento metoxi. Porém, o
derivado LPSF-214 apresentou o maior valor de citotoxicidade, 10 pg/mL,

enquanto os outros derivados apresentaram valores superiores a 100 pg/mL.
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Figura 33 - 3-(3-bromo-benzil)-5-(2,4,6-trimetoxi-benzilideno)-imidazolidina-2,4-
diona (LPSF/PT-214) (a); -(4-nitro-benzil)-5-(3,4,5-metoxi-benzilideno)-imidazolidina-2,4-
diona (LPSF/SF-17) (b); 3-(2,4-dicloro-benzil)-5-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-
imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT-221) (c)
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Foram sintetizados seis novos derivados imidazolidinicos da série 3-benzil-
5-benzilideno-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT), os quais foram caracterizados
por suas propriedades fisico-quimicas, métodos espectroscépicos (IV e RMN H,
C13);

Diante dos dados obtidos tais compostos foram analisados frente a
atividade anti-T. cruzi (cepa Y), onde, o derivado LPSF/PT-152 obteve o melhor
resultado frente as tripomastigotas, ICso de 1.26 pug/mL quando comparado com o
benzonidazol 1.63 pg/mL,;

Os derivados LPSF/PT-145 e LPSF/PT-214 apresentaram os melhores
resultados frente as epimastigotas, 1Csp de 2.11 pg/mL e 2.89 pg/mL;

Entre os compostos testados in vitro, cinco apresentaram o mesmo valor
para a citotoxicidade >100ug/ml, com excecdo do derivado LPSF/PT-214, com

maior concentracdo atéxica de 10ug/mL;
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v" Sintetizar novos derivados imidazolidinicos;

v’ Estudar in vitro em sobrenadantes de cultura o potencial efeito
imunomodulador do composto LPSF/PT-152 através da quantificacdo da
producdo de IFN-[J, IL-10 e Oxido Nitrico;

v' Avaliar por citometria de fluxo a possivel participacdo dos compostos
LPSF/PT-145, LPSF/PT-152 e LPSF/PT-214 na inducdo de apoptose,

apoptose tardia e necrose em esplendcitos de camundongos BALB/
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