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RESUMO

A esquistossomose, helmintiase largamente disseminada em todo o mundo, é
causada por espécies do género Schistosoma. Segundo relatos da WHO, cerca
de 200.000 pessoas morrem anualmente vitimas desta parasitose. A quimioterapia
representa atualmente o maior instrumento para seu controle. Devido a ocorréncia
de isolados de Schistosoma mansoni resistentes ao unico farmaco disponivel, o
praziquantel, o objetivo desse trabalho foi a busca de novos candidatos a
farmacos esquistossomicidas através da sintese de novas 1-metil-2-tioxo-
imidazolidin-4-onas: 3-benzil-5-(3-flior-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-
ona (JT-53), 3-benzil-1-metil-5-(4-metil-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-
63), 3-benzil-1-metil-5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-68), 3-
(4-cloro-benzil)-1-metil-5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-69)
e 3-bifenil-4-iimetil-1-metil-5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-
72) e também a avaliacdo da susceptibilidade in vitro do S. mansoni. Os
compostos foram obtidos pela reacdo da 1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona com os
ésteres de Cope em presenca de piperidina, conduzindo aos derivados 5-
benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-onas (HT). Estes reagiram com brometo
de benzila substituido ou ndo, levando aos derivados imidazolidinicos (JT), os
quais foram devidamente caracterizados por métodos convencionais de analise.
Vermes adultos de S. mansoni mantidos em placas contendo meio de cultura
apropriado foram submetidos as novas imidazolidinas nas concentragdes de 80,5;
161,0; 322,0 e 644,0 uM. A viabilidade dos vermes foi observada a cada 24 horas
durante 8 dias, em microscopio invertido. Os resultados obtidos demonstraram
que os parasitas foram sensiveis as substancias nas concentragdes indicadas,
apresentando, além de elevados indices de mortalidade, modificacbes da
atividade motora e alteragdes significativas no tegumento, ocasionando perda de
sua integridade. Os resultados indicaram que as novas 1-metil-2-tioxo-
imidazolidin-4-onas provocaram efeitos biolégicos deletérios e irreversiveis em
vermes adultos de S. mansoni e que a resposta biolégica segue uma relagao

dose-dependente.
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ABSTRACT

The Schistosomiasis, infection broadly disseminated all over the world, is caused
by species of the genus Schistosoma. According to reports of WHO, about 200.000
people die annually victims of this parasitiasis. The chemotherapy represents the
principal instrument now for her control. Due the occurrence of Schistosoma
mansoni isolated resistant to the only available drug, praziquantel, the objective of
that work was the research of new candidate schistosoma drug. for this reason, it
was synthesized new 1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-ones: 3-benzyl-5-(3-fluoro-
benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-one (JT-53), 3-benzyl-1-methyl-5-(4-
methyl-benzylidene)-2-thioxo-imidazolidin-4-one (JT-63), 3-benzyl-5-(4-methoxy-
benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-one (JT-68), 3-(4-chloro-benzyl)-5-
(4-methoxy-benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-one  (JT-69), and 3-
biphenyl-4-yImethyl-5-(4-methoxy-benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-

one (JT-72) and evaluated the susceptibility in vitro of S. mansoni. The compounds
had been gotten by the reaction of 1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-one with esters
of Cope in piperidine, leading to the derivatives 5-benzylidene-1-methyl-2-thioxo-
imidazolidin-4-one (HT). These had reacted with bromide of benzyl substituted or
not, leading to the imidazolidines derivatives (JT) and characterized by
conventional methods of analysis. Adult worms of S. mansoni maintained in dishes
containing appropriate culture medium were submitted of the new imidazolidines at
concentration of 80.5, 161.0, 322.0, and 644.0 uM. The effect on the viability of
worms was observed every 24 hours for 8 days in inverted microscope. The results
obtained demonstrate that the parasites are sensitive to the drugs at related
concentration, presenting, besides high mortality rate, modifications of the motor
activity and significant alterations in the tegument, causing loss of your integrity.
Our results indicate that the new 1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-ones provoked
deleterious and irreversible biological effects in adult worms of S. mansoni and that

the biological effects follow a dose-dependent relationship.
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INTRODUCAO
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INTRODUCAO

Desde os tempos remotos, o0 homem busca a cura para os diversos males,
cujo tratamento acompanhou a evolugao humana, podendo ser dividida em quatro
fases principais: 0 uso de produtos oriundos da natureza, o isolamento de
compostos organicos, a alteragdo molecular dos compostos organicos isolados
para obtencdo de medicamentos sintéticos e a obtencdo de medicamentos por
planejamento racional (MONTANARI, 1995). Atualmente, 85 % dos farmacos
utilizados na terapéutica sdo de origem sintética, encontrando-se fora deste
percentual os semi-sintéticos, ou seja, farmacos obtidos a partir de fontes naturais,

mas que sofreram alteragdes na molécula original (BARREIRO e FRAGA, 2001).

A esquistossomose, doenca que apresenta 200 milhdes de pessoas
infectadas no mundo, apresenta um unico farmaco de escolha recomendado pela
Organizagdo Mundial de Saude para o tratamento de todas as espécies de
schistosomas que infectam o homem, o praziquantel (WHO, 2003). Este fato
reflete o0 ponorama atual em que apenas 10 % dos gastos mundiais com pesquisa
em saude vao para doengas que representam 90 % das enfermidades registradas
no mundo, os impactos socioeconémicos das doencas parasitarias nos paises em
desenvolvimento exigem que medidas sérias e continuadas sejam implementadas

para o seu controle (CHAMPEY, 2003. In: Noticias MSF, 2003).
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O praziquantel € um farmaco seguro e eficaz quando administrado em dose
oral unica ou fracionadas no mesmo dia, propriedade que torna o uso clinico do
praziquantel adequado, principalmente para a quimioterapia de populagdes

(HARDMAN et al., 2003; WHO, 2004).

Embora nao constando na lista dos farmacos de primeira escolha
recomendados pela Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2003), a oxamniquina
€ eficaz para tratamento das infecgcdes pelo S. mansoni e o metrifonato tem sido
usado com consideravel sucesso no tratamento das infecgdes pelo S.
haematobium, mas nao é eficaz para o S. mansoni e o S. japonicum (HARDMAN
et al., 2003). Todavia ha relatos de cepas resistentes a estes farmacos, seja
experimentalmente (ROGERS e BUEDING, 1971; LIANG et al., 2001), seja em
populagdes (KATZ et al., 1973; CAMPOS et al., 1976; COLES et al.,, 1987;
STELMA et al., 1995; GUISSE et al., 1997; CIOLI 2000), fato de conseqiiéncias
gravissimas que encoraja o desenvolvimento de novas moléculas contra esse
parasita humano, inclusive por ser inadequada a situacdo de existir apenas um
Unico farmaco para tratamento de uma determinada doenga. E vital que
substancias de potencial propriedade esquistossomicida sejam avaliadas para, no
minimo, minimizar o problema da resisténcia, oportunizando tratamentos

alternativos para controle e/ou erradicacido desta parasitose.

Neste contesto, a Quimica Medicinal, area interdisciplinar do conhecimento
cientifico baseada nos principios da Quimica, com aplicagdo para as areas de

Biologia, Medicina e Ciéncias Farmacéuticas, tem por objetivo a invengédo ou a
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descoberta de compostos biologicamente ativos, através da identificagdo, do
desenho estrutural e da sintese, além do estudo das propriedades fisico-quimicas,
do metabolismo, do modo de agao a nivel molecular e da construgcéo de relagdes

entre estrutura quimica e atividade bioldgica.

O presente trabalho, no ambito da Quimica Medicinal, foi desenvolvido
utilizando abordagem de duas importantes areas do conhecimento: a Quimica
Orgéanica e a Biologia, especificadamente a Parasitologia. A parte quimica
compreendera a sintese, purificagcao, elucidagao estrutural e determinacdo das
caracteristicas fisico-quimicas de cinco novas moléculas da série 3-benzil-5-
benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT). Por sua vez, a bioldégica
consistiu na investigacao da atividade esquistossomicida destas moléculas através

de método experimental in vitro.
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OBJETIVOS

1. Geral

O presente trabalho teve como proposta contribuir, no ambito da Quimica
Medicinal, no desenvolvimento de novas moléculas candidatas a farmacos para

combate da esquistossomose.

2. Especificos

e Sintetizar novos derivados 2-tioxo-imidazolidin-4-onas: 3-benzil-5-(3-fluor-
benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-53), 3-benzil-1-metil-5-
(4-metil-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-63), 3-benzil-1-metil-5-
(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-68), 3-(4-cloro-benzil)-
1-metil-5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-69) e 3-(4-
fenil-benzil)-1-metil-5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-
72);

e Caracterizar  estruturalmente pelos métodos espectroscopicos
convencionais: infravermelho, ressonédncia magnética nuclear de

hidrogénio e espectrometria de massa;

e Avaliar a toxicidade in vitro das novas moléculas imidazolidinicas frente a

vermes adultos de Schistosoma mansoni (Cepa BH — Belo Horizonte).

PITTA, M. G. R.



31

CAPITULO 1

PITTA, M. G. R.



32

CAPITULO 1

REVISAO DA LITERATURA

1. Esquistossomose

A esquistossomose € causada por helmintos trematédeos do género
Schistosoma que, para o homem, tem como principais agentes etioldgicos as
espécies S. haematobium, S. japonicum, S. mekongi, S. intercalatum e S.
mansoni. O S. haematobium é encontrado em grande parte da Africa
(principalmente Egito), dos Orientes Proximo e Médio. O S. japonicum apresenta
distribuicdo geografica abrangendo a China, Japéao, llhas Filipinas e sudoeste
asiatico. O S. mekongi encontrado no vale do rio Mekong, no Camboja. O S.
intercalatum encontrado no interior da Africa Central. O S. mansoni é a Unica
espécie de interesse médico e sanitario nas Américas, encontrando-se também na
Africa. Os parasitas podem causar infecgdes crénicas por longos periodos em
seus hospedeiros humanos. A gravidade da doenga depende, geralmente, da
carga parasitaria adquirida, da cepa do parasita, da idade, do estado nutricional e
da resposta imunitaria do individuo. Em muitos casos, conduz a um acentuado
déficit organico, que pode resultar em invalidez ou morte (REY, 2001; NEVES et

al., 2003).
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1.1. Distribuicao geografica e dados epidemioldgicos

As esquistossomoses permanecem uma das mais prevalentes infecgdes
parasitarias, apresentando graves consequéncias econdmicas e de saude publica.
Embora a distribuicdo da doenga tenha mudado nos ultimos 50 anos, com projetos
bem sucedidos de controle, no mundo, o numero de pessoas infectadas ou em
situacdo de risco permanece constante (SAVIOLI et al.,, 1997; BLANCHARD,

2004).

Atualmente estima-se uma prevaléncia mundial de cerca de 200 milhdes de
pessoas infectadas, entre as quais 20 milhdes desenvolvem a forma grave da
doenca e outras 600 milhdes se encontram em areas de risco. Apresenta-se como
doencga endémica em 74 paises em desenvolvimento (WHO, 2004) (Figura 1.1),
sendo consideradas um dos mais graves problemas de saude publica, em escala
mundial, e um pesado 6nus para as populagdes das areas endémicas (REY,

2001).
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5. marscni
B 5 inlercalatum

Figura 1.1- Distribuicdo geografica das espécies de schistosoma com importancia epidemiolégica
na medicina humana (Control of Schistosomiasis, WHO Technical Report Series 830, WHO
Geneva 1993: images WHO 92720)

O S. mansoni afeta individuos na Africa, no Leste do Mediterraneo, na
Ameérica do Sul e no Caribe. No Brasil, esta doenca se apresenta em franca
expansdo em consequéncia, principalmente, da migracdo de populagdes das

regides endémicas rurais para areas urbanas, dando um novo tragado aos focos
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da doenca. E encontrada desde o Estado do Rio Grande do Norte até Minas
Gerais, compreendendo os Estados da Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e
Bahia. Focos isolados da doenca ja foram assinalados nos estados acima, fora
das areas de maior prevaléncia, bem como em outros estados, tais como: Para,
Maranhao, Ceara, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Goias, Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul (XIMENES et al., 2000). Estima-se que no Brasil existam 7,07
milhdes de infectados e 35,02 milhdes de individuos em areas de risco

(CHITSULO et al., 2000).

1.2. Fisiopatogenia e controle

1.2.1. Morfologia

Os schistosomas sao helmintos didicos. Os vermes adultos machos de S.
mansoni medem cerca de 1cm de comprimento (0,6 e 1,2 cm) por 0,11 cm de
largura e sua cor é branca. As fémeas tém o corpo cilindrico, mais longo e mais
fino que o macho entre 1,2 e 1,6 cm por 0,016 cm de didmetro (Figura 1.2). Séo
providos de ventosas, principais caracteristicas dos trematdédeos. Na extremidade
anterior se encontra uma ventosa oral, afunilada, e a pequena distancia desta uma
segunda ventosa, pedunculada, a ventosa ventral, também denominada
acetabulo. O aparelho digestivo tem inicio com a ventosa oral através do eséfago.
Na altura do acetabulo, o tubo digestivo se bifurca e, quando alcanga o tergo

médio do corpo, reune-se em um unico ceco (REY, 2001; NEVES et al., 2003).
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Schistosoma mansoni

Female

40pm

Biter Darken

Figura 1.2- Vermes adultos de Schistosoma mansoni (University of Technology Clinical
Parasitology Collection, Dr Peter Darben)

O macho apresenta a porcéo posterior do corpo achatado no sentido dorso-
ventral, o qual se enrola longitudinalmente formando uma fenda, conhecida como
canal ginecoforo, cuja finalidade esta em albergar a fémea e fecunda-la. O
aparelho genital masculino € formado por seis a oito massas testiculares
pequenas, localizadas por tras do acetabulo, unidas por pequenos canais
eferentes, a um canal deferente unico, o qual forma a vesicula seminal, que se
abre no inicio do canal ginecoforo, ndo havendo 6rgao copulador (REY, 2001;

NEVES et al., 2003).

Na metade anterior do corpo, seguindo o acetabulo, dos vermes fémeas

tem-se a vulva, depois o utero e o ovario, na metade posterior se encontra a

glandula vitelogénica e o ceco (MALAGUENO e SANTANA, 1994).
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O revestimento externo dos vermes adultos €& formado por uma
citomembrana que mostra, na microscopia eletronica, possuir sete camadas
(heptalaminar) constituida de pregas ligadas aos canais tubulares, provavelmente
implicadas na absorgao dos nutrientes e, na superficie exterior, apresenta uma
camada polibnica, constituindo o glicocalix, rico em carboidratos. Esse
revestimento encontra-se em continuo processo de renovagao, pois enquanto a
camada superficial se descama, outra nova esta sempre em formacao
internamente (SIMPSON et al.,, 1981). O tegumento exibe grande quantidade de
pequenos tubérculos repletos de espinhos em sua superficie, mais abundante na
superficie dorsal (externa) do segmento posterior. Tais tubérculos estdo ausentes
no canal ginecéforo e também nas fémeas. As fémeas apresentam muitos

espinhos na porgéao posterior final e na porgéao anterior (MILLER et al., 1972).

O processo de sintese e reparo da membrana plasmatica apical, e do
envelope subjacente sao considerados a principal protecdo dos vermes em
resposta aos danos causados pelos componentes imunes do hospedeiro

(CAPRON et al., 1982).

1.2.2. Ciclo bioldgico

O S. mansoni desenvolve um ciclo evolutivo do tipo heteroxénico, com

passagem de formas evolutivas em dois hospedeiros: um definitivo, o homem ou
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alguns vertebrados, onde se processa a reproducdo sexuada, e outro, o
hospedeiro intermediario, moluscos do género Biomphalaria, no qual se observa a
reprodugao assexuada. O meio aquatico € um ambiente obrigatério na evolugao
do parasito e onde sdo encontradas as formas infectantes para ambos os

hospedeiros (figura 1.3) (PESSOA e MARTINS, 1977).

Figura 1.3- Ciclo biolégico dos schistosomas (TDR / Wellcome Trust)

Os hospedeiros intermediarios do S. mansoni sdo moluscos pulmonados de
agua doce, hermafroditas, pertencentes a familia Planorbidae, caracterizada por
ter a concha enrolada em espiral plana e, por essa razao, conhecidos por
planorbideos. Das varias espécies de moluscos Biomphalaria existentes em nosso
meio soO trés sao capazes de se infectarem com o S. mansoni: B. glabrata, B.
straminea e B. tenagophila. Estes planorbideos criam-se e vivem em colegdes
aquaticas onde ha pouca correnteza, alimentando-se da vegetagdo aquatica,

algas e restos de vegetais mortos. A partir de 30 dias de idade, o molusco atinge a
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maturidade sexual e ovipde. Os ovos sdo contidos em massas gelatinosas
denominadas desovas, as quais podem conter até mais de 100 unidades

(MALAGUENO e SANTANA, 1994).

No hospedeiro definitivo, os vermes adultos de S. mansoni habitam o
sistema porta-hepatico. Os schistosomas adultos acasalam-se antes da
maturacao reprodutiva da fémea, permanecendo nestas condicdes pelo resto da
vida. O completo crescimento da fémea, a morfogénese reprodutiva, e a
manutencdo da respectiva funcdo reprodutiva, estd na dependéncia desta
associagao. O pareamento € também um pré-requisito para migragao dos vermes

da veia porta-hepatica para as veias mesentéricas (POPIEL, 1986).

Na veia mesentérica inferior, principalmente ao nivel da parede intestinal do
plexo hemorroidario superior, ocorre a postura dos ovos. Cada fémea, com idade
de até dois anos, pdoe cerca de 400 ovos por dia. Os ovos sao postos na
submucosa intestinal. Neste momento, eles sao imaturos e gradativamente
atingem a maturidade, a medida que o saco embrionario evolui para dar origem ao
miracidio, larva ovalada ciliada, que caracteriza o ovo maduro (COELHO, 1970).
Durante o processo de maturagdo, os ovos avangam em dire¢ao a luz intestinal

em um periodo que perdura, de um minino de seis, a um maximo de vinte dias.

Os ovos maduros que ndo alcancam a luz intestinal sofrem com a morte
dos miracidios, podendo ficar presos na mucosa intestinal. Como a postura nem

sempre se da na intimidade da mucosa do intestino, muitos ovos s&o arrastados
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através da corrente sanguinea para o figado e o bacgo, iniciando assim o processo
inflamatorio granulomatoso nesses 6rgaos. Aqueles que galgam até a luz do
intestino, chegam ao exterior junto com o bolo fecal. Quando em contato com o
meio aquatico, e estimulados por fatores ambientais, como temperatura em torno
de 28°C, luminosidade solar intensa e oxigenagdo da agua, os ovos libertam o

miracidio (STANDEN, 1952).

Os miracidios nadam ativamente em busca de hospedeiros intermediarios,
nestes transformam-se em esporocistos de primeiro estadio, os quais por
reprodugao assexuada dardo de 150 a 200 esporocistos secundarios, que migram
para as glandulas digestivas e ovoteste, originam numerosas larvas denominadas
cercarias. Apdés um més de infeccdo do molusco, por este processo de expansao
clonal, cerca de 100.000 cercarias sdo produzidas originarias de um unico
miracidio. A emergéncia das cercarias ocorre sob efeito da temperatura e
luminosidade. Desta forma, nas horas mais quentes e mais luminosas do dia se
verificam picos mais elevados de liberagao cercariana. As cercarias vivem por até
48 horas, apresentando maior atividade nas primeiras 8 horas de vida. As
cercarias nadam ativamente e quando alcangcam a pele do homem, fixam-se de
preferéncia nos foliculos pilosos apoiando-se pela ventosa oral. Em seguida,
através de agdo litica das glandulas de penetragdo e agdo mecéanica em fungéo de
movimentos vibratoérios intensos, promovem a penetracdo do corpo cercariano e a

concomitante perda da cauda (REY, 2001).
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Apos a penetracdo, as larvas resultantes, denominadas esquistossémulos,
migram pelo tecido subcutdneo e penetram na circulagdo sanguinea, havendo
também a possibilidade de migracao por via linfatica. Os esquistossbmulos se
dirigem para o sistema porta-hepatico, local onde se desenvolvem, transformando-
se em vermes adultos 30 dias apds a penetracado. Dai migram, acasalados, para o
territério da veia mesentérica inferior onde fardo oviposicdo. Os primeiros ovos sao
vistos nas fezes em torno de 40 dias apds a infeccdo do hospedeiro. Desta forma,

resumidamente, estd instalada a doenga (REY, 2001; NEVES et al., 2003).

1.2.3. Patologia

As lesbes que ocorrem no organismo parasitado pelo S. mansoni sao
decorrentes, tanto da agressao direta do parasito ou de seus elementos, quanto
da resposta do hospedeiro a tais agressdes (PRATA, 1996 apud VERONESI,
1996). Adicionalmente, a intensidade do processo patolégico no organismo do
hospedeiro varia consideravelmente de acordo com uma série de circunstancias,
tais como a linhagem do parasito, a carga parasitaria infectante, a frequéncia com
que ocorrem as infecgdes, a idade, o estado nutricional e a resposta imunoldgica
do hospedeiro, a carga parasitaria acumulada ao longo dos anos e a duragao da
infeccdo. Entre estes, a carga parasitaria, a linhagem do parasita e a resposta
imunoldgica do individuo s&o considerados os fatores mais importantes. As
alteragdes patoldgicas no hospedeiro sao estabelecidas a medida em que se da a

evolugao bioldgica do parasito (REY, 2001; NEVES et al., 2003).
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A cercaria ao penetrar na pele do hospedeiro causa a dermatite cercariana,
que é caracterizada por “sensacao de comichao”, erupcao urticariforme e é
seguida, dentro de 24 horas, por eritema, edema, pequenas “papulas de dor” e em
geral, mais intensa nas reinfeccbes (REY, 2001; NEVES et al., 2003). Cerca de
trés dias apds a penetracido das cercarias na pele, os esquistossdmulos durante a
sua migragao da circulagdo sanguinea até atingir o sistema porta-hepatico podem
promover linfadenia generalizada, febre, aumento volumétrico do bago e sintomas

pulmonares, mas nao raro, ha pacientes assintomaticos (PEDROSO, 1989).

Os vermes permanecem por longos periodos principalmente nos ramos
intra-hepaticos do sistema porta e veia mesentérica inferior e ai permanecem por
longos anos e nao produzem lesdao de monta. Ja os vermes mortos podem
provocar lesdes extensas, embora circunscritas. Sao também responsaveis por
ocasionar espoliagcbes no hospedeiro devido ao seu alto grau de metabolismo.

(REY, 2001; NEVES et al., 2003).

Os ovos sao os elementos fundamentais da patogenia da esquistossomose.
Quando apenas um pequeno numero de ovos viaveis consegue atingir a luz
intestinal, as lesbes produzidas sdo minimas, com reparacido tecidual rapida;
quando em grande numero, podem provocar hemorragias, edemas da submucosa
e fenbmenos degenerativos, com formagdes ulcerativas pequenas e superficiais.
Os ovos que atingem o figado, Ia permanecem e causam as alteragdes mais

importantes da doenga. O antigeno soluvel, excretado pelo poro do ovo vivo,
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provoca a reagao inflamatéria granulomatosa. Os granulomas apresentam,
durante o seu desenvolvimento trés fases: a) necrética-exsudativa, com o
aparecimento de uma zona de necrose em volta do ovo, circundada por exsudato
de eosindfilos, neutrofilos e histidcitos; b) produtiva ou de reagao histiocitaria, com
inicio de reparagao da area necrosada e a c) de cura ou fibrose, na qual o
granuloma, endurecido, € denominado nodulo que em seguida podera haver
calcificagdo do ovo ou mesmo absorgcdo e desaparecimento do granuloma

(POLAK et al., 1959; PRATA 1996 apud VERONESI, 1996).

A fase inicial da doenca, também denominada de fase aguda, é
caracterizada por sudorese, calafrios, emagrecimento, fendbmenos alérgicos,
diarréia, disenteria, cdlicas, hepatoesplenomegalia discreta, linfadenia, leucocitose
com eosinofilia, aumento das globulinas e alteracbes discretas das fungdes
hepaticas (transaminases). Pode haver até mesmo a morte do paciente na fase
toxémica ou, entdo, como ocorre com a maioria dos casos, evoluir para a
esquistossomose cronica, cuja evolugao é lenta (ANDRADE e ANDRADE, 1984

apud CONCEICAO et al., 1998).

A esquistossomose crbénica pode apresentar grandes variagdes clinicas,
dependo de serem as alteragdes predominantemente intestinais, hepatointestinais
ou hepatoesplénicas. As principais alteracbes no intestino s&o: a) diarréia
mucosanguinolenta; devido a passagem simultdnea de varios ovos para a luz
intestinal, ocasionando pequenas (mas numerosas) hemorragias e edema, b) dor

abdominal e c) tenesmo. Nos casos crbnicos graves pode haver fibrose da alga
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retossigmoide, levando a diminuicdo do peristaltismo e constipacao intestinal. O
figado se mostra aumentado de volume e bastante doloroso a palpacao (POLAK
et al., 1959). Os granulomas hepaticos irdo causar uma fibrose periportal, a qual
provocara obstrugdo dos ramos intra-hepaticos da veia porta, que levara a
hipertensdo portal. Essa hipertensdo podera intensificar-se com a evolugao da
doenga, causando uma série de alteracbes que seriam as seguintes: a)
esplenomegalia; b) desenvolvimento da circulagéo colateral anormal intra-hepatica
e de anastomoses do plexo hemorroidario, umbigo, regido inguinal e eséfago,
numa tentativa de compensar a circulagdo portal obstruida e diminuir a
hipertensdo portal, que leva a formagao de “varizes esofagianas” que podem
romper-se, provocando hemorragia, muitas vezes fatal e c) ascite (Barriga d’ agua)
que decorre das alteragdes hemodinamicas, principalmente a hipertensdo (PRATA

1996 apud VERONESI, 1996).

1.2.4. Diagndéstico

Em funcdo da inespecificidade e da inconstancia dos sinais e sintomas da
esquistossomose, somente provas laboratoriais podem fornecer elementos
seguros para justificar o diagnostico. Sdo disponiveis dois tipos de exames:
demonstracdo da presenga de ovos nas fezes ou nos tecidos do paciente e a

realizacado de provas imunoldgicas (REY, 2001; NEVES et al., 2003).

O exame de fezes pode ser feito utilizando-se o0 método preconizado por

Hoffman (HOFFMAN et al., 1934), o qual representa uma técnica qualitativa de
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sedimentagao espontanea. O método de Kato-Katz € uma técnica quantitativa que
indica 0 numero de ovos por grama de fezes, informando, desta forma, a

intensidade da infeccao (KATZ et al., 1972).

As técnicas imunologicas medem a resposta do organismo do hospedeiro
frente aos antigenos do parasito. Em fungdo da complexidade da composi¢cao
antigénica do S. mansoni nas suas diversas fases de evolugédo, torna-se
necessario determinar quais dos antigenos tém importancia em determinada fase
da infecgao, para entado ser utilizado nas reagdes soroldgicas (REY, 2001; NEVES

et al., 2003).

Varias técnicas imunologicas sao disponiveis, entre elas: reagao
intradérmica ou intradermorreacao; reacao de fixagdo do complemento; reacao de
hemaglutinagao indireta; radioimunoensaio; reacao de imunofluorescéncia indireta;
método imunoenzimatico ou ELISA; técnica imunoenzimatica para detecgcao de
antigenos parasitarios circulantes (ELISA de captura ou sanduiche); reagdo em
cadeia — polimerase (PCR Polimerase Chain Reaction), apenas a reagao
intradérmica utiliza equipamentos simples que permitem a sua utilizagcdo no campo

(NEVES et al., 2003).

A ocorréncia de reagdes cruzadas, principalmente com outras helmintoses,
e a impossibilidade de detectar a intensidade da infeccdo deixam as técnicas
soroldgicas em segundo plano no diagndstico da esquistossomose sendo o exame

parasitoldgico o mais largamente aplicado (REY, 2001).
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1.2.5. Quimioterapia

Os primeiros compostos a serem utilizados no combate da
esquistossomose, relatados desde a antiglidade em papiros médicos com 0 home
msdmt e indicados para o tratamento da hematuria, provavelmente causada pelo
S. haematobium, sao os compostos de antimbnio. Mas somente em 1918
Christopherson relatou o tratamento com antiménio, o tartaro emético (tartarato de
antiménio com potassio) (Figura 1.4), iniciando entdo a quimioterapia contra a
esquistossomose. Durante cinqlienta anos os compostos antimoniais compuseram
o arsenal da quimioterapia esquistossomicida, mas a intensidade dos efeitos
colaterais os tornaram obsoletos. Estes incluiam sérias reacbes como desconforto
subesternal, sintomas anafilactéides e sincope cardiovascular fatal. Além destes,
dores severas ocorriam se a droga acidentalmente escapasse para o tecido
perivascular com possivel subsequente ulceracdo da pele. Desta forma, muitos
pacientes abandonavam a terapia por falta de tolerancia e/ou obediéncia (CIOLI et

al., 1995).
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Figura 1.4- Tartaro emético

Em 1920, um segundo farmaco, a emetina, foi utilizada no tratamento do S.
japonicum. Esta droga apesar de ter apresentado boa eficacia, demonstrou baixo
indice terapéutico. Um breve renascimento a quimioterapia esquistossomicida foi
trazido com a introdu¢do de um analogo estrutural da emetina, a 2,3-di-
hidroemetina (Figura 1.5), cuja toxicidade correspondia a metade daquela
apresentada pelo composto prototipo. Todavia a administragcdo exigia

hospitalizagdo com inje¢des diarias, 0 que levou ao abandono da droga como

agente esquistossomicida (CIOLI et al., 1995).

Figura 1.5- 2,3-Di-hidroemetina
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O metrifonato, acido dimetil-éster 2,2,2-tricloro-1-hidroxietil fosfénico (Figura
1.6), obtido da purificagao do triclorfon, um organofosforado que foi introduzido na
clinica em 1960 mostrando uma consistente atividade sobre S. haematobium. O
metrifonato € instavel em solugdo aquosa sendo espontaneamente transformado
em varios compostos, entre eles tem-se o diclorvos, 2,2-diclorovinil dimetil fosfato
(Figura 1.6), onde evidencias sugerem que este composto € a molécula que
possui atividade frente ao S. haematobium, atuando como um pro-farmaco, além
de ser uma droga bem tolerada como veiculo e podendo ser utilizada em

formulagdes de liberagao lenta (NORDGREN et al., 1980).

o]
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Figura 1.6- Exemplos de farmacos esquistossomicidas

Os nitrofuranos, farmacos inicialmente utilizadas na bacteriologia, tiveram
sua atividade esquistossomicida explorada a partir de 1962 por pesquisadores
chineses que estudavam individuos e animais infectados com S. japonicum. Um
dos derivados nitrofuranos € o furopromidium que foi amplamente utilizado na
China, mas a toxicidade e a baixa eficacia destes compostos, deixou no abandono

esta classe de farmacos (CIOLI et al.,1995).
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O lucantone, ou 1-[2-(dietilamino)-etilamino]-4-metil-9H-tioxanten-9-ona
(Figura 1.7), foi introduzido na clinica em 1962, ativo frente ao S. mansoni e ao S.
haematobium com efeitos colaterais frequentes limitados a nausea e vémitos, mas
alteragdes cardiovasculares e no SNC ocorriam ocasionalmente limitando o seu

uso (CIOLI et al., 1995).
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Figura 1.7- Lucantone

Em 1964 um outro farmaco foi introduzido no mercado, o niridazol, 1-(5-
nitro-2-tiazolil)-imidazolidin-2-ona (Figura 1.8), este recebeu consideravel atencéo,
certamente por constituir uma outra alternativa, apresentando a vantagem de ser
administrado oralmente; mas por outro lado apresentou sérias desvantagens, tais
como a necessidade de multiplas doses e a ocorréncia de graves efeitos colaterais
como a toxicidade central e renal, mutagenicidade, carcinogenicidade,
embriotoxicidade e imunossupressao celular (WEBSTER Jr. et al., 1975). As trés
espécies principais de schistosoma mostraram-se sensiveis ao niridazol, mas as

melhores taxas de cura foram encontradas com o S. haematobium, 80-100 %,
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enquanto que a resposta ao S. mansoni foi de 30-70 % e ao S. japonicum era em

torno de 50 % (CIOLI et al., 1995).

)
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Figura 1.8- Niridazol

Apds a exposi¢cao do lucantone a agao do Aspergillus sclerotiorum, um
derivado 4-hidroximetil foi isolado e nomeado de hicantone, o 1-[2-(dietilamino)-
etilamino]-4-hidroximetil-9H-tioxanten-9-ona (Figura 1.9), ativo frente ao S.
haematobium e ao S. mansoni (ROSSI et al., 1965). Por outro lado, a necrose
hepatica aguda ocorrida 2 a 5 dias apds tratamento com hicantone foi o efeito
colateral que limitou o seu uso, principalmente em programas de tratamento de

populagdes (CIOLI et al., 1995).
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Figura 1.9- Hicantone

PITTA, M. G. R.



51

Um produto da oxidagcdo microbiolégica do UK3883 pelo Aspergillus
sclerotiorum, o oxamniquina, 6-hidroximetil-2-isopropilaminometil-7-nitro-1,2,3,4,-
tetra-hidroquinolina (Figura 1.10), é utilizado como farmaco de segunda escolha
para o tratamento do S. mansoni, apresentando baixos efeitos colaterais

(HARDMAN et al., 2003).
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Figura 1.10- Oxamniquine

Atualmente o farmaco de escolha para o tratamento desta parasitose é o
praziquantel ou o 2-ciclo-hexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexa-hidro-4H-pirazino-[2,1-
alisoquinolin-4-ona (Figura 1.11), por diversas razées como: a) alta eficacia contra
todas espécies de Schistosoma, b) auséncia de efeitos colaterais sérios, c)
administracdo de dose oral unica, d) custo competitivo e €) larga experiéncia
clinica mostrando que ele é seguro, efetivo e facil de administrar (CIOLI et al.,

1995).
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Figura 1.11- Praziquantel

1.2.6. Vacinacgéo

Muitos dos antigenos que continuam sendo testados hoje como possiveis
vacinas contra Schistosoma foram identificados a uma década atras (PEARCE,
2003). A Organizagdo Mundial de Saude selecionou seis antigenos como
possiveis candidatos para o desenvolvimento de uma vacina a ser empregada na
esquistossomose humana: a) Glutationa S-transferase (GST 28 quilodaltons), b)
Paramosina (Sm 97 quilodaltons), c) IrV5% (65 quilodaltons), d) Triose
Phosphatase Isomerase (TPI-Peptideo sintético MAP4 de 28 quilodaltons), e) Sm
23 (23 quilodaltons) e f) o Sm 14 (14 quilodaltons) (BERGQUIST, 1998;
BERGQUIST e COLLEY, 1998). Estes antigenos sao representados por duas
enzimas, dois antigenos de tecido muscular e dois de proteinas de superficie do
parasito. Infelizmente, testes conduzidos por diferentes laboratorios mostraram
resultados desapontadores (BERGQUIST, 1998). Todos os experimentos com
vacinas para S. mansoni tem induzido apenas uma resisténcia parcial a infeccao

(PEARCE, 2003).
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1.2.7. Profilaxia

As manifestagdes ambientais produzidas pela a atividade humana
favorecem a proliferacdo dos caramujos transmissores da esquistossomose,
presentes em uma vasta area do territério nacional, doenga que tem no homem
seu principal hospedeiro definitivo. As condi¢des inadequadas de saneamento
basico, padrdao socio-econdmico precario que atinge a maioria da populagéo
brasileira, sdo os principais fatores responsaveis pela presenca de focos de
transmissao. Ligada as intensas migragdes, ou seja, éxodo rural, das populagdes
carentes das areas endémicas a procura de emprego ou melhoria de condi¢des de
vida, aponta fortemente para a formacédo de novos focos de transmissao. Essas
consideragdes s6 permitem a interferéncia de que o controle e a erradicacédo da
doenca no Brasil, se situam em futuro remoto. As medidas de profilaxia gerais sao:
a) tratamento da populacdo em larga escala; b) saneamento basico que é sem
duvida, a medida que resulta em beneficios duradouros para a comunidade e c)

combate aos caramujos transmissores (NEVES et al., 2003).

1.3. Resisténcia parasitaria

Populagdes de parasitas submetidos a um farmaco podem desenvolver
resisténcia que, normalmente é transmitida geneticamente para as geragdes

seguintes. Desta forma, em populagdes geneticamente heterogéneas o
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quimioterapico elimina unicamente os vermes susceptiveis, conduzindo a um
aumento de vermes carregando genes que conferem a resisténcia ao farmaco e
que passa a difundi-la pela sua descendéncia. A cada geragdao os genes que
conferem a resisténcia se acumulam levando a uma populagao consideravel de
vermes que sobreviveram aos tratamentos (KOHLER, 2001). Desta forma, a
resisténcia € usualmente definida como perda, geneticamente transmitida, da
sensibilidade em uma populagao de parasitos que era previamente sensivel a uma
determinada substancia (SANGSTER e GILL, 1999); que é importante distingui-la
de tolerancia, que ocorre quando uma populacédo de vermes nao respondem a

primeira exposi¢ao a um farmaco (COLES et al., 1987).

Um aspecto crucial para a evolugdo da resisténcia nos helmintos é a
inexisténcia ou insensibilidade de métodos para detectar o seu desenvolvimento.
Desta forma, muitos casos néao sao detectados em estagios iniciais, reduzindo, ou
mesmo anulando, a possibilidade do processo ser revertido. Para evitar aumento
nos niveis de resisténcia, recomenda-se prosseguir a terapia com sensatez ou
retirar totalmente o farmaco. No caso da esquistossomose esta ultima atitude é
dificil de ser tomada, pois o praziquantel representa a unica substancia utilizada

na esquistossomose africana e oriental (BENNETT et al., 1997).

O conhecimento dos mecanismos de acao dos farmacos e de resisténcia

podem ser explorados para o desenvolvimento de novas substancias e para obter

informacdes de como a resisténcia aos farmacos é instalada (KOHLER, 2001).
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Dois farmacos tém sido amplamente usados no tratamento desta
parasitose com boa eficacia e baixa toxicidade: oxamniquina e praziquantel,
ocorrendo preferéncia pelo uso do segundo nos ultimos anos (CIOLI, 2000),
infelizmente tém-se observado a existéncia de cepas de schistosomas resistentes
a estes farmacos tanto em laboratério, quanto em populagcdes (ISMAIL et al.,

1999).

1.3.1. Resisténcia experimental

O primeiro caso bem documentado de resisténcia a uma droga
esquistossomicida foi apresentado por Rogers e Bueding (1971). Estes autores
demonstraram que em especial, o hicantone quando administrado em baixas
doses a camundongos, produziram cepas altamente resistentes. A resisténcia foi
associada a uma cepa isolada do parasito ndo tendo sido reproduzida em outras

cepas.

No ano de 1987, Bruce e colaboradores através de um estudo cooperativo
entre cientistas do Brasil, Kenya e Estados Unidos da América, estabeleceu um
banco de cepas que foram classificadas como resistentes ou tolerantes. As cepas
MAP (Minas Gerais, Brasil, resistente a oxamniquina e ao hicantone), H-30 (Johns
Hopkins, Porto Rico, resistentes ao hicantone) e MPROXR-1 (Universidade de
Massachursetts, Estados Unidos da América, resistentes a oxamniquina), obtidas

de pacientes apds um tratamento mal sucedido e mantidas em laboratorio em
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passagem ao caramujo do género Biomphalaria glabrata, mostraram-se

resistentes a oxamniquina e ao hicantone.

Desde essa época até a atualidade, muitos trabalhos relatam a ocorréncia
de cepas de schistosomas resistentes aos farmacos disponiveis na clinica médica.
Em 1994, Fallon e Doenhoff demonstraram que ao tratar camundongos infectados
com uma amostragem heterogenética de schistosomas com baixas doses de
praziquantel e em seguida, isolando os ovos dos schistosomas sobrevivente e
repetindo o ciclo de vida sete vezes, resultou em uma produgao de schistosomas
resistentes aos efeitos do farmaco. Mais especificamente, os camundongos que
foram infectados com uma populagdo de schistosomas do tipo selvagem e que
foram tratados com 300 mg/kg de praziquantel durante 3 dias perderam 95 % dos
seus vermes, enquanto que os selecionados para resisténcia a este farmaco s6
perderam 13 % de seus vermes. Um dos fatores que pode ter influenciado os
resultados destes pesquisadores € que as doses foram administradas entre 28 e
37 dias apoés a infecgao e durante este periodo, os vermes de S. mansoni estdo
imaturos (BENNETT et al., 1997) e nesta fase sao conhecidos por serem menos,

ou nao, suscetivel ao praziquantel (ANDREWS et al., 1983).

O frequente uso do praziquantel no Egito indica ter também favorecido o

desenvolvimento de schistosomas resistentes. Ismail e colaboradores, em 1996,

observaram que camundongos infectados com varios isolados de S. mansoni, onde

as cercarias foram obtidas a partir da manutengao do ciclo em laboratério a partir de

ovos que foram eliminados de pacientes Egipcios que se submeteram previamente a
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dois tratamentos com 40 mg/Kg de praziquantel, seguido por um terceiro de 60 mg/Kg

do farmaco, constatou-se que estes camundongos nao foram tdo suscetiveis ao

farmaco quando comparados a um isolado obtido de ovos de pacientes que foram

tratados com uma unica dose de 40 mg/Kg de praziquantel.

Estes mesmos pesquisadores em 1999 verificaram um aumento
significativo nos valores da dose efetiva 50% de isolados oriundos de pacientes
que nao responderam ao tratamento com o praziquantel, com concentracdes até

cinco vezes maiores do que a do controle (ISMAIL et al., 1999).

Em 2001, Liang e colaboradores confirmaram a resisténcia de S. mansoni
ao praziquantel em camundongos tratados com trés doses de 200 mg/kg,
comparando cinco isolados resistentes e cinco isolados susceptiveis do Senegal,
Quénia e Egito. Eles observaram que os isolados resistentes foram menos
responsivos ao praziquantel (59 — 74 %) na reducado da carga parasitaria do que

os isolados susceptiveis (92 — 100 %).

1.3.2. Resisténcia em populacdes

Em populagdes, cepas resistentes ao hicantone e ao oxamniquina foram

pioneiramente evidenciadas no Brasil por Katz e colaboradores em 1973 e

posteriormente por Campos e colaboradores em 1976.
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Em 1987, Coles e colaboradores verificaram, em estudos no Kenya, a
necessidade de se usar doses maiores de oxamniquina, devido a observagao da
presenca de vermes resistentes até mesmo antes da quimioterapia extensiva ter
sido aplicada. A partir dai varios trabalhos relatam a presenga de cepas de S.
mansoni resistentes em populagcbes a essa substancia (DIAS et al.,, 1978;
GUIMARAES et al., 1979; YEANG et al., 1987; CIOLI et al., 1989; DRESCHER et

al., 1993).

Os primeiros relatorios alarmantes de possivel resisténcia ao praziquantel
foram de um intensivo foco no norte do Senegal, onde se observou que vinte
semanas apods o tratamento de uma amostra aleatéria da populagdo daquela
regido, com elevada carga parasitaria e utilizando-se a dose padrao de 40 mg/kg,
produziu baixissimas taxas de cura (18-39 %) (GRYSEELS et al., 1994; STELMA
et al., 1995). Varias explicagdes para este fendbmeno foram consideradas como: a)
alta taxa de infecgdo, podendo resultar em casais de vermes sobreviventes,
mesmo sendo a droga efetiva; b) alta transmissdo, com rapida reinfecgéo; c)
grande numero de vermes imaturos; d) falta de adequada resposta imune
sinérgica neste foco senegalés; e) susceptibilidade (ou resisténcia) da cepa local
(CIOLI 2000; GRYSEELS et al., 2001). Em estudos posteriores foi evidenciado
que se aumentando a dose de praziquantel de 40 para 60 mg/kg ndo se obteve
resultados significativos (GUISSE et al., 1997), e quando a oxamniquina foi
empregada na dose de 20 mg/kg, foi evidenciada alta percentagem de cura

(STELMA et al., 1997).
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1.4. Avaliagao da atividade esquistossomicida

A primeira tentativa de cultivar vermes adultos de Schistosoma mansoni in vitro
foi realizada no final de 1930. A falta de um apropriado meio de cultura conduziu ao
uso de diferentes tipos e substancias na tentativa de satisfazer os metabdlicos
requeridos pelo parasita. Alguns pesquisadores tiveram relativo sucesso com 0 uso
de soro animal (CHU, 1938 apud BARTH et al., 1996; LEE e CHU, 1935 apud BARTH
et al., 1996). Tais meios permitem o aumento do tempo de vida dos vermes e em
alguns casos o crescimento e regeneragdo dos vermes imaturos, porém uma limitada
producao de ovos (CHEEVER e WELLER, 1958 apud SENFT e SENFT, 1962). A
pesar desses meios poderem ser reproduziveis, 0s seus componentes sao variaveis

e em alguns deles ndo sdo completamente definidos (SENFT e SENFT, 1962).

Poucos pesquisadores empregavam um meio quimicamente definido para
estudos in vitro, Senft e Senft (1962) foram os primeiros pesquisadores a utilizarem
um meio de cultura quimicamente definido, este era composto de 26 tipos de
aminoacidos, uma série de enzimas, coenzimas, derivados de &cido nucléico,
vitaminas, glicose, gluconato, balanceado em uma solugao salina; além de um agente
emulsificante, um indicador de pH e antibidticos com finalidade de facilitar o manejo

técnico do meio.

A partir dai, varios meios de cultura foram relatados na qual era possivel obter
longos periodos de vida dos vermes adultos de Schistosoma mansoni in vitro, em

contraste com a produgdo de ovos que geralmente cessa na segunda ou terceira
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semana de cultura; diferentemente do que ocorre no hospedeiro definitivo, no qual os
vermes sdo capazes de sobreviver ovipondo durante toda a sua vida no hospedeiro

(MICHAELES e PRATA, 1968).

Depois de um estudo comparativo com os principais meios de cultura usados
para manter vermes adultos de Schistosoma mansoni, Mercer e Chappell (1985),
observaram que o meio RPMI 1640, o 199 e o essencial Eagle apresentaram
resultados similares em termo de taxa de oviposi¢do e numero de vermes acasalados

depois de 30 dias de cultura.

O procedimento experimental recomendado para avaliagdo da suscetibilidade
in vitro do Schistosoma mansoni frente a produtos bioativos esta de acordo com os
trabalhos desenvolvidos por Barth e colaboradores (1996b) e Badr e colaboradores
(1999), na qual o meio RPMI 1640 acrescido de HEPES a uma concentragao de uso
20 mM e pH = 7, suplementado com 100 Ul/mL de penicilina, 100 pug/mL de

estreptomicina e soro bovino fetal a 10 % é utilizado.

2. Imidazolidinas: propriedades fisico-quimicas

2.1. Nomenclatura

A primeira formula estrutural para a hidantoina foi sugerida, em 1870, por

Kolbe, sendo imediatamente substituida pela representacéo ciclica adotada
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atualmente, proposta, ainda no mesmo ano, por Streeker (WARE, 1950). Para
esta representacao, varios sdo os sistemas de numeragao do anel encontrados na
literatura, porém o adotado pelo IUPAC, onde a hidantoina, também denominadas
imidazolidina-2,4-diona, 2,4-dicetotetrahidroimidazol ou 2,4-dioxo-imidazolidina, é
um heterociclo pentagonal que apresenta dois atomos de nitrogénio e dois
grupamentos carbonilicos nas posi¢des 1/3 e 2/4 do anel, respectivamente (Figura

1.12).

Figura 1.12- Imidazolidina-2,4-diona

Por sua vez, as tio-hidantoinas, também denominada de 2-tioxo-
imidazolidin-4-onas sao heterociclos pentagonais que apresentam no anel como
as hidantoinas, dois atomos de nitrogénio nas posi¢cdes 1/3, um grupamento tioxo
na posi¢cao 2 e um grupamento carbonilico na posi¢cao 4 (Figura 1.13), de acordo

com o sistema de numeracao de anel adotado pela IUPAC.

O 3/
‘%N
2
5 S
|

1

Figura 1.13- 2-Tioxo-imidazolidin-4-ona
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2.2. Reatividade

O sistema anelar imidazolidinico tem sido estudado desde quando foi
sintetizado por Bayer, em 1861, durante seus trabalhos com acido urico

(FINKBEINER, 1965).

As imidazolidinas-2,4-dionas sado acidos fracos, devido a dissociacao do
préton ligado ao atomo de nitrogénio na posigao 3. A 2-tioxo-imidazolidin-4-ona é
ligeiramente mais acida do que a imidazolidina-2,4-diona (ZIEF e EDSALL, 1937
apud LOPEZ e TRIGO, 1985; PICKETY e McLEAN, 1939 apud LOPEZ e TRIGO,
1985), ja que o grupo tiocarbonila é mais atrator de elétrons que o grupo carbonila
(EDWARD, 1966), as 4-tioxo-imidazolidin-2-onas s&o acidos mais fracos que as 2-
tioxo-imidazolidin-4-onas. Por sua vez, Santos e colaboradores (1982 apud
LOPEZ e TRIGO, 1985), assim como Edward e Chin (1963 apud LOPEZ e
TRIGO, 1985) afirmaram que as imidazolidina-2,4-ditionas séo acidos mais fortes

do que as demais citadas anteriormente (Esquema 1.1).
S N/H o) N/H S?»N/H o] N/H
> > -
%N)%S %N)%S N)Qo N)Qo
| |
f H H H
Esquema 1.1- Ordem crescente de acidez dos derivados imidazolidinicos
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Uma outra caracteristica importante no nucleo imidazolidinico € a presenca
de um grupo metilenico livre, que permite condensag¢des com aldeidos, mais
especificamente aromaticos (MORIYA et al., 1980 apud LOPEZ e TRIGO, 1985),
enquanto as 2-tioxo-imidazilidinas condensam rapidamente com ésteres (WARE,

1950)

Apds a preparacao inicial da imidazolidina-2,4-diona por Bayer, através do
aquecimento da bromo-acetiluréia com amdnia em presenca de etanol, a literatura
descreve varios métodos de sintese deste heterociclico pentagonal (Esquema 1.2)

(BAYER, 1861 apud FINKBEINER, 1965).

o) H
N/
H,NCONHCOCH,Br + NH; ——»  H,NCONHCOCH,NH, ——» )§
N O
|
H

Esquema 1.2- Obtencao da imidazolidina-2,4-diona (BAYER, 1861 apud FINKBEINER, 1965)

HARRIES e WEISS (1900 apud WARE, 1950) obtiveram a imidazolidina-
2,4-diona a partir do éster etilico de glicina e cianato de potassio, em presenca de

acido cloridrico (Esquema 1.3).

COOC;Hs COOC;Hs

N
07 + KCNO ——  po” _hHol ZN/K
N o
|
H

NH; . HCI NNHCONH,

Esquema 1.3- Obtencédo da imidazolidina-2,4-diona a partir de éster etilico de glicina, e cianato de
potassio (HARRIES e WEISS 1900 apud WARE, 1950)
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Outras metodologias sao citadas para a preparagao do anel, permitindo a
obtencdo de derivados imidazolidinicos substituidos. Fazendo-se reagir a
sarcosina com cianato de potassio, Miller e Robson, em 1938 (apud WARE, 1950),
promoveram a ciclizagdo do anel da 1-metil-imidazolidina-2,4-diona (Esquema

1.4).

H
N/
N
CH3NHCH,COOH + KNCO ——» } %O
N
|

CHs

Esquema 1.4- Obtencao da imidazolidina-2,4-diona a partir de sarcosina e cianato de potassio
(MILLER e ROBSON, 1938 apud WARE, 1950)

Ja para a obtencao da 1-fenil-imidazolidina-2,4-diona realizada através da
condensacgao direta de anilina com acido cloroacético e uréia por Kochkanyan e

colaboradores em 1978 (Esquema 1.5).

CICH,COOH 4+ +

C\
HZN/ NH»>

Esquema 1.5- Obtencado da 1-fenil-imidazolidina-2,4-diona a partir de anilina, acido cloroacético e
uréia (KOCHKANYAN et al., 1978)

Para obtencdo da imidazolidina-2,4-diona substituida pelo grupamento

fenila nas posicbes 1 e 3, reage-se quantidades equimoleculares de acido
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monocloroacético, N-fenil-uréia e anilina conforme a metodologia preconizada por

Kochkanian e colaboradores em 1978 (Esquema 1.6).

C N
AN
CICH,COOH  + b NH, . )§o

Esquema 1.6- Obtengéao da 1,3-difenil-imidazolidina-2,4-diona a partir de acido cloroacético, anilina
e N-fenil-uréia (KOCHKANYAN et al., 1978)

A sacosina, também denominada de acido 1-metil-2-amino-etandico,
quando dissolvida numa mistura de hidréxido de potassio e agua, seguida de
adicao do isocianato de fenila, permite a formagao da 3-fenil-1-metil-imidazolidina-

2,4-diona (Esquema 1.7) (FINKBEINER, 1965; CEGAN e VECERA, 1984).

O /
N
HsCNHCH,COOH  + @—Nco > N/KO
|
C

Hs

Esquema 1.7- Obtencdo da 3-fenil-1-metil-imidazolidina-2,4-diona a partir de sarcosina e isocosina
e isocianato de fenila (FINKBEINER, 1965; CEGAN e VECERA, 1984)

Em 1966, Edward, estudando as mudancas produzidas pela substituicido do
grupo C=0 pelo grupo C=S nas hidantoinas constatou que essas resultam,

principalmente, da grande polarizagcdo do grupo tiocarbonila, através da forma
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candnica (Figura 1.14), quando comparada com o grupo carbonila, devido a
grande dificuldade que o volumoso atomo de enxofre tem para formar a ligagéo =
com o carbono. Este efeito parece exceder em peso a alta eletronegatividade do

oxigénio.

C=S =——> \C_—S"

/

Figura 1.14- Polarizagdo do grupo tiocarbonila

Tanto a 1-metil-imidazolidina e a 2-tioxo-imidazolidin-4-ona podem reagir
com reagentes nucleofilicos e eletrofilicos, contudo a sua reatividade € afetada

profundamente pelos diferentes métodos de ionizagao.

2.2.1. Ciclizacao

Alguns métodos de ciclizagdo do anel da 2-tioxo-imidazolidin-4-ona sao

citados na literatura.
Um método para obtencdo de 5,5-di-n-propil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona

utiliza como produto de partida a di-n-propilcetona (Esquema 1.8) (LEMPERT et

al, 1962).
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s H
— JN/
CN
n—
(CHCO T Mm  (nCHpecl N N
cs
\OH 2 n—H7C3/ I
H
HoczH4NHzl
HO—C,HsN H
o) /H 24 N/
N HO n—H/Cs._
n_H7C3\ C S
C S n—H,C4 |
n—H;C3 ) 73 H

Esquema 1.8- Obtencédo da 5,5-di-n-propil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona utiliza como produto de
partida a di-n-propilcetona (LEMPERT et al., 1962)

Através de estudos das conversdes do acido pipecdlico (acido 2-
carboxilico-piperidinico) e da sarcosina (acido metilamino-acético), usando
isotiocianato de fenila, a formacado da 3-fenil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona e da 2-
ciclo-3-tioxo-hexazil-imidazo[1,5-a]piridin-1-ona foi constatada por Beyerman e

colaboradores em 1968 (Esquema 1.9).

(fen + o) — 5 g

CH3NHCH,COOH + S=C= N@ —_— %%
S

Esquema 1.9- Obtencgdo da 3-fenil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona a partir do isotiocianato de fenila
(BEYERMAN et al., 1968)
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2.2.2. Condensacao

Em 1948, Cook e colaloradores, demonstrando a presenga do grupo
metileno em 2,4-ditioxo-imidazolidinas, obtiveram a 5-isopropileno-2,4-ditioxo-

imidazolidina, por reagao de condensag¢ao com cetona (Esquema 1.10).

S%N/H ° N/H

/& + CH3COCH; — J/&

N S H3C/? N S
H CHs H

Esquema1.10- Obtencdo da 5-isopropileno-2,4-ditioxo-imidazolidina a partir da 2,4-ditioxo-
imidazolidina e acetona (COOK et al., 1948)

Este mesmo grupo, em 1949, realizaram outras reag¢des de condensacoes
partindo da 2-tioxo-imidazolidin-4-ona com benzaldeido na presenga de piperidina
e terahidro-1,4-oxazina conduzindo a  5-benzilideno-1,3-dimetil-2-tioxo-
imidazolidin-4-oxazina (COOK e COX, 1949 apud EDEWARD, 1966) (Esquema

1.11).

o)

(@)
L) H
H N N
% ' )\»N
N H
+ CHO —_ HC %S

NS N
) H

Esquema 1.11- Obtencado da 5-benzilideno-1,3-dimetil-2-tioxo-imidazolidin-4-oxazina) a partir da 2-
tioxo-imidazolidin-4-ona, benzaldeido e terahidro-1,4-oxazina (COOK e COX, 1949 apud
EDEWARD, 1966)
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Assim, aldeidos e cetonas aromaticos reagem com 2-tioxo-imidazolidin-4-
onas apenas no carbono 5, por condensacdes catalisadas com base, envolvendo
ions, e condensagbes catalisadas por acido, envolvendo formas enolizadas

(Esquema 1.12) (EDWARD, 1966).

RCHO . HIN/ HO" oH N IN/
ou ) -— | ]
RCRO pl,/&S R—HC T N)Qs H N/&s
H b R |
R 0 R 0 R
RCHO H/OZ_N/ H* o H/kN/ IN/
ou + | = ] —
RCRO R NAS R—HC N%s HC N/Ks
! H o R
R H H

R' e R = Substituintes variados

Esquema 1.12- Condensagéao da 2-tioxo-imidazolidin-4-onas catalisada por base e acido,
respectivamente (EDWARD, 1966)

Os derivados da 3-fenil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona podem reagir com
cinamonitrilas substituidas, tais como 2-ciano-3-fenil-acrilato de fenila, 2-benzoil-3-
fenil-acrinonitrila e benzilideno-malononitrila, dando um Unico produto ou uma
mistura na proporgao de 1:1 de dois derivados, estando este fato na dependéncia
do substituinte das cinamonitrilas utilizadas (Esquema 1.13) (DABOUN et al.,

1982).
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/CN
CeHsCH=C (0]
h N

COOC2Hs

2-ciano-3-fenil-acrilato de )
fenila H
. @
0 @ CeHsCH= c< Ho 2
N COCe¢Hs
)§ NC. \ N N
NS ~
S

) 2-benzoil-3-fenil-

H acrinonitrila @

C6H50H=C<CN @ @
o @HCI% - \w@

benzilideno-malononitrila @

Esquema 1.13- Reagdes da 3-fenil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona com derivados cinamonitrilas
(DABOUN et al., 1982)

O derivado 5-benzilideno-3,5-di-t-butil-4-hidroxi-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-
2-ona foi obtido por reacdo do 3,5-diterc-butil-4-hidroxi-benzaldeido, em acido
acético, com a 1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona, segundo condensacao tipo

Knoevenagel (Esquema 1.14) (UNANGST et al., 1993 e 1994).

o) H (CH
X i‘
N s HC )§s
. (CHa)s

CHj

Esquema 1.14- Reagao da 1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona com a 3,5-diterc-butil-4-hidroxi-
benzaldeido (UNANGST et al., 1993 e 1994)
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2.3. Caracterizacao estrutural

2.3.1. Espectroscopia no infravermelho

As imidazolidina-2,4-dionas, na espectroscopia no infravermelho,
apresentam duas bandas na regido do grupo carbonila (C=0) em 1720 e 1780
cm™. Contudo, sua interpretacdo tem gerado controvérsias. A banda de menor
freqiiéncia (1720 cm™) foi atribuida tanto ao carbono da posicédo 4 (DERKOSCH,
1961 apud LOPEZ e TRIGO, 1985) quanto ao da posicdo 2 (DEMOEN, 1966.

apud LOPEZ e TRIGO, 1985).

Muitos estudos sobre a origem e localizagéo das frequéncias caracteristicas
dos grupos C=0 e N-H das imidazolidina-2,4-dionas foram extensivamente
descritos por (ELLIOT e NATARAJAN, 1967 apud LOPEZ e TRIGO, 1985;

GOENECHEA, 1972 apud LOPEZ e TRIGO, 1985).

Nas 2-tioxo-imidazolidin-4-onas um forte acoplamento ocorre entre as
vibragdes C=S e C-N, resultando em numerosas bandas entre as regides de 1500-
1200 cm™ (ELMORE, 1958 apud LOPEZ e TRIGO, 1985; COGROSSI, 1972 apud
LOPEZ e TRIGO, 1985). A identificacdo na literatura é as vezes baseada nas
bandas de tioureida (ELMORE, 1958 apud LOPEZ e TRIGO, 1985; JENSSEN e
NIELSEN, 1966 apud LOPEZ e TRIGO, 1985), e os estiramentos assimétricos das
ligacbes NCS completam a caracterizagdo (POUPAERT e BOUCHE, 1976 apud

LOPEZ e TRIGO, 1985).
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2.3.2. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

A espectroscopia de RMN 'H é particularmente Util para a localizagdo dos
substituintes do anel imidazolidinico, considerando as alteragdes quimicas dos
hidrogénios préotons nas posi¢cdes 1,3- e 5- e as mudangas caracteristicas nos
sinais dos atomos de nitrogénios nas posi¢ées 1 e 3 quando sado adicionadas

bases (CORRAL e ORAZI, 1965 apud LOPEZ e TRIGO, 1985).

As espectroscopias de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN'H) e carbono (RMN'™C) tém ajudado a resolver diversos problemas
configuracionais e conformacionais das imidazolidina-2,4-dionas e 2-tioxo-
imidazolidin-4-onas (TRIGO et al., 1981 apud LOPEZ e TRIGO, 1985;
COLEBROOK e KHADIN, 1982 apud LOPEZ e TRIGO, 1985; ATTIA e SIEMION,

1976 apud LOPEZ e TRIGO, 1985).

2.3.3. Espectrometria de massas

Os espectros de massas dos derivados imidazolidinicos, usando técnicas
padroes, tém sido bastante estudados e estdo amplamente discutidos na
literatura. Estes espectros mostraram que a quebra do anel imidazolidinico ocorre
por uma fissdo o no C-4 do grupo carbonil com perda de CO e RNCO (KWON e

KIM, 1983 apud LOPEZ e TRIGO, 1985).
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3. Imidazolidinas: bioatividade

As imidazolidinas e seus derivados sao substancias que despertam grande
interesse. Os efeitos produzidos pela modificagdo estrutural no anel da
imidazolidina-2,4-diona €& de consideravel interesse, particularmente aqueles
produzidos sobre a atividade biolégica, tais como anticonvulsivante,

antimicrobiana, anti-hipertensiva, antineoplasica, esquistossomicida, entre outras.

3.1. Atividade anticonvulsivante

A expressao convulséo refere-se a uma breve alteracdo de comportamento
causada pela ativacdo desordenada, sincronica e ritmica de grupos de neurdnios
cerebrais. O termo epilepsia refere-se a um disturbio da fungdo cerebral
caracterizado pela ocorréncia periddica e imprevisivel de convulsbes. As
convulsdes epilépticas sao classificadas em parciais, que se iniciam em um foco
no cortex cerebral, e generalizadas, que envolvem amplamente ambos os

hemisférios do cérebro (HARDMAN et al., 2003).

A fenitoina, 5,5-difenil-imidazolidina-2,4-diona ou 5,5-difenil-hidantoina
(Figura 1.15), foi sintetizada pela primeira em 1908 por Biltz, mas sua atividade

anticonvulsivante s6 foi determinada em 1938 por Merrit e Putnam. A detengao
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deste farmaco foi o resultado de uma pesquisa entre compostos estruturalmente
relacionados com o fenobarbital que ndo apresentassem efeitos sedativos
(MERRIT e PUTNAM, 1938a; MERRIT e PUTNAM, 1938b apud HARDMAN et al.,
2003). Este farmaco, por sua eficacia, faz parte da Relagdao de Medicamentos

Essenciais da Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2003).

Figura 1.15- Fenitoina: 5-difenil-imidazolidina-2,4-diona

Estudos da relagédo entre estrutura quimica e atividade biolégica revelaram
que o substituinte aromatico na posi¢cao carbono 5 do anel imidazolidinico parecia
ser essencial contra as convulsdes tonico-clénicas generalizadas, enquanto os
substituintes alquilas na mesma posi¢ao favorecem a sedacgdo. A assimetria
existente neste carbono tem pouca importédncia para a agado farmacoldgica.

(HARDMAN et al., 2003).

A partir da descoberta da fenitoina, varios derivados foram sintetizados e
avaliados seus efeitos no SNC. Em 1989, Zejc e colaboradores sintetizaram
derivados da 5-difenil-imidazolidin-2,4-diona (Figura 1.15) e 5-difenil-imidazolidin-
4-ona (Figura 1.16), o composto 1-benzil-5,5-difenil-3-imidazolidin-2,4-diona
(Figura 1.16), mais ativo da série, mostrou uma o6tima atividade inibitoria no SNC

além de efeitos anticonvulsivantes e antidepressivos.
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1-benzil-5,5-difenil-3-imidazolidin-
2,4-diona

5-difenil-imidazolidina-4-ona

Figura 1.16- 5-difenil-imidazolidina-4-ona e 1-benzil-5,5-difenil-3-imidazolidin-2,4-diona (ZEJC et
al., 1989)

Hudkins e colaboradores, em 1997, sintetizaram derivados da 3-(4-dialquil-
amino-2-butinil)-5,5-dissubstituidos-imidazolidina-2,4-diona  (Figura 1.17) e
testaram como anticonvulsivantes, mas os resultados obtidos para a DEsg
demonstraram que a atividade antiepiléptica foi fraca quando comparada com

fenitoina.

R 0
H— ~CH,—C=C—CH,—N
T Nk
(o) 1

R = Fenil, fitalimida, 1-indano
R1 = Et“, C4H8

Figura 1.17- 3-(4-dialquil-amino-2-butinil)-5,5-dissubstituidos-imidazolidina-2,4-diona
(HUDKINS et al., 1997)

Karali e colaboradores (1998) obtiveram uma série 3-[2-tioxo-3-substituidos-

4,5-imidazolidina-1-il)-imino]-1H-2-indolinonas com atividade anticonvulsivante,
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através da ciclizacao do 3-(4-substituido-tiosemicaebazono)-1H-2-indolinonas com
cloreto de oxalico, em presenga de éter dietil anidro. Os produtos da sintese
resultaram em compostos com potencial atividade anticonvulsivante, constatando-
se que o composto 4-alil-1-(2-oxo-1,2-diidro-indol-3-ilidenoamino)- 2-tioxo-
imidazolidina-4,5-diona (Figura 1.18) era o mais potente.

OHO

NN N—CH,CH=CH,

o’

|
H

Figura 1.18- 4-Alil-1-(2-oxo-1,2-diidro-indol-3-ilidenoamino)- 2-tioxo-imidazolidina-4,5-diona
(KARALI et al., 1998)
No ano seguinte, Ulusoy e colaboradores sintetizaram uma série de
benzilidenoamino-2-tioxo-3-alil-4,5-imidazolidinadionas e foram avaliados o efeito
anticonvulsivante os derivados sintetizados, dois deles mostraram atividade

anticonvulsivante em camundongos.

Em 2004, Thenmozhiyal e colaboradores sintetizaram uma série de 5-
benzilideno-imidazolidina-2,4-dionas e testaram a atividade anticonvulsivante.
Estes pesquisadores observaram que derivados substituidos com alquil, halogeno,
triffliormetil e alcoxil, foram os compostos que exibiram um boa atividade
anticonvulsivante. A dose efetiva foi considerada a dose que produz uma resposta
de 2,5 (EDwmesi2,5) em mg/Kg). Na tabela 1.1 encontra-se a estrutura quimica e a
EDwmese5y dos derivados testados que apresentaram uma boa atividade

farmacoldgica.
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Tabela 1.1- Derivados da 5-benzilideno-imidazolidina-2,4-diona que apresentaram melhor atividade
anticonvulsivante (THENMOZHIYAL et al., 2004)

O\ N/H
)L
R "o

H

R EDwiess)
2-Me 59(+6)
3-Me 74(8)
4-Et 74(+9)
4-iPr 80(6)

2,4-diMe 39(4)
2,4,6-triMe 28(+2)
3-Cl 82(7)
3-Br 89(x9)
2,6-diCl 72(7)
4-Por 77(8)
4-CF, 64(7)

3.2. Atividade antimicrobiana

A infeccdo € uma condigcado patoldgica devido a invasao multiplicagado de
microorganismos em tecidos do corpo que podem ser clinicamente inaparente ou

podem resultar em dano celular local (HARDMAN et al., 2003).

A nitrofurantoina (Figura 1.19), utilizada na clinica médica desde 1954,
corresponde a um derivado nitrofurano imidazolidinico sintético utilizado na

terapéutica como farmaco de escolha para o tratamento e prevengao de infecgbes
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do trato urinario, inibindo diversas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
como Escherichia coli e enterococos, Staphylococcus aureus, Enterobacter sp. e
Proteus sp. As enzimas capazes de reduzir a nitrofurantoina parecem ser de suma
importancia na sua ativagdo. Formam-se intermediarios altamente reativos, que
sdo apontados como responsaveis pela capacidade do farmaco de lesar o DNA.
As bactérias reduzem a nitrofurantoina, pela enzima bacteriana nitrorredutase,
mais rapidamente que as enzimas celulares dos mamiferos, convertendo o
farmaco a intermediarios de meia vida curta, como os radicais de oxigénio livre, e
acredita-se que essa propriedade seja responsavel pela atividade antimicrobiana
seletiva do composto. As bactérias sensiveis ao farmaco raramente se tornam
resistentes durante a terapia e as cepas em que ocorre resisténcia, como algumas
cepas de Pseudomonas, Proteus, Enterobacter e Klebsiella, ndo sdo mediadas
por plasmidios e sim por uma mutagdo que leva a perda da atividade da enzima

bacteriana nitrorredutase (PETRI, 2003 apud HARDMAN et al., 2003).

Figura 1.19- Nitrofurantoina

A partir dai varios derivados foram sintetizados contendo o sistema

imidazolidinico, ja que possuem propriedades antifungicas e antibacterianas. Em
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1972, SAULI sintetizou a iprodiona, denominada quimicamente de [3-(3,5-
diclorofenil)-N-isopropil-2,4-dioxo-imidazolidina-1-carboxiamida], que constituiu o
fungicida imidazolidinico mais importante, inibindo ao mesmo tempo a germinagao

de esporos e o crescimento de micélios de fungos.

Em 1979, Soares e Trabulsi testaram a atividade antimicrobiana da 6-[(R)-
2[3-metisulfonil-2-oxo-imidazolidina-1-carboxamida]-2-fenilacetamidal-penicilinica
e da 6-[(R)-2-(2-oxo-imidazolidina-1-carboxamida)-2-fenilacetamida-a1-penicilinica
contra 545 isolados clinicos, incluindo bacilos gram-negativos, cocos gram-
positivos e bacteridides, o mezlocillin mostrou-se mais ativo que o azlocillin contra
a maioria das cepas estudadas, mas azlocillin mostrou-se mais ativo contra cepas

de Pseudomonas.

Derivados das 5-benzilideno-3-benzil-imidazolidina-2,4-dionas sintetizados
por Goes e colaboradores (1991a) (Figura 1.20) apresentaram agao antibacteriana
frente ao Streptococcus faecalis, observada no composto néao substituido, e frente
a Mycobacterium smegmatis, para os derivados substituidos pelo atomo de cloro e
pelo grupamento nitro. A melhor agao antifungica observada foi para o composto

nitrado frente a Candida albicans e Neurospora crassa.
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R =H, 4-Cl, 4-NO,
Figura 1.20- Imidazolidina-2,4-dionas sintetizadas (GOES et al., 1991a)

Neste mesmo ano, Goes e colaboradores sintetizaram e testaram derivados
da 3-(4-cloro-benzil)-5-benzilideno-imidazolidina-2,4-dionas, substituidos pelo
atomo de cloro no grupamento benzila (Figura 1.21). O composto nao substituido
apresentou atividade antifungica contra Candida albicans e Neurospora crassa, e
atividade antibacteriana contra Escherichia coli e Mycobacterium smegmatis. O
composto clorado, também apresentou atividade antibacteriana frente ao
Mycobacterium smegmatis, enquanto o composto bromado foi ativo contra

Staphylococcus aureus e Mycobacterium smegmatis.

R =H, 4-Br, 4-Cl, 4-OH

Figura 1.21- Derivados da 3-(4-cloro-benzil)-5-benzilideno-imidazolidina-2,4-dionas (GOES et al.,
1991b)

Continuando os estudos com os derivados 3-(4-cloro-benzil)-5-benzilideno-
imidazolidina-2,4-dionas sintetizou-se, em 1992, os derivados que apresentaram

como substituintes o atomo de fluor, grupamentos alcoxi, alquil e nitro (Figura
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1.22) o composto nitrato foi ativo contra os fungos Candida albicans e Neurospora
crassa, e também contra as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Mycobacterium smegmatis, fato que confirmaram os estudos anteriores com
relacdo a contribuicdo do grupamento nitro nesta atividade bioldgia (LIMA et al.,

1992).

Figura 1.22- Imidazolidina-2,4-dionas sintetizadas (LIMA et al., 1992)

Amorim e colaboradores (1992) também estudaram a atividade
antimicrobiana de novos derivados 3-(4-bromo-benzil)-5-benzilideno-imidazolidina-
2,4-dionas através da determinagdo da CMI, obtendo-se os seguintes resultados:
o composto 3-benzil-5-(4-cloro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-dionas e o 3-benzil-
5-(4-fluor-benzilideno)-imidazolidina-2,4-dionas (Figura 1.23) foram ativos contra
os fungos Candida albicans e Neurospora crassa no intervalo de 30-50 ug/mL, e
também contra o Mycobacterium smegmatis, na concentracdo de 50 ug/mL e 10-

30 ug/mL, respectivamente.
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3-benzil-5-(4-cloro-benzilideno)- 3-benzil-5-(4-fluor-benzilideno)-
imidazolidina-2,4-dionas imidazolidina-2,4-dionas

Figura 1.23- Derivados 3-(4-bromo-benzil)-5-benzilideno-imidazolidina-2,4-dionas (AMORIM et al.,
1992)

Cetinkaya e colaboradores (1996) sintetizaram dezessete uréias ciclicas
contendo nucleos imidazolidinicos e benzimidazolinico e testaram a atividade de
antimicrobiana in vitro contra cepas de: Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Oito dos compostos obtidos
mostraram-se efetivos para inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas
(Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus) com valores de CMI entre 25-
400 ug/mL e nenhum dos compostos se mostrou atividade frente bactérias Gram-
negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) nas concentragoes

estudadas (6.25-800 ug/mL).

Branddo e colaboradores (1997) estudaram a influéncia do atomo de
enxofre em posicdo 4 e a presenga de azo-compostos na resposta bioldgica.
Assim sendo estes pesquisadores sintetizaram e comprovaram a atividade
antimicrobiana dos derivados 5-arilazo-4-tioxo-imidazolidinicos. O composto 5-
arilazo-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-4-ona (Figura 1.24) revelou uma importante
atividade frente aos microrganismos Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis,
Bacillus anthracis, Micrococcus luteus, Serratia marcescens, Proteus morganii,

Salmonella  enteritidis, Shigella  flexneri, Pseudomonas  fluorescens,
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Pseudonocardia thermophyla, Nocardia asteroides, Mycobacterium phlei,
Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium fortuitum, Candida albicans e

Saccharomyces cerevisae.

Ol O

(0]

\
H

Figura 1.24- 5-Arilazo-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-4-ona (BRANDAO et al., 1997)

Marino e colaboradores (2001) visando desenvolvimento de inibidores da 3-
D-galactofuranosidase, que prevé uma boa quimioterapia para o tratamento para
muitas doencas humanas, pois esta enzima € um constituinte presente em
microrganismos patégenos, como em algumas espécies de Penicillium fellutanum,
Helminthosporium sacchari e Aspergillius. Com este propésito sintetizaram os
analogos do N-B-D-galactofuranosil-4-metoximidazolidine-2-tionas e do N-B-D-
galactofuranosil-4-imidazoline-2-tionas, e os ensaios bioloégicos mostraram que
esses derivados imidazolidinicos agiam como inbidores da B-D-

galactofuranosidase.
Kie¢-kononowicz e Szymanska (2002) avaliaram a presenga do atomo de

enxofre em posi¢ao 2, e varios derivados 5-benzilideno-2-tioxo-imidazolidin-4-ona

foram obtidos e testados frente ao Mycobacterium tuberculosis. O composto (52)-
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5-(1,1'-bifenil-4-il-metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (Figura 1.25) destacou-se

como o derivado mais ativo em uma concentragdo minima inibitéria 0,78 ug/mL.
O
N—H
O-0~LX
H

Figura 1.25- (52)-5-(1,1'-Bifenil-4-il-metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (KIEC-
KONONOWICZ e SZYMANSKA, 2002)

Neste mesmo ano, Szymanska e Kieé-kononowicz, também observaram
que os derivados 5-(cloro-benzilideno)-2-isoniazido e 5-(cloro-benzilideno)-2-
amino substituidos originados da imidazolidin-4-ona apresentavam atividade frente
Mycobacterim tuberculois, o composto 5-(3-cloro-benzilideno)-2-(isonicotino-il-
hidrazino)-imidazolina-4-ona (Figura 1.26) foi considerado o mais ativo quando

comparado com a rifampina.

QCH\\ o

Cl N N

*@

Figura 1.26- 5-(3-Cloro-benzilideno)-2-(isonicotino-il-hidrazino)-imidazolin-4-ona (SZYMANSKA e
KIEC-KONONOWICZ, 2002)
Em 2002, um grupo de pesquisadores testaram dois complexos de 3-
amino-ciclo-hexa-espiro-5-imidazolidina-2,4-diona com platina (Il) (Figura 1.27),
frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras, e observaram que

0s novos complexos apresentaram uma atividade moderada frente a Escherichia
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coli e Proteus mirabilis, com valores de CMI de 800 e 200 uM, respectivamente

(KUSHEV et al., 2002).

\pt/CI N
~ ~

Ol
CO—N—NH,
<:><CO*T*NH2 e CO—N—NH, -~ cl
NH—CO <:>< ‘

[Pt(3-amino-ciclo-hexano-espiro-5- [Pt(NH3) (3-amino-ciclo-hexano-espiro-5-
imidazolidina-2,4-diona)2Cl,] imidazolidina-2,4-diona)Cly]

Figura 1.27- Complexos complexos de 3-amino-ciclo-hexa-espiro-5-imidazolidina-2,4-diona com
platina (Il) (KUSHEYV et al., 2002)

3.3. Atividade anti-hipertensiva

A hipertensao € a mais comum das doencgas cardiovasculares, € definida,
de modo convencional, como uma pressao arterial maior ou igual 140/90. A
pressdo arterial elevada provoca alteragdes patoldégicas na vasculatura e
hipertrofia do ventriculo esquerdo. Em consequéncia, a hipertensdo constitui a
principal causa de acidente vascular cerebral, leva a doenga da artérias coronarias
como infarto do miocardio e morte cardiaca subita e representa o principal fator
contribuinte na insuficiéncia cardiaca, na insuficiéncia renal e no aneurisma
dissecante da aorta. Os farmacos reduzem a pressao por suas agdes sobre a

resisténcia periférica e/ou débito cardiaco (HARDMAN et al., 2003).
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Nas ultimas décadas, o interesse nos receptores a-adrenérgicos, na sua
relevancia fisiolégica e na sua classificagdo, foi renovado. Considerando que
receptores op-adrenérgicos medeiam, entre outras agdes bioldgicas, a
hipertensdo, a sintese de substancias seletivas a esses receptores é de grande

importancia (FORNAI et al., 1990; PIASCIK et al., 1996).

Derivados imidazolidinicos foram considerados tradicionalmente como um
dos principais tipos de farmacos que interagem com receptores a-adrenérgicos.
Como exemplos tem-se a clonidina e a fentolamina (Figura 1.28). A clonidina,
derivado imidazdlico diclorado, reduz a pressao arterial estimulando os receptores
ap-adrenérgicos no centro vasomotor da medula. A fentolamina, por sua vez,
possuindo em sua estrutura um anel imidazolidinico, é utilizada como
vasodilatador sistémico atuando como bloqueador competitivo dos receptores
adrenérgicos a1 € oz (AMEMIYA et al.,, 1992), estes farmacos, por sua eficacia,

fazem parte da Relagdo de Medicamentos Essenciais da Organizagdo Mundial de

Saude (WHO, 2003).

™ ;NQ
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N
cl cl /©/
HsC
OH

Clonidina Fentolamina

Figura 1.28- Derivados imidazolidinicos que interagem nos receptores a-adrenérgicos
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No ano 2000, Dardonville e colaboladores sintetizaram e realizaram a
atividade farmacoldgica de uma série de sais hidrocloridricos com dois anéis
imidazolidinicos, o 4,4-di(2-imidazolidinilimino)di-fenilamina, o 4,4’-di(2-
imidazolidinilimino)di-fenilcetona, o 4,4’-di(2-imidazolidinilimino)di-fenilsulfona e do
4.4’-di(2-imidazolidinilimino)di-fenilmetano  (Tabela 1.2). A atividade de
antagonistas adrenérgicos foi estudada dentro da aorta isolada de ratos e coelhos,
estes compostos mostraram uma alta capacidade de reduzir a forga de contragao

induzida pela noradrenalina.

Tabela 1.2- Estrutura quimica dos derivados imidazolidinicos (DARDONVILLE et al., 2000)

[--0-O

COMPOSTO X
4,4’-di(2-imidazolidinilimino)di-fenilamina NH
4,4'-di(2-imidazolidinilimino)di-fenilcetona CcO
4.,4’-di(2-imidazolidinilimino)di-fenilsulfona SO,
4,4’-di(2-imidazolidinilimino)di-fenilmetano CH,

Em 2004, Dylag e colaboradores durante a procura por agentes
antiarritmicos entre derivado da fenitoina, identificaram o composto 3-etilo-1-[2-
hidroxi-3-(4-fenilpiperazin-1-il)-propil]-2,4-dioxo-5,5-difenil-imidazolidina como
derivado que apresentava uma atividade antiarritmica assim como uma atividade
antihipertensiva. A partir deste composto foram sintetizados novos derivados, que

apresentaram uma forte atividade anti-hipertensiva e ou uma forte atividade
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antiarritmica (Tabela 1.3). O cloridrato de 1-[3-(4-(3-cloro-fenil)-piperazin-1-il)-2-
hidroxi-propil]-3-etil-2,4-dioxo-5,5-difenil-imidazolidina foi o que exibiu a mais alta

atividade de antiarritmica.

Tabela 1.3- Estrutura quimica dos derivados imidazolidinicos sintetisados (DYLAG et al., 2004)

R@L @ o
Ry '\%N\/,%WN\ Ry« HCI

2-Cl

~_-CHs 3-Cl
4-Cl

2-CH30

(0] 2-Cl
\)]\O/\CH3 3-Cl

4-Cl

2-CH30

0" > CH;, 2-Cl

CHg 2-CH,0
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3.4. Atividade antineoplasica

O cancer é uma doencga caracterizada pela multiplicacdo e propagacao
descontroladas no corpo de formas anormais das proprias células corporais. Os
termos “canceres”, “neoplasia maligna” e “tumor maligno” s&o sindbnimos e
distinguem-se dos tumores benignos pelas suas propriedades de
desdiferenciacdo, poder de invasdo e capacidade de metastatizar-se. O
aparecimento dessas caracteristicas anormais reflete a padrdes alterados de
expressao génica nas ceélulas cancerosas, resultantes de mutagdes genéticas.
Existem trés abordagens principais para o tratamento do cancer: exciséo cirurgica,
irradiagcao e quimioterapia. A conveniéncia de cada uma ira depender do tipo de
tumor e do estagio de seu desenvolvimento. A quimioterapia constitui o principal
meétodo de tratamento para apenas alguns canceres, porém € cada vez mais
utilizada como adjuvante da cirurgia ou da radioterapia para muitos tipos de

tumores (RANG et al., 2001).

Em pesquisas desenvolvidas no Instituto Nacional do Cancer (NCI), a 3-[2-
bis(2 -cloroetil)-amino]etil-5,5-pentametileno-imidazolidina-2,4-diona (Figura 1.29)
foi a mais potente de uma série de derivados imidazolidinicos, apresentando uma
significativa atividade frente a varios tipos de canceres, sobretudo a leucemia

P388 (PENG et al., 1975).
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Figura 1.29- 3-[2-Bis(2’-cloroetil)-amino]etil-5,5-pentametileno-hidantoina (PENG et al., 1975)

A 5-(2-fenil-3’-indolal)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (PIT) (Figura 1.30), foi
testada no NCI frente cinquenta e quatro tipos de células tumorais humanas
representando leucemias, melanomas e canceres de pulméo, intestino, figado,
ovario, seio, prostata e do sistema nervoso central, contudo as altas doses
necessarias para a sua Otima atividade contra leucemia, nao permitiu a

continuidade de seus testes em humanos (SUZEN e BUYUKBINGOL, 2000).

O

O n
I
H-N cH® N)§s

o

H

Figura 1.30- 5-(2-fenil-3"-indolal)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (SUZEN e BUYUKBINGOL, 2000)

Por apresentar um papel importante no tratamento de varias doengas,
incluindo o cancer, os inibidores matriz metaloproteinase (MMPs) tém sido
amplamente estudados. Os derivados do acido carboxilico hidroxi-amina 1-[4-
(fldor-fenoxi)-benzil]-2-oxo-imidazolidin-4-ona e o acido carboxilico hidroxi-amina

1-[4-(naftaleno-2-il-oxi)-benzil]-2-oxo-imidazolidin-4-ona (Figura 1.31),

PITTA, M. G. R.



91

apresentaram-se como potentes inibidores da MMP-13 em uma concentragao

inibitéria Clsg a 50 % de 3 e 4 nM, respectivamente (ROBINSON et al., 2001).

SO0 0O

Acido carboxilico hidroxi-amina 1-[4-(fltior- Acido carboxilico hidroxi-amina 1-[4-(naftaleno-
fenoxi)-benzil]-2-oxo-imidazolidin-4-ona 2-il-oxi)-benzil]-2-oxo-imidazolidin-4-ona

Figura 1.31- Acido carboxilico hidroxi-amina 1-[4-(flior-fenoxi)-benzil]-2-oxo-imidazolidin-4-ona e o
acido carboxilico hidroxi-amina 1-[4-(naftaleno-2-il-oxi)-benzil]-2-oxo-imidazolidin-4-ona
(ROBINSON et al., 2001)

Kushev e colaboradores (2002) prepararam e caracterizaram novos
complexos  3-amino-ciclo-hexa-espirol-5-imidazolidina-2,4-diona  (achsh). O
complexos de platina desses derivados imidazolidinicos, [Pt(3-amino-ciclo-hexano-
espiro-5-imidazolidina-2,4-diona).Cl;] e [Pt(NH3) (3-amino-ciclo-hexano-espiro-5-
imidazolidina-2,4-diona)Cl,] (Figura 1.27), foram testados in vivo contra Leucemia

do tipo L1210. No entanto somente o Pt(NH3)(achsh).Cl,] revelou atividade

antitumoral.

3.5. Atividade esquistossomicida

Luttermoser e Bond (1954) observaram que a 5,5-difenil-hidantoina e a 5-
(p-clorofenil)-5-metil-hidantoina (Figura 1.32) apresentavam atividade frente

vermes adultos de Schistosoma mansoni em ratos portadores da doenca.
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5,5-Difenil-hidantoina 5-(p-clorofenil)-5-metil-
hidantoina

Figura 1.32- 5,5-Difenil-hidantoina e a 5-(p-clorofenil)-5-metil-hidantoina (LUTTERMOSER e
BOND, 1954)

Posteriormente, pesquisadores observaram que a 5-(2,4,5-triclorofenil)-
imidazolidina-2,4-diona e a 1-(5-nitro-tiofeno-3-il)-imidazolidin-2-tiona (Figura 1.33)
também possuem atividade esquistossomicida (WERBEL et al., 1977; BENAZET e

LEROQY, 1974).

O N H
cl N PN o Z N S\s
\ 14 \S
H OoN s
Cl |
5-(2,4,5-Triclorofenil)- 1-(5-Nitro-tiofeno-3-il)-
imidazolidina-2,4-diona imidazolidin-2-tiona

Figura 1.33- 5-(2,4,5-Triclorofenil)-imidazolidina-2,4-diona e a 1-(5-nitro-tiofeno-3-il)-imidazolidin-2-
tiona (WERBEL et al., 1977; BENAZET e LERQY, 1974)

Na procura de novos compostos esquistossomicidas, em 2004, Oliveira e
colaboradores, descreveram a sintese, a estrutura e a atividade esquistossomicida
dos derivados (Z)-3-benzil-5-benzilideno-imidazolidina-2,4-dionas, (Z)-3-benzil-5-
benzilideno-2-tioxo-imidazolidin-4-onas e (Z)-5-benzilideno-3-(2-oxo-2-fenil-etil)-2-

tioxo-imidazolidin-4-onas apresentando substituintes diferentes em posi¢cao para
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do grupamento benzilidénico (Tabela 1.4). Este estudo mostrou que entre os
derivados testados o composto (Z)-3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzilideno)-
imidazolidina-2,4-diona, apresentando um substituinte nitro no anel benzilideno, foi
0 que apresentou melhor atividade esquistossomicida in vitro, apresentando uma

mortalidade de 100 % dos vermes no final do periodo de 15 dias.

Tabela 1.4- Estrutura dos derivados imidazolidindnicos sintetizados por Oliveira e colaboradores

R, X R, R
H 0] CH, Cl
Cl 0] CH, Cl
NO, 0] CH, Cl
Br S CH, NO,
Br S CH; Cl
Br S CH,CO NO,
Br S CH,CO Cl

Neste mesmo trabalho Oliveira e colaboradores (2004), avaliaram a
susceptibilidade in vivo do S. mansoni frente ao composto (Z)-3-(4-cloro-benzil)-5-
(4-nitro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona, que mostrou uma melhor atividade in

vivo, com concentragdes de 50 mg/kg, administrada em dose unica, pelas vias oral
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(VO) e intraperitoneal (IP), e de 10 mg/kg de peso corporal, administrada cinco
vezes a cada 24 horas, pelas mesmas vias. Os resultados obtidos se encontram
na tabela 1.5 e sdo expressos em percentagem de ovos inviaveis contidos em 1 g
de fragmento intestinal de camundongos fémeas, apds 15 dias de tratamento com

este derivado.

Tabela 1.5- Percentagem de ovos em 1 g de fragmento intestinal de camundongos fémeas sob
acao da imidazolidina 5, na dose Unica de 50 mg/Kg e na dose de 10 mg/Kg, a cada 24 horas
durante cinco dias e administrada pelas vias oral (VO) e intraperitoneal (IP)

Mg/Kg mg/Kg

Controle 5x10 50 Controle 5x10 50

Percentagem de

0vos ndo viaveis 18 41 87 45 23 36 79 66
por grama de

fragmento intestinal

No ano seguinte, Albuquerque e colaboradores (2005) descreveram a
sintese, estrutura e atividade esquistossomicida dos quimioterapicos derivados
tioxo-imidazolidinicos (Figura 1.34) e avaliaram a toxicidade in vitro frente a
vermes adultos de S. mansoni nas doses de 120 e 180 pg/mL, mostrando que o
composto  3-(4-cloro-benzil)-5-(4-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-
ona na dose de 180 ug/mL, é o mais ativo da série, atingindo resposta maxima no

nono dia de contato com os vermes.
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Figura 1.34- Estrutura dos derivados tioxo-imidazolidinicos (ALBUQUERQUE et al., 2005)

Diante da comprovada atividade biolégica dos derivados imidazolidinicos
frente ao Schistosoma mansoni, que é objetivo de nosso estudo, e utilizando a
estratégia de modificagcdo molecular destes compostos. Novas imidazolidinas

foram sintetizadas, com maximas chances de sucesso de novos medicamentos.
3.6. Outras atividades

A alantoina, 5-ureido-imidazolidina-2,4-diona (Figura 1.35) possui
comprovada propriedade cicatrizante, sendo largamente empregada na industria

de cosméticos (BATEMAN, 1980 apud: ROSSI et al., 1965).
NH,CONH "l‘ ~o
H
Figura 1.35- Alantoina (BATEMAN, 1980 apud: ROSSI et al., 1965)

Constatou-se que compostos contendo a estrutura 2-tioxo-4,5-imidazolidin-

4-ona possuem atividade herbicida (STOFFEL, 1969 apud OZKIRIMLI e HAMALI,
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1995), tuberculostatica, (MIZZONI, 1960 apud OZKIRIMLI e HAMALI, 1995) e
sedativa (DANIELSON, 1965 apud OZKIRIMLI e HAMALI, 1995). A partir desses
estudos realizados por Ozkirimli e Hamali (1995), sintetizaram e testaram a
atividade hipnotico-sedativa de derivados 2-tioxo-4,5-imidazolidindnicos, tendo a
1-(benzilideno-amino)-3-ciclo-hexil-2-tioxo-imidazolidina-4,5-diona  (Figura 1.36)

como o derivado de maior atividade.

Ar—CH=N-N"~ 'N-CgH14

o) 0]

Figura 1.36- Derivados 1-(benzilideno-amino)-3-ciclo-hexil-2-tioxo-imidazolidina-4,5-diona
(OZKIRIMLI e HAMALI, 1995)

Derivados 2-substituidos-6-fluor-2,3-diidrospiro-[4H-1-benzopirano-4,4’-
imidazolidinal-2’,5’-dionas (Figura 1.37) foram sintetizadas estereoquimicamente e
exibiram atividade inibitéria de aldose redutase, tanto in vitro quanto in vivo. Entre
os derivados obtidos, o (2S,4S)-2,3-diidro-2’5’-diidrospiro-6-fluor-[4H-1-
benzopirano-4,4-imidazolidinal-2-carboxamida revelou ser o mais potente que os

correspondentes estereoisdmeros (2R, 4R) (YAMAGUCHI et al., 1994).
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Figura 1.37- Derivados 2-substituidos-6-flior-2,3-diidrospiro [4H-1-benzopirano-4,4’-imidazolidina-
2’,5'-dionas (YAMAGUCHI et al., 1994)

Nishimura e colaboradores (1998) estudaram a atividade inseticida da

imidacloprida. Os derivados da imidacloprida sintetizados (Figura 1.38)

mostraram-se ativos quando testados em larvas de insetos.

m@ N/\[_(\N—R

N
R=H, Al o,
Figura 1.38- Derivados da imidacloprida (NISHIMURA et al., 1998)

Em 2003 Robert e colaboradores sintetizaram e avaliaram a atividade
antileishmanial de novos derivados da imidazolidin-2-ona. Dois dos compostos
sintetizados, o 1-(4,6-dimetilpiridin-2-il)-3-(nafit-2-ilsulfonil)-imidazolidin-2-ona e o
1-(3-metilisoxazol-5-il)-3-(4-bromobenzil)-imidazolidin-2-ona, mostrou uma
significante atividade antileishmanial em promastigotas de Leishmania (L)
mexicana e de Leishmania infantum, com ICso na média de 8-16 umol L™ (Figura

1.39)
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1-(4,6-dimetilpiridin-2-il)-3-(nafit-2-ilsulfonil}-imidazolidin-2-ona

CHs

I\

(0]

1-(3-metilisoxazol-5-il)-3-(4-bromobenzil}-imidazolidin-2-ona

Figura 1.39- Estrutura quimica dos derivados ativos frente a promastigotas de Leishmania
(L) mexicana e de Leishmania infantum (ROBERT et al., 2003)

Mais recentemente, um grupo de pesquisadores sintetizaram e testaram a
atividade in vitro frente ao Trypanosoma brucei rhodesiense, o 4,4 -bis[1,3-bis(tert-
butoxicarboni1)-2-imidazolidinilimino]-difenilamina que apresentou uma ICs, de 48
nM, o 4,4 -bis(4,5-dihidro-1H-2-imidazolilamino)-diphenilamina uma ICsy de 69 nM,
e o} Di-tert-butil-2-(4-[4-(4-[1,3-bis(tert-butiloxicarbonil)-tetrahidro-1H-2-
imidazolilideno]-aminofenil)-piperazino]-fenilimino)-1,3-imidazolidinadicarboxilato
uma ICsp de 118 nM, mostrando uma excelente atividade in vitro, como
evidenciado com seus baixos valores da ICsp, assim como uma alta seletividade
para o parasita. A estrutura quimica destes compostos estao ilustrados na figura

1.40 (DARDONVILLE e BRUN, 2004).

PITTA, M. G. R.



S ¢
Y .Y
O/J%O o)\o
A

4,4°-bis[1,3-bis(tert-butoxicarboni1)-2-imidazolidinilimino]-difenilamina

G OO

4,4"-bis(4,5-dihidro-1H-2-imidazolilamino)-diphenilamina

OO
H

|
H

99

Di-tert-butil-2-(4-[4-(4-[1,3-bis(tert-butiloxicarbonil)-tetrahidro-1H-2-imidazolilideno]-aminofenil)

-piperazino]-fenilimino)-1,3-imidazolidinadicarboxilato

Figura 1.40- Compostos sintetizados ativos frente ao Trypanosoma brucei rhodesiense

(DARDONVILLE e BRUN, 2004)
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CAPITULO 2

SINTESE DE DERIVADOS 2-TIOXO-IMIDAZOLIDINONICOS

1. Material

1.1. Equipamentos

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho Quimis Modelo

340.27.

A cromatografia analitica em camada delgada foi efetuada em
cromatofolhas de aluminio MERCK Silica Gel 60 F254 de 0,25 mm de espessura
e a revelagao foi realizada através da luz ultravioleta (254 ou 366 nm) ou

através de vapores de iodo.

As analises espectroscopicas foram realizadas na Université de Joseph

Fourier de Grenoble, Francga.

- Espectrofotometria de absor¢do no infravermelho (1V): Espectrofotdmetro

Perking Helmer 1310, em pastilhas de KBr.

- Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN'H): Aparelho Varian

Modelo Plus 200 MHz, solvente o DMSO-dg ou CDCls.
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- Espectrometria de massas (MS): Espectrémetro Delsi-Nermag, modelo R-

1010C, sobre impacto eletrénico de 70 ev.

1.2. Reagentes e solventes

Para a obtengcdo dos novos compostos estudados neste trabalho foram
utilizados: acetato de etila; acido cloridrico; benzeno; brometo de benzila;
brometo de 4-fenil-benzila; carbonato de potassio; cianoacetato de etila; cloreto
de 4-cloro-benzila; diclorometano; etanol; éter dietilico; 3-fluor-benzaldeido; n-
hexano; metanol; 4-metil-benzaldeido; 4-metoxi-benzaldeido; piperidina;
tiocianato de aménio, todos com o grau de pureza para a sintese ou pro-

analise.

2. Metodologia

O esquema 2.1 representa o diagrama de obtencéo dos novos derivados
3-benzil-5-benzilideno-2-tioxo-imidazolidinicos (JT), os quais foram obtidos em
4 etapas. Inicialmente a N-metil-glicina ou sarcosina reage com o tiocianato de
amoénio conduzindo a 1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-1). Paralelamente,
foram obtidos os ésteres de Cope (IP) através da reagcdo de benzaldeidos
substituidos com o cianoacetato de etila, na presenca de piperidina. Para
obtencdo dos intermediarios substituidos na posicdo 5 do nucleo 2-tioxo-
imidazolidinico, reagiu-se a 1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-1) com os
diferentes ésteres de Cope (IP), obtendo-se os derivados 5-benzilideno-2-tioxo-

imidazolidin-4-onas (HT), os quais reagem com o brometo de benzila
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substituido, produzindo os derivados  3-benzil-5-benzilideno-2-tioxo-

imidazolidin-4-onas (JT).

CN

0 \
HOOC—CHy—NHCH3 *+  NH4SCN /@C_' +  HC
R H " C-OCH,CH3
o)
(0] H CN
NN~ |
1 Do
AN
N s R; C—OCH2CH3
&y ©
HT-1 1P

R; = 4-0-CHg, 4-CHg, 3-F
R, = 4-CgHg, 4-Cl, H

Esquema 2.1- Esquema geral de obtencao dos derivados 2-tioxo-imidazolidindnicos

2.1. Obtencéo da 1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-1)

Pelo aquecimento de 2 g de N-metil-glicina e de 1,69 g de tiocianato de
amonio a 140 ‘C sob uma atmosfera inerte, durante 12 horas, obteve-se um

liguido vermelho que cristalizou facilmente. Este composto, 1-metil-2-tioxo-
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imidazolidin-4-ona (HT-1) foi purificado através de lavagens sucessivas com

agua destilada, etanol e n-hexano.

O?,NH
N)\\S
¢y

HT-1

C3H4N20S M=116

Rendimento: 55 %

Ponto de fuséo: 222-224 °C

Ponto de fus&o: 229-231 °C (ROWLEY et al., 1971)

Rf: 0,30; CHCI3/CH3;0H (96:4)

A reacao iniciou-se pela eliminacdo de aménia e pelo ataque do par de

elétrons livres do atomo de nitrogénio da N-metil-glicina ao atomo de carbono

do grupamento -CN do tiocianato de aménio, formando um intermediario. Este

intermediario sofreu um ataque intramolecular pelo par de elétrons livres do

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

que favoreceu a liberagdo de agua e formagao da 1-metil-2-tioxo-imidazolidin-

4-ona (HT-1) (Esquema 2.2).
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Esquema 2.2- Mecanismo reacional de obtengéo da 1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-1)

2.2. Obtencdo dos derivados 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila (IP)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados benzaldeidos
substituidos e cianoacetato de etila, e a piperidina utilizada como catalisador e
o benzeno seco como solvente. Este baldo foi conectado ao tubo de Dean-
Starck contendo previamente 10 mL de benzeno seco. A mistura reacional foi
aquecida lentamente até a estabilizagdo da temperatura, em geral 110 °C, que
foi mantida até o término da eliminagdo da agua. Os precipitados obtidos, os
ésteres de Cope (IP), foram concentrados e purificados por recristaliza¢des

seguidas de lavagens com solventes adequados.

A estrutura geral dos derivados 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila (IP) e os

respectivos substituintes do anel aromatico.
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R N C—OCH;CH3
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IP

R= 4-O-CHa, 4-CH3, 3-F

As quantidades dos reagentes e as caracteristicas fisico-quimicas dos

derivados cianocinamicos (IP) obtidas se encontram a seguir.

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

‘CN
Hsco@ CH=C_ —

o]
4-Metoxi-benzaldeido 10 g - 0,073 mols
Cianoacetato de etila 8,3088 g — 0,07353 mols
Benzeno 80 mL
Piperidina 10 gotas
Temperatura 100 -120 °C
Purificacao Recristalizagdo em etanol absoluto
F.M. C13H13NO3
M.M 231
Rf 0,58 n-hex/AcOEt 7:3
P.F. 84 -85°C
Rdt (%) 85 %

b) 2-Ciano-3-p-toluil-acrilato de etila (IP-15)

CN

|
N C—OCH,CH3

O
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4-Metil-benzaldeido

10 g — 0,08333 mols

Cianoacetato de etila

9,41629 g — 0,08333 mols

Benzeno 80 mL

Piperidina 10 gotas

Temperatura 100 -120 °C

Purificacao Recristalizagdo em etanol absoluto
F.M. C13H13NO;

M.M 215

Rf 0,86 bez/AcOEt 95:0,5

P.F. 92-93°C

Rdt (%) 81,20 %

c) 2-Ciano-3-(3-fluor-fenil)-acrilato de etila (IP-21)

E

O

?N

CH=C

N C—OCH,CH3
o}

4-Fluor-benzaldeido

10 g — 0,08065 mols

Cianoacetato de etila

9,1129 g — 0,08065 mols

Benzeno 80 mL

Piperidina 10 gotas

Temperatura 100 — 120 °C

Purificagdo Recristalizagdo em etanol absoluto
F.M. C12H1oNFO,

M.M 219

Rf 0,76 bez/AcOEt 95:0,5

P.F. 90-91°C

Rdt (%) 83,33 %

A reacao de obtengao dos ésteres de Cope (IP) de etila apresenta um

carater reversivel, contudo a formagao dos produtos € preferencial devido a

eliminagao de agua na forma de mistura azeotropica. O mecanismo reacional é

explicado em

trés etapas,

conforme Cope e colaboradores

(1941).

Primeiramente ocorre a ionizagao do cianoacetato de etila, conduzindo a

formagao de um carbanion (Esquema 2.3).
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CN
CN - +
Hzc/ -~ HC + H

COOCH;CH3 COOCH,CH3

Esquema 2.3- lonizagao do cianoacetato de etila

Em seguida, ocorre a reagdo de condensacdo do carbanion com o
carbocation resultante da diferenga de eletronegatividade entre o carbono e o
oxigénio da funcao aldeidica presente nos benzaldeidos resultando em um

composto intermediario instavel (Esquema 2.4).

¢} CN CN

@Ci/ + He] . H — @CH ~C-COOCH,CH;
H-C
R H COOCH2CH3 R; OH H

Esquema 2.4- Reacao de condensacao entre o benzaldeido e o cianacetato

Devido a diferenga de eletronegatividade entre o carbono e o oxigénio,
ocorre o processo de desidratagdao do intermediario, obtendo-se finalmente os

derivados 2-ciano-fenil-acrilatos de etila (IP) (Esquema 2.5).

CN CN

| /
@c‘ch‘chOCchm — @ CH=C_ +  HO
Ry R COOCH,CH3

OH H i

Esquema 2.5- Formacao dos derivados 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila (IP)

PITTA, M. G. R.
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2.3. Obtencédo dos derivados 5-benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-

ona (HT)

A 1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona dissolvida parcialmente em etanol
seco juntamente com os derivados 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila (IP), em
presenca de piperidina como catalisador, foi aquecida lentamente até refluxo
durante o tempo e temperatura necessarios para a obtencdo dos novos
derivados. A reacgao foi acompanhada pela analise cromatografica em camada
delgada (CCD) através do sistema de eluicdo adequado. Os derivados da 5-
benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT) foram purificados através de

cristalizagdes sucessivas ou lavagens com solventes adequados.

_H
N

O
N
foue
Ri | s
CH3

R= 4-O-CHg3, 4-CH3, 3-F
As caracteristicas fisico-quimicas como as quantidades utilizadas na

preparagao dos derivados 5-benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT)

se encontram a seguir.

a) 5-(3-Fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-12)

F 0 H
@ Dy
HC= N

s
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1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-1)

1,39 - 0,01 mols

IP-21

2,19 g- 0,01 mols

Benzeno 30 mL

Piperidina 10 gotas

Temperatura 70-80 °C

Purificagcao Recristalizagdo em acido acético e
lavagem com agua destilada

F.M. C11HgFN2.OS

M.M 236

Rf 0,70 CHCI3/MeOH 6:4

P.F. 186 -188 °C

Rdt (%) 65 %

b) 1-Metil-5-(4-metil-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-14)

O\ N/H
we—(O)-roL %
T\‘l S

CH3

1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-1)

1,3 g - 0,01 mols

IP-15

2,15 g- 0,01 mols

Benzeno 30 mL

Piperidina 10 gotas

Temperatura 70-80 °C

Purificagao Recristalizagdo em acido acético e
lavagem com agua destilada

F.M. C12H12N20S

M.M 232

Rf 0,59 CHCI3/MeCOH 6:4

P.F. 227 -228 °C

Rdt (%) 52 %

c) 5-(4-Metoxi-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-15)

o H
O
H3CO HC = N

3 A

CH3

110
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1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-1) 1,39 - 0,01 mols

IP-6 2,31 g— 0,01 mols

Benzeno 30 mL

Piperidina 10 gotas

Temperatura 70-80 °C

Purificagcao Recristalizagdo em acido acético e
lavagem com agua destilada

F.M. Ci12H12N20,8

M.M 248

Rf 0,79 CHCI3/MeOH 6:4

P.F. 84-85°C

Rdt (%) 61 %

Os derivados 5-benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT) foram
obtidos por uma reacao de adigao do tipo Michael da 2-tioxo-imidazolidin-4-ona
com os derivados 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila (IP) em presenga de
piperidina de acordo com o método descrito por Daboun e colaboradores

(1982).

O mecanismo de reacdo para a sintese dos derivados 5-benzilideno-1-
metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT) pode ser explicado em duas etapas. A
primeira, consiste na formagdo do carbadnion na posicdo 5 do anel

imidazolidinico (Esquema 2.6)

O H SN
" IN
H S p /\\\
H N s
H N s

Esquema 2.6- Formagao do carbanion da 2-tioxo-imidazolidin-4-ona

PITTA, M. G. R.
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Na segunda etapa, o ataque do carbanion ao carbono 3 do 2-ciano-fenil-
acrilato de etila forma um intermediario, que apds sua estabilizacdo através da
eliminacdo do éster, produz os derivados 5-benzilideno-1-metil-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona (HT) (Esquema 2.7).

o}
‘CN O N NI
wod
N s
H

I &
R1@ N H N S R

C—OCH,CH3 ‘ i
fo) H

Esquema 2.7- Formacéao dos derivados da 5-benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT)

2.4. Obtencdo dos derivados 3-benzil-5-benzilideno-1-metil-2-tioxo-

imidazolidin-4-onas (JT)

Para a obtencédo dos novos compostos derivados 3-benzil-5-benzilideno-
1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT) foram colocados em um baldo de fundo
redondo as 5-benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-onas (HT), o carbonato
de potassio como catalisador e o metanol como solvente. A mistura reacional
foi mantida sob agitacdo constante a temperatura ambiente, durante 1 hora.
Em seguida, foi adicionado o brometo de benzila substituido ou ndo. Todas
reagdes foram acompanhadas por analise cromatografica em camada delgada
(CCD) através do sistema de eluicdo adequado. Os derivados do 3-benzil-5-
benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT) foram purificados por

lavagens com os solventes adequados.

PITTA, M. G. R.
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(0]
o e
He=L A
DL
CH3

Ry = 4-O-CH, 4-CHj, 3-F
R, = 4-CgHg, 4-Cl, H

As caracteristicas fisico-quimicas dos novos derivados da 3-benzil-5-

benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT) se encontram a seguir.

a) 3-Benzil-5-(3-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-

53)

R o
pyO
He={ X\
f\‘l S

CH3

HT-12

0,47 g — 0,002 mols

Brometo de benzila

0,43 g — 0,0025 mols

Metanol 5mL

K2CO3 0,304 g - 0,0022 mols

Temperatura ambiente

Purificacao lavagens com éter seco e agua
destilada

F.M. C1gH15sFN20OS

M.M 326

Rf 0,66 CHCI3/MeOH 8:2

P.F. 183-184 °C

Rdt (%) 41 %

PITTA, M. G. R.
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b) 3-Benzil-1-metil-5-(4-metil-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-

63)

e @HCIN cm@

CH3

HT-14

0,46 g — 0,002 mols

Brometo de benzila

0,43 g — 0,0025 mols

Metanol 5mL

K2>CO3 0,304 g - 0,0022 mols

Temperatura ambiente

Purificacao lavagens com éter seco e agua
destilada

F.M. C19H1gN20S

M.M 322

Rf 0,81 CHCI3/MeOH 6:4

P.F. 187 - 189°C

Rdt (%) 57 %

c) 3-Benzil-1-metil-5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-

68)

o

IN*CHZ
H3CO HC= N\
3 % :% e

\
CH3

HT-15 0,50 g — 0,002 mols

Brometo de benzila 0,43 g —0,0025 mols

Metanol 5mL

K2CO3 0,304 g - 0,0022 mols

Temperatura ambiente

Purificagcao lavagens com éter seco e agua
destilada

F.M. C19H18N202S

M.M 337

Rf 0,78 CHCI3/MeOH 6:4

P.F. 178 — 180 °C

Rdt (%) 56 %

PITTA, M. G. R.
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d) 3-(4-Cloro-benzil)-1-metil-5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-

4-ona (JT-69)

@I

CH3

HT-15

0,50 g — 0,002 mols

Cloreto de 4-cloro-benzil

0,43 g — 0,0025 mols

Metanol 5mL

K2CO3 0,304 g - 0,0022 mols

Temperatura Ambiente

Purificacao lavagens com éter seco e agua
destilada

F.M. C19H17CIN202S

M.M 372,5

Rf 0,82 CHCI3/MeOH 6:4

P.F. 217 -219°C

Rdt (%) 53 %

e) 3-(4-Fenil-benzil)-1-metil-5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-

4-ona (JT-72)

(o]
*ronO—0)
H3CO HC = N
co— DLk

CH3

HT-15 0,50 g — 0,002 mols

Brometo de 4-fenil-benzil 0,63 g — 0,0025 mols

Metanol 5mL

K2CO3 0,304 g - 0,0022 mols

Temperatura Ambiente

Purificagcao lavagens com éter seco e agua
destilada

F.M. C25H22N20,S

M.M 414

Rf 0,76 CHCIs/MeOH 6:4

P.F. 157 - 159 °C

Rdt (%) 67 %

PITTA, M. G. R.
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O mecanismo reacional de obtencédo dos derivados N-alquilados ocorre
em duas etapas (FINKBEINER, 1965). Primeiramente o atomo de hidrogénio
ligado ao nitrogénio da posi¢ao 3 do anel imidazolidinico dos derivados do 5-
benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT) é suficientemente acido
para ser suprimido em presenga de uma base, no caso carbonato de potassio

(Esquema 2.8).

(0] (0]
N\ N/H NN~ K*
*  KCO3 — 4(/\\
Ho=L_ X\ Ho= A
Ry N S Ry ' S
H H

Esquema 2.8- Formacéao do sal dos derivados da 5-benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-

ona

Em seguida, o sal de potassio atua com agente nucledfilo, atacando o
brometo ou cloreto de benzila para formar os derivados 3-benzil-5-benzilideno-

1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT) (Esquema 2.9).

(o] -, o
o % SN SRR W o
R N s R N" s
H ! \

CHj

Esquema 2.9- Formacgéao dos derivados da 3-benzil-5-benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-

ona (JT)
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3. Resultados e discussao

3.1. Andlise espectroscépica

A elucidacdo estrutural dos compostos inicialmente propostos na
metodologia deste trabalho foi observada através das caracteristicas fisico-
quimicos citados na descricdo metodoldgica e complementados por outros que
se encontram neste item. Os dados apresentados nao sé indicam a obtencéo,

como também a pureza dos produtos finais das sinteses.

As caracteristicas fisico-quimicos aqui discutidas compreendem os
espectroscopia de infravermelho (IV), espectroscopia ressonancia magnética

nuclear de hidrogénio (RMN'H), e espectrometria de massas.

3.1.1. Espectroscopia no infravermelho

Os espectros no infravermelho foram realizados em pastilha de KBr,
dando-se destaque para a citagado das bandas de absorgéo caracteristicas dos

grupos funcionais presentes nos derivados sintetizados.

Observaram-se as frequéncias de absorcédo referentes a deformagao
axial do N-H em 3090 e 3110 cm™ e as vibragdes de deformagdo da (C=0) em
uma banda de absorgao que variou entre 1670 cm™ a 1765 cm™. A vibragdo da
ligagdo dupla C=C foi observada em uma freqiiéncia entre 1570 cm™ a 1600

cm™” e a de C=S entre 1460 cm™ e 1495 cm™ (Tabelas 2.1 e 2.2).

PITTA, M. G. R.
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Tabela 2.1- Freqliéncias de absorg¢ao no infravermelho, em cm™, dos derivados 5-benzilideno-

1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-onas (HT)

COMPOSTO NH c=S c=0 c=C
o H
b
Hsco@*'cf N/\\S 3090 1495 1710 1595
(‘:H3
HT-15
o N”H
H304©HCI/\\\ 3110 1470 1765 1600
l\‘l S
CH3z
HT-14
F o) N/H
©HCIN/\\S 3090 1470 1715 1580
dha
HT-12

Espectrofotdometro Perking Helmer 1310, em pastilhas de KBr

PITTA, M. G. R.
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Tabela 2.2- Frequiéncias de absorg¢ao no infravermelho, em cm™, dos derivados 3-benzil-5-
benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT)

COMPOSTO c=s c=0 c=C
S yvee—0)
N—CH
@HCI N 1460 1680 1570
N" s
Sy
J7-53

)
N N—CHZAI :>
Hsc@ HC‘Z’:\I)\\S 1460 1770 1600

CHs

JT-63

:2’“’”'2@ 1460 1680 1590
cho—@ HC N)\\s
|

CH3

JT-68

o
\—N-CH, cl
Hm@HC:z'N by {:F 1460 1670 1590
&y

JT-69

o
“3“0@“°INKZHZ 1450 1670 1590
|

CH3

JT-72

Espectrofotdmetro Perking Helmer 1310, em pastilhas de KBr

O espectro IV dos derivados 5-benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-
ona (HT) e 3-benzil-5-benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-onas (JT) se

encontram na figura 2.1 a 2.8.
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Figura 2.1- Espectro no infravermelho da 5-(3-flior-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-12)

PITTA, M. G. R.
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Figura 2.2- Espectro no infravermelho da 5-(4-metil-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-14)

PITTA, M. G. R.
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Figura 2.3- Espectro no infravermelho da 5-(4-metoxi-benzilideno)- 1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-15)

PITTA, M. G. R.
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Figura 2.4- Espectro no infravermelho da 3-benzil-5-(3-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-53)

PITTA, M. G. R.
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Figura 2.5- Espectro no infravermelho da 3-benzil-5-(4-metil-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-63)

PITTA, M. G. R.
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Figura 2.6- Espectro no infravermelho da 3-benzil-5-(4-metoxi-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-68)

PITTA, M. G. R.
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Figura 2.7- Espectro no infravermelho da 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-metoxi-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-69)

PITTA, M. G. R.
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Figura 2.8- Espectro no infravermelho da 3-(4-fenil-benzil)- 5-(4-metoxi-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-72)

PITTA, M. G. R.
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3.1.2. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

Os espectros de RMN'H foram realizados utilizando-se como solvente o
DMSO-ds e/ou CHCD3, para todos os derivados 1-metil-2-tioxo-imidazolidinicos
(HT e JT). As multiplicidades dos sinais sao indicadas pelas seguintes
abreviagbes: singleto (s), dubleto (d), duplo dubleto (dd), tripleto (t), duplo
tripleto (dt), quadrupleto (q), multipleto (m). Os deslocamentos quimicos (d)

foram expressos em ppm e os acoplamentos em Hz.

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN1H) permitiu verificar as absor¢des caracteristicas dos prétons presentes
na estrutura dos intermediarios 5-(4-metoxi-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona (HT-15), 5-(4-metil-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-
4-ona (HT-14), 5-(3-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-
12) e dos compostos da série 3-benzil-5-benzilideno-1-metil-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona (JT).

Os deslocamentos quimicos (8) dos hidrogénios presentes nos grupos
CH-, CHy-, CHs-, NH- e anéis aromaticos dos intermediarios (HT) e dos
derivados 3-benzil-5-benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (Jm)
encontram-se descritos nas tabelas 2.3 e 2.4, respectivamente. Os espectros,

nas figuras 2.9 a 2.16.
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Tabela 2.3- Deslocamentos quimicos (3) em ppm dos derivados 5-benzilideno-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona (HT)

COMPOSTO NH (s) -CH=(s) -CHjs (s) N-CHj3 (s) Hidrogénios
Benzilidénicos
3 2 o\\ NS
Hsco—@HC:(NX\S 12,27 6,69 3,79 3,45 8,12 (d, 2H 2'6’) J=8,9
v ¢ C,L3 6,96 (d, 2H 3'5") J=8,9
HT-15
3 2 O\\ N/H
HaC A@HC:(N)\\S 12,27 6,69 2,32 3,46 7,98 (d, 2H 2'6’) J=8,1
5 C‘H3 7,21 (d, 2H 3'5") J=8,1
HT-14
F
o o v
& Hci\l/\\\s 12,44 6,73 - 3,46 9,03-9,1(m, 1H 6")
5 @ N =
Chs 7,75 (d, 1H2) J=7,8
7,39-7,49 (m, 1H 5)
HT-12

7,22 (dt, 1TH 4’) J=6,4, J=2

Aparelho Varian Modelo Plus 200 MHz, solvente o DMSO-dg ou CDCl;
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130

Tabela 2.4- Deslocamentos quimicos (3) em ppm das 3-benzil-5-benzilideno-1-metil-2-tioxo-
imidazolidin-4-onas (JT)

COMPOSTO -CH= -CH,- -CH; | N-CHs Hidrogénios
(s) (s) (s) (s) Benzilico benzilidénico
£ 9,33-9,39 (m, 1H 6
2 o_j»\—N-CHg—@ ( )
# Ho=l A 6,82 4,57 - 33 7,87 (d, 1H 2) J=7,81
5 @ |
CH
: 7,48-7,28 (m, 5H) 7,48-7,28 (m, 1H 5
JT-53 7,26-7,19 (m, 1H4’)
73 11 (d, 2H 2'6) J=8, 1
. :2-&0”2@4" 8,11 (d, 6) J=8,
e OS, A et 6,4 4,62 239 | 328 7,42-7,46 (m, 2H 2"6") 7,22 (d, 2H 3'5) J=8,1
CHs
7,31-7,35 (m, 3H 37475”) 8,11 (d, 2H) J=8,1
JT-63
2" 3"
32 © IKCHZ—©4"
”30"‘@‘“0 s | 679 4,58 3,81 3,29 7,45-7,48 (m, 2H 26”) 8,32 (d, 2H 2'6’) J=8,6
CHs
7,29-7,48 (m, 3H 37475”) 6,99 (d, 2H 3'5") J=8,6
JT-68
° 2" 3"
3 2 rj\—cm@— al
HsCO HC: N & "
Q A o0 6,39 4,57 386 | 328 7,39 (d, 2H 375”) J=8,7 8,25 (d, 2H 2'6’) J=8,8
3
7,29 (d, 2H 276”) J=8,7 6,88 (d, 2H 3'5") J=8,8
JT-69
32 O\ nocw,
HgCOA@HCJ\'NX:
sl 6,79 4,58 3,51 3,29 7,45-7,48 (m, 2H) 8,32 (d, 2H 2'6’) J=8,6
IT-72 7,29-7,48 (m, 3H) 6,99 (d, 2H 3'5") J=8,6

Aparelho Varian Modelo Plus 200 MHz, solvente o DMSO-ds ou CDCl;

PITTA, M. G. R.
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Figura 2.9- Espectro de ressonancia nuclear de hidrogénio da 5-(3-fldor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-12)
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Figura 2.10- Espectro de ressonancia nuclear de hidrogénio da -5-(4-metil-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-14)
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Figura 2.13- Espectro de ressonancia nuclear de hidrogénio da 3-benzil-5-(4-metil-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-63)
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3.1.3. Espectrometria de massas

Na espectrometria de massas, através da analise dos fragmentos obtidos
através de impacto eletrébnico e da sua abundancia relativa dos derivados
imidazolidinicos, determinamos a estrutura quimica dos intermediarios 5-(4-
metoxi-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-15), 5-(4-metil-
benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-14), 5-(3-fluor-benzilideno)-1-
metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-12) (Tabela 2.5) e dos compostos finais 3-

benzil-5-benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT) (Tabela 2.6).

Nos esquema 2.10 a 2.16 encontram-se as fragmentagbes especificas

propostas para os intermediarios (HT) e dos compostos finais (JT). Os espectros

encontram-se nas figuras 2.17 a 2.23.
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Tabela 2.5- Principais fragmentagdes e intensidades relativas dos derivados 5-benzilideno-2-tioxo-
imidazolidin-4-onas (HT)

COMPOSTO FRAGMENTOS m/z (%)
o H
N M=248
H3CO—@HCI/\\\ (100)
N s
L, M+1=249 247 233 204 161 146 92
g (21,21) 6212) | (349) | (1944) | (1184) | (546) | (7.69)
HT-15 M+2=250
(5,98)
R O M M=236
@HCI \ (58,52)
N s M+1=237 235 192 149 134 - -
&y (9,80) (100) (47) | (813) | (2876)
M+2=238
HT-12 (3,52)

Espectrometro Delsi-Nermag, modelo R-1010C, sobre impacto eletrénico de 70 ev
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Tabela 2.6- Principais fragmentagdes e intensidades relativas dos derivados da 3-benzil-5-
benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT)

COMPOSTOS

FRAGMENTOS m/z (%)

R ]
50
HC = N
N/\\ S
CH3

JT-53

M=326
(100)
M+1=327
(13,7)
M+2=328
(3,38)

293
(88,96)

235
(12,55)

148
(17,08)

148
(17,08)

o
iN*CHZ
H3C HC= N
T
CH3

JT-63

M=322
(44,19)
M+1=323
(10,97)
M+2=324
(1,29)

298
(24,19)

145
(87,74)

130
(58,71)

91
(100)

65
(43,23)

o
IN—CH2/©
H3CO—@ HC= N/\\\s
iy
JT-68

M=338
(21,64)
M+1=339
(3,18)
M+2=340
(0,32)

305
(8,64)

161
(31,91)

146
(100)

91
(41,82)

65
(17,31)

[¢)
IN—CHZ cl
H3CO HC N
s %i } N
CH3

JT-69

M=372
(13,29)
M+1=373
(3,79)
M+2=374
(6,31)

161
(22,1)

146
(100)

125
(43,36)

90
(6,54)

63
(17,79)

o
DN O=©)
cho—@Hc N
Vs

CHa

JT-72

M=414
(30,78)
M+1=415
(4,36)

167
(75.8)

166
(49,25)

165
(100)

161
(25,63)

152
(40,93)

146
(93,22)

91
(9,65)

Espectrémetro Delsi-Nermag, modelo R-1010C, sobre impacto eletrénico de 70 ev
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Esquema 2.11- Principais vias de fragmentac¢ao propostas para 5-(4-metoxi-benzilideno)- 1-

metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (HT-15)
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F o —I +
N—CHZ@
oL~
b
Ci1gHisFN,OS
M =326

M+1 =327
M+2 =328

l -CeH,NOS 1 -Gty

F o l R
. F o
? h{_CH24© @w:&—mm N
HC N)\s. e N/gs*
)
Chy

m/z =149

l_SH | m/z =235
l-H 1—CH3

R K

N CHz
.
HC C=C=NCH; Er-c=n
CH2

m/z =148 m/z =135
miz = 203

Esquema 2.12- Principais vias de fragmentagao propostas para 3-benzil-5-(3-fluor-benzilideno)-1-

metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-53)
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Ol
CHs
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l - C12H11N208 l l - CQH7NOS
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H,C jN\ —CH, Hy CH=C—NCH,
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|

m/z =91 iz = 145
CHy miz=

l_ HC=CH l l -CHs
-SH
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CH,
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\
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CH,

m/z = 289

Esquema 2.13- Principais vias de fragmentagéo propostas para 3-benzil-5-(4-metil-benzilideno)-1-

metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-63)
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Esquema 2.14- Principais vias de fragmentagao propostas para 3-benzil-5-(4-metoxi-benzilideno)-

1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-68)
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Esquema 2.15- Principais vias de fragmentagao propostas para 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-metoxi-

benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-69)
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Esquema 2.16- Principais vias de fragmentagao propostas para 3-(4-fenil-benzil)- 5-(4-metoxi-

benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-72)
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3.2. Caracteristicas configuracionais

Do ponto de vista configuracional os derivados 5-benzilideno-1-metil-2-
tioxo-imidazolidin-4-onas (HT) e os 5-benzilideno-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-
onas (JT) podem apresentar teoricamente sob as formas Z e E. As benzilideno
imidazolidinonas sintetizadas foram isoladas na forma de um unico isémero.
Estudos de cristalograficos de raios X e RMN C tem demonstrado que a
configuracdo Z é preferencial para os derivados 5-arilideno-tiazolidinonas e 5-
arilideno-imidazolidinonas (TAN et al., 1986; SILVA et al., 2001; ALBUQUERQUE
et al.,, 1986; DE SIMONE et al., 1995). De uma maneira geral, o sinal do proton
etilénico em RMN'H é mais desblindado para o isdmero Z do que para o isdmero

E. As imidazolidinonas estudadas neste trabalho apresentam a configuragao Z.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA ATIVIDADE IN VITRO DE IMIDAZOLIDINAS EM VERMES DE

SCHISTOSOMA MANSONI

1. Material

1.1. Equipamentos

Autoclave (SAKURA); balanga analitica (NEO CLAVE ASV 3001); camara
de fluxo laminar (DALTON); estufa com atmosfera umida a 5 % de CO, (SANYO);

e microscopio invertido 60x (OLYMPUS).

1.2. Substancias, meios de cultura e solvente

Moléculas bioativas desenhadas e sintetizadas no Laboratério de
Planejamento e Sintese de Farmacos - LPSF:

e 3-benzil-5-(3-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-53);

e 3-benzil-1-metil-5-(4-metil-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-63);

e 3-benzil-1-metil-5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-68);

e 3-(4-cloro-benzil)-1-metil-5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
(JT-69);

e 3-(4-fenil-benzil)-1-metil-5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
(JT-72).
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Meio de cultura RPMI 1640 (SIGMA); HEPES (SIGMA); Soro bovino fetal
(WL IMUNOQUIMICA); Penicilina G potassica cristalina, com 1.000.000 de
unidades internacionais (BANYU); Sulfato de estreptomicina (SIGMA); DMSO

(MERCK).

1.3. Material Bioldgico

Vermes adultos de Schistosoma mansoni (Cepa BH, Belo Horizonte,
Brasil);
Caramujos Biomphalaria glabrata;

Camundongos albino suigos Mus musculus.

2. Metodologia

2.1. Obtencéo de miracidios e infec¢cdo de moluscos Biomphalaria glabrata

Apods obtencéo de fezes de camundongos apds 50 dias de infecgao com S.
mansoni, o material foi homogeneizado em agua destilada, filtrado em dupla
camada de gaze e deixado sedimentar na geladeira. Apds trés lavagens, o
sedimento foi colocado em placa de Petri sob iluminagao artificial, por 30 minutos,
a uma temperatura aproximada de 28°C. Apds este periodo, verifica-se a

presenca de miracidios (STANDEN, 1952).

PITTA, M. G.R.



160

Os miracidios eclodidos foram capturados e contados. Grupos de cinco a
dez miracidios foram colocados em recipientes de vidro. Moluscos Biomphalaria
glabrata, medindo cerca de 10 mm de diametro, foram expostos individualmente a
cada grupo de miracidios, durante duas horas. Decorrido esse tempo, os
moluscos foram mantidos em aquarios. Apés 45 dias de infecgdo, os moluscos

foram expostos a fonte luminosa para eliminagao de cercarias (STANDEN, 1952).

2.2. Infecdo de camundongos com cercérias de Schistosoma mansoni

Camundongos albino suicos Mus musculus, pesando entre 20-25 gramas,
foram expostos as cercarias do S. mansoni através de imersao caudal. Assim, as
caudas dos camundongos foram expostas a suspensao cercariana, a qual continha
aproximadamente 120 cercarias por animal, durante duas horas (OLIVIER e

STIREWALT, 1952).

2.3. Perfuséo porta-hepatica

Apods 45-50 dias da infecgdo, a obtencdo de vermes adultos de S. mansoni se
da através da perfusdo do sistema porta-hepatico dos camundongos (DUVALL e
DEWITT, 1967). Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e em
seguida colocados em decubito dorsal para exposicdo do aparelho digestivo; a veia
cava é secionada e, através de injecao intracardiaca com salina estéril, os vermes
foram expulsos e coletados em placas de Petri contendo meio de cultura RPMI 1640.

Os ensaios foram devidamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagéo
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Animal da Universidade Federal de Pernambuco, conforme Processo N° 185/2004, de

acordo com a Lei 9605 Artigo 32 Decreto 3179 — Art 17 (Anexo).

2.4. Preparacdo do meio e das solu¢cdes para o cultivo de vermes adultos de

Schistosoma mansoni

O procedimento experimental recomendado para avaliagdo da suscetibilidade
in vitro do S. mansoni esta de acordo com os trabalhos desenvolvidos por Badr e
colaboradores (1999) e Barth e colaboradores (1996). Foi utilizado o meio RPMI
1640, suspenso em agua mili-Q preparada de acordo com as indicagbes do
fabricante, acrescido de HEPES a uma concentragdo de uso 20 mM e pH = 7,
Penicilina 100 Ul/mL, Estreptomicina pesada de forma que a concentragao final seja

100 pg/mL e soro bovino fetal a 10 %.

2.5. Avaliacdo da suscetibilidade in vitro do Schistosoma mansoni

Apods remocao dos vermes adultos de S. mansoni do hospedeiro definitivo por
perfusdo porta-hapatica, estes foram lavados em meio RPMI 1640, acrescido de
HEPES 20 mM pH = 7,5 e suplementado com Penicilina (100 U/mL), Estreptomicina
(100 pg/mL) e soro bovino fetal (10 %). Em seguida, pares de vermes foram
transferidos para placas estéreis, de 35 mm de didmetro, contendo 2 mL de meio e

incubados a 37 °C, em atmosfera imida contendo 5 % de CO,. Apés um periodo de
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duas horas de adaptacdo ao meio, os derivados 2-tioxo-imidazolidinicos objeto de
estudo foram adicionados em concentragdes preestabelecidas. Os parasitos foram
mantidos durante 8 dias, sendo monitorados a cada 24 horas para avaliagdo dos
seguintes parametros: atividade motora, alteragcbes no tegumento, taxa de
mortalidade e pareamento. Os vermes eram considerados inviaveis quando apés 3
minutos de observacdo, nao era observado nenhum movimento. Nas mesmas
condigdes de ensaio, os vermes do controle foram tratados com igual volume de meio

e também do solvente utilizado para dissolugdo das substancias.

3. Resultados e Discussao

Na avaliagdo da susceptibilidade in vitro do Schistosoma mansoni frente
aos cinco novos derivados 2-tioxo-imidazolidin-4-onas (JT-53, JT-63, JT-68, JT-
69, JT-72) utilizou-se concentragdes de 80,5; 161,0; 322,0; 644,0 uM. Os vermes
adultos de Schistosoma mansoni foram observados a cada 24 horas, durante 8

dias.

A figura 3.1 mostra a cinética de mortalidade das 2-tioxo-imidazolidin-4-

onas em estudo.
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Figura 3.1- Cinética de mortalidade de vermes adultos de Schistosoma mansoni durante oito dias de
cultura (RPMI 1640), em presenga das 2-tioxo-imidazolidin-4-onas: JT-53, JT-63, JT-68, JT-69 e JT-72
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Ao final do oitavo dia de ensaio, constatou-se que na dose de 644,0 uM
todas as substancias testadas provocaram efeito maximo, ou seja, ocasionaram a
mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni, enquanto o grupo controle
permaneceu viavel. Destaca-se que nesta concentracdo os compostos JT-53, JT-
63 e JT-72 provocaram a resposta maxima com 48 horas de contato com os
vermes. Por sua vez os compostos JT-68 e JT-69 alcangcaram a resposta maxima
com 72 horas de contato. Ressalta-se, ainda, que nesta dose, quando se compara
a resposta biolégica provocada pelos compostos JT-68, JT-69 e JT-72 (Figura
3.2), cuja diferencga estrutural consiste, respectivamente, na presenga dos atomos
de hidrogénio e cloro e do radical fenila em posi¢cao 4 do grupo benzil, o composto
JT-72 obteve a resposta maxima com 48 horas de contato com os vermes,
enquanto que JT-68 e JT-69 esta resposta foi alcangada com 72 horas. Estes
resultados indicam que, provavelmente, a atividade esquistossomicida seja
favorecida pelo aumento da lipofilia (logP o/w: JT-68 = 4,40; JT-69 = 5,11; JT-72 =
6,28; calculados pelo método de Igor V. Tetko e Vsevolod Yo Tanchuk,

http://146.107.217.178/acs/acs_alogps.pdf).

PITTA, M. G.R.



165

N
S

o o
O O]
cho@Hof PN H3CO—©HC— PN
| S |

CH3 CH3

H3CO HCO N\CH2
co—Qpred X,

CH3

Figura 3.2- Coeficiente de particdo dos compostos JT-68, JT-69 e JT-72 calculados pelo método de
Igor V. Tetko e Vsevolod Yo Tanchuk, http://146.107.217.178/acs/acs_alogps.pdf

A analise dos efeitos dos substituintes no anel benzilideno nos compostos
JT-53, JT-63 e JT-68 (Figura 3.3) mostra mais uma vez um efeito positivo da
lipofilia sobre a atividade bioldgica (logP o/w: JT-53 = 4,62; JT-63 = 4,98; JT-68 =
4,40; calculados pelo método de Igor V. Tetko e Vsevolod Yo Tanchuk,

http://146.107.217.178/acs/acs_alogps.pdf).
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Figura 3.3- Coeficiente de particdo dos compostos JT-53, JT-63 e JT-68 calculados pelo método de
Igor V. Tetko e Vsevolod Yo Tanchuk, http://146.107.217.178/acs/acs_alogps.pdf

Na dose de 322,0 uM, o composto JT-72, quando comparado aos
compostos JT-68 e JT-69, apresentou resposta maxima no quinto dia de contato
com os vermes; igualmente nesta concentragédo, JT-68 e JT-69 alcangcaram esta

atividade bioldgica no sétimo e oitavo dia, respectivamente.

Os compostos JT-63, JT-68 e JT-69, ao final do oitavo dia de experimento,
nao causaram letalidade na dose de 80,5 uM; nesta concentragéo, JT-53 e JT-72

provocaram mortalidade em cerca de 9 e 16 % dos vermes, respectivamente.

O grupo controle permaneceu viavel durante todo o periodo de
ensaio. Utilizando o microscépio invertido (60 x), observou-se que todas as
substancias testadas causaram danos na superficie dos vermes. O efeito deletério
aumentou com o tempo de exposicdo dos vermes aos compostos estudados.
Adicionalmente, observou-se que a atividade esquistossomicida seguiu uma

relagcado dose-resposta dependente.

PITTA, M. G.R.



167

CONCLUSOES

PITTA, M. G.R.



168

CONCLUSOES

Em vista do possivel desenvolvimento de tolerdncia ou resisténcia aos
farmacos em uso e o fato de se estimar uma prevaléncia mundial de cerca 200
milhdes de pessoas, ndo apenas justifica, mas aponta a necessidade do imediato

planejamento e desenvolvimento de novos agentes esquistossomicidas.

Uma vez comprovada a eficiéncia na atividade esquistossomicida de alguns
compostos que apresentam o nucleo imidazolidinico, tendo como exemplo o
niridazol, a comunidade cientifica percebeu a relevante importancia em sintetizar

novas moléculas e testa-las frente ao Schistosma mansoni.

Diante disto, os resultados obtidos neste trabalho conduziram as seguintes

conclusoes:

e Foram sintetizados cinco novos compostos imidazolidinicos potencialmente
ativos frente ao Schistosoma mansoni: 3-benzil-5-(3-fluor-benzilideno)-1-
metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-53), 3-benzil-1-metil-5-(4-metil-
benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-63), 3-benzil-1-metil-5-(4-
metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-68), 3-(4-cloro-benzil)-1-
metil-5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-69) e 3-bifenil-

4-ilmetil-1-metil-5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (JT-72);
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¢ Os compostos sintetizados tiveram suas estruturas comprovadas através
da espectroscopia de infravermelho, da ressonancia magnética nuclear de

hidrogénio e da espectrometria de massas;

e Os compostos imidazolidinicos estudados, em diferentes concentragdes,
provocaram consideraveis efeitos sobre a mortalidade, pareamento,
atividade motora e integridade do tegumento de vermes adultos de
Schistosoma mansoni mantidos in vitro. Entre os compostos estudados,
destacaram-se JT-53, JT-68 e JT-72 por garantir 100 % de mortalidade dos
vermes tratados ao final do periodo de tratamento nas concentragdes de

322 e 644pumol/L.

A possibilidade de complementacédo e aprofundamento aos conhecimentos
adquiridos, visando, sobretudo, a sintese de novos analogos estruturais
imidazolidinicos, a determinagcdo da contribuicdo dos grupos substituintes a
atividade bioldgica, os estudos das relagdes entre estrutura quimica e atividade
bioldgica para identificacdo do grupo farmacéforo e elucidagédo do mecanismo de
acao a nivel molecular e a avaliagdo da atividade in vivo, € de fundamental

importancia para dar continuidade a esta pesquisa.
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Synthesis and physico-chemical properties of 3-benzyl-5-(4-flucro-benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-imi-
dazolidin-4-ones, 5-benzylidene-3-(4-nitro-benzyl)-2-thioxo-imidazolidin-4-ones and 4-acridin-9-ylmethyl-
ene-1-benzyl-5-thioxo-imidazolidin-2-ones compounds are described. These thioxo-imidazolidine -deri-
vatives were prepared by alkylation and condensation with 4-fluoro-benzaldehyde or nucieophilic’
Michae! addition with cyanoacrylates. The schistosomicidal activity of 3-benzyl-5-(4-fluoro-benzyli-
dene)-1-methyl-2-thioxc-imidazolidin-4-one compounds was evaluated.

1. Introduction

Imidazolidine compounds are used for the treatment of
schistosomiasis infections. Their efficacy is good but has
serious drawbacks (Robinson etal. 1970; Waruiru 1992).
This work describes the synthesis and the physicochem-
ical properties of 3-benzyl-5-(4-fluoro-benzylidene)-1-
methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-ones, ~ 5-benzyidene-3-(4-
nitro-benzyl)-2-thioxo-imidazolidin-4-ones and 4-acridin-
9-ylmethylene- I-benzyl-5-thioxo-imidazolidin-2-one com-
pounds. These derivatives were synthetised using two dif-
ferent general routes. The first process used was condensa-
tion with various benzaldehydes while the second was
nucleophilic addition with cyanoacrylates. The synthesis
of some 5-aryldene-3-benzyl-4-thioxo-imidazolidin-2-ones
and 5-aryldene-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-ones has
been reported in previous papers (Albuquerque et al. 1999;
Branddo etal. 2000; Silva etal. 2001; Andrade etal.
2002).

2. Investigations, results and discussion
2.1. Synthesis of the compounds

The  3-benzyl-5-(4-fluoro-benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-
imidazolidin-4-ones were synthesized in three stages. Initi-
ally I-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-one (1) was pre-
pared using I-methyl-glycine and ammonium thiocyanate
(Romley etal. 1971). Then, the 1-methyl-2-thioxo-imida-
zolidin-4-one reacts with 4-fluoro-benzaldehyde in DMF in
the presence of sodium methoxyde (Krapcho 1973) to
form  5-(4-fluoro-benzylidene)- 1-methyl-2-thioxo-imidazo-
lidin-4-one (2). The alkylation of this compound was car-
ried out in the presence of potassium hydroxide and benzyl
halides in alcoholic medium (Finkbeiner 1965). 3-Benzyl-
5-(4-fluoro-benzylidene)- 1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-
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ones 3—6 were thus obtained. In addition, some other new
S-arylidene or 5-{3-indolylmethylene) 3-(4-nitro-benzyl)-2-
thioxo-imidzazolidin-4-ones 20-25 were obtained by nu-
cleophilic Michael addition of 2-thioxo-imidazolidin-4-one
7 to aryl-substituted ethyl-(2-cyano-3-phenyl)-acrylates 8-
12 or ethyl-[2-cyano-3-(3-indol)}-acrylate 13. The S-aryli-
dene or 3-(3-indolylmethylene)-2-thioxo-imidazolidin-4-
ones 14-19 ohtained were alkylated using 4-nitro-benzyl-
chloride in the presence of potassium hydroxide. The 4-
acridin-9-yimethylene-1-benzyl-5-thioxo-imidazolidin-2-o-

ne derivatives 32-33 were only synthesized by nucleophi-
lic addition of substituted 3-benzyl-4-thioxo-imidazolidin-
2-ones 29-30, to 9-[ethyl-(2"-cyano)-acrylate]-acridine 31.
In fact, direct condensation of 9-acridinaldehyde with the
substituted imidazolidine-2-ones 2930 did not lead to the
expected 4-acridin-9-ylmethylene-1-benzyl-5-thioxo-imida-
zolidin-2-ones 32-33, but to that obtained using 2-thioxo-
imidazolidin4-one. After alkylation of imidazolidin-2-4-
dione 26 with benzyl halides, the oxo group in position 4
of substiuted 3-benzyl-imidazolidine-2,4-diones 27-28
was replaced by thioxo with tetraphosphorous decasulfide.
The 9-methyl-acridine starting product for the preparation
of 9-acridinaldehyde, was obtained from diphenylamine
with zinc dichloride in an acetic acid medium (Silva et al.
2001; Tsuge etal. 1963). Subsequently, oxidation of 9-
methyl-acridine with pyridinium chlorochromate gave 9-ac-
ridinaldehyde (Silva et al. 2001; Mosher and Natale 1995).
The condensation with ethyl cyanoacetate in the presence
of piperidine in hot anhydrous benzene leads to the 9-
[ethyl-(2"-cvano)-acrylate]-acridine 31 (Scheme).

The thioxoimidazolidines 2-6, 14-25 were isolated in
single isomer form. X-ray crystallographic studies have
demonstrated the preferred Z configuration for S-arylide-
neimidazolinone (De Simone et al. 1996), The study using
coupled spectrometry ’C-'"H NMR, determining the *Jcy
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coupling constant value between the ethylene proton and
the carbon atom located at the a position of the exocyclic
bond for 1-methyl-3-(4-chloro-benzyl)-5-(4-chloro-benzyli-
dene)-imidazolidine-2,4-dione also suggests a Z configura-
tion (Silva etal. 2001), The molecular mechanics study
using the Hyperchem and Mopac programs for 3-benzyl-
5-benzylidene- | -methyl-2-thioxo-imidazolidin+4-one com-
pounds confirmed likewise that the Z isomer is also, from
the thermodynamic point of view, the most stable (Bran-
diio et al. 2000).

2.2. Biological activity
2.2.1. Schistosomicidal activity

The BH (BH - Belo Horizonte, MG, Brazil) strain of
Schistosoma mansoni is routinely maintained at LIKA
(Keizo Asami Immunopathology Laboratory) by standard
passage through Biomphalaria glabrata snails provided by

the Department of Tropical Medicine (University Federal
of Pemambuco). Adult schistosomes, obtained by perfu-
sion using dissecting needles, were recovered from the me-
senteric and portal veins of untreated Swiss albino mice,
weighing 18-22 g, infected 8-12 weeks earlier (Duvall
and Dewitt 1967). There are models available which can
be used to study the susceptibility of 5. mansoni adult
worms to drugs in vitro (Mercer and Chapell 1985). Both
males and females were examined in the experiments. The
worms were maintained in a RPMI-1640 medium (Sigma)
buffered to pH 7.5, supplemented with HEPES (20 mM),
10% foetal bovine serum (Cultilab), penicillin (100 U/mL),
and streptomycin (100mg/mL). Incubation was carried out
at 37 °C in a humid atmosphere containing 5% CO,. The
effect of 3-benzyl-5-(4-fluoro-benzylidene)- 1-methyl-2-
thioxo-imidazolidin-4- ones compounds 3-6 on the viabi-
lity of on S. mansoni was examined by incorporating the
drugs into the medium employed for parasite culture. The

100
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E E 0 Survival of schistosomes maintained
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drugs, at appropriate concentrations, were dissolved in
DMSO (1.5% wv/v). This solvent concentration did not af-
fect the worms’ mortality, pairing, or motility. In all experi-
ments two adult worms, unpaired were placed in multi-
well plastic tissue culture dishes containing 3 mL of med-
ium. A minimum of 30 worms was used in each treatment
and control group. The worms viability was observed
using an inverted microscope (60 x ) for 15 days after addi-
tion of the drugs. The worms already treated with DMSO
were included as a control in every experiment. Praziquan-
tel was chosen as the standard control. Parasites were con-
sidered dead when no movement could be detected over a
3-min period, Strict aseptic techniques were used through-
out the experiments.

The viability of adult worms was observed in vitro during
incubation with 120 or 180 pg/mL of thioxoimidazolidine
derivatives 3-6. The Fig. shows that up to the 7* day no
mortality was observed in the worms, either male or fe-
male, at 120 pg/mL of 3. On the 11* day of the assay all
the worms, in the case of both doses, had shown sensitivity
to this compound. After 15 days a maximum response had
been obtained for the female worms. A relationship was
also observed between time- and dose-dependent response.
The para-chloro-benzyl compound 4 was the most active
of the series. From the 3" day of contact with this com-
pound onwards the female worms, at a dose of 180 pg/
mL, showed sensitivity, and by the end of the period of
the assay no parasites had survived. The maximum re-
sponse was reached on the 7% day with the female worms
incubated with 180 pg/mL. This compound also showed a
relation between time- and dose-dependent response. The
results obtained with the para-bromine-benzyl compound
5 were atypical in terms of the dose-response relation.
However, by the end of 15" day. the females had proved
to be more sensitive than the males, in the case of both
doses. With the compound 6 where the fluorine atom is
present in the para position of two aromalic rings, from
the 8™ day onwards the male worms showed sensitivity to
the dose of 180 pg/mL, and the female worms at both
doses. With this compound the maximum response was
not achieved, but the females showed greater sensitivity
than the males. The action of praziquantel, at a dose of
60 pg/mL showed that females and males began to show
signs of sensitivity from the first day and by the end of
the 15" day, no parasite had survived,

The motility of the worms was considerably reduced after
24 h of contact with the drugs. By way of microscopic
observation, alterations in the worms tegument were ob-
served. With 3, at a dose of 120 pyg/mL, the male worms
showed bending and shortening of the body, suggesting a
contraction of the longitudinal muscles. With compound
4, the females showed many bubbles when the 180 pg/mL
dose was used. Compound 6 caused degeneration in the
internal structure of the worms, leading to a loss of trans-
parency. It should be pointed out that the surviving
worms, at the end of the assay period, showed imeversible
alterations to the tegument and discrete movements. Con-
trol groups were not affected for up to 15 days of observa-
tion and all these worms remained paired throughout the
observation period and exhibited vigorous activity.

The results presented demonstrate that 4, at a dose of
180 pg/mL. is the most active of the series, achieving a max-
imum response by the 9™ day of contact with the worms.
Except for compound 5, the effectiveness of the deriva-
tives studied was observed to be dose-dependent. At the
end of the experiment the worms in the control groups
remained viable. A great difference in the biological re-
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sponse was observed between the four composites of the
series due 1o the different substitutes in the benzyl ring.
The impossibility of determining a dose-response relation
in the case of 5 is, perhaps, due to the presence of the
voluminous bromine atom. The mechanism through which
the antiparasitic effect is mediated still remains unknown.
The potency of these derivatives might be taken as a basis
for the development of new antischistosomal compounds.

2.2.2. Toxicological data

Adult Swiss albino mice of both sexes weighing between
25 and 35 g, were acquired from the Bioterium of the De-
partment of Physiology and Pharmacology at the Federal
University of Pernambuco. The animals received as much
water and food (Labina™) as requested and were kept un-
der controlled lighting conditions (12 h light/dark cycle)
and temperature (23-26 °C).

Seventy mice, deprived of food for 12 h, were divided
randomly into 14 groups (n= 5/group). Subsequently, the
compounds 3-6 were diluted in DMSO (1.5%, v/v) and
administered orally in doses of 40, 200 and 1000 mg/kg
with a volume of 0.1 mL/10g. The control groups re-
ceived saline solution (NaCl 0.9%) and DMSO in the
same volume. After oral administration, the animals were
carefully observed for 6 h on a flat surface and then trans-
ferred to their respective cages and observed at regular
intervals for 96 h. Effects seen were as follows: excite-
ment or depression of the central nervous system, stereo-
typed movements, piloerection, spontaneous movement,
diarthoca. These observations were noted using the table
designed by Malone (1977).

The administration of compounds 3-6 did not produce
any alteration in the behaviour pattern of the animals in
comparison to the control groups. No mouse from any
group died. These data show that, in principle, compounds
3-6 exhibit low levels of toxicity, even when adminis-
tered in high doses.

3. Experimental

Melting points were measured in a capillary tube on Bichi (or Quimis)
apparatus, TLC was performed on silicagel plates Merck 60 Fawy, IR of
1% KBr pellets were recorded on a Bruker IFS66 spectrometer or Perkin
Elmer 1310 for 2-6, 17. '"H NMR spectra were recorded on a Bruker AC
300 P spectrophotometer or Bruker AC 200 FT for 2-6 in DMSO-d,
MS, by electronic impact 70eV, were recorded on Delsi-Nenmag R 1010 €
spectrometer or HP G1019A for 3-6, 32, 33, The intensity of the molecu-
lar peaks is given compared to the most intense peak M*{%). The frag-
i b 4 were in accond. with the suggested,
The published chemical data for 1 (Brandio et al. 2000), 8 (Le Moal et al.
1966), 9, 1215, 18, 19 (Brandfio etal. in press), 27 (Lima etal. 1992),
28 (Finkbeiner 1965), 29 (Albuquerque etal. 1995), 30 (Valls et al. 1985)
and 31 (Silva et al. 2001) were not reported.

3.1. 5.(4-Fl i o R thyle2-thit imidazolidin-4-one (2)

A mixture of 1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-d-one (1) (1.3 g. 10 mmol),
4-fluoro-benzaldehyde (1.86 g, 15mmol) and sodium acetate (2.5g) in
10 mL of acetic acid was refluxed for 3 h. After cooling, the precipitated
product was washed with water and acctic acid. Yield 57%. M.p. 222-
224 °C. Ry (CHC1;:CH;OH 96:4) 0.7. IR em™' (KBr): v 3100, 1730,
1630, 1490, 1160, 840 cm~'. RMN 'H (6 ppm DMSO dg): 3.45 (s, 3H
NCH,), 6.74 (s, CH ethylenic), 7.56 (1. 2H benzylidene, 1 =89 Hz), 8.13
(dd, 2H benzylidene, J = 5.7 Hz): 12.37 (s, 1 H NH).

C) HyFN,OS

3.2, 3-Benzyl-5-(4-fT benzylidene)-1
ones: general procedure

A solution of sodium hydroxide (0.12 g, 2.2 mmol) in methanol (3 mL)
was added drop-wise 0 a stirmed suspension of 5-(4-fluoro-benzylidene)-1-
methyl-2-thioxo-imidazolidin-4 (047 g, 2 mmol) in methanol (2 mL).
After 10 min of contact, the benzyl halide (2.5 mmol) was added and left
at room temperature for 24 h. After cooling, the precipitate was filiered

T T FRE S 1 TS|
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and washed with water and diethyl ether. The benzylidene imidazolidines
resulting from this reaction showed a degree of purity sufficient for the
analyses and antishistosomal assays.

3.2.1. 3-Benzyl-5-{4-Muoro-benzylidene )- 1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4 -
one (3)

Yield 0%, Mp. 220-222°C. TLC, (CHCl:: CHyOH 99:1) R, 091, IR
em™! (KBr): v 1674, 1610, 1595, 1458, 1389, 1153, 831 emL. 'H NMR
(5 ppm DMSO ) 3.3 (s, 3H NCHy), 4.57 (s, 2H NCH;). 6.83 (s, CH
ethylenic), 731-7.49 (m, SH benzyl), 7.25 (. 2H benzylidene,
J=8.8 Hz), 833 (dd, 2H benzylidenc). M5 miz (%): 326 (M* 19.5), 293
(100), 235 (6.2), 145 (6.5), 134 (9.1).

CiaHysFNOS

322 3-(4-Chloro-benzyl)-3-(4 - fluoro - benzylidene) -1 - methyl -2- thioxo -
imidazolidin-4-one (4)

Yield 33%. M.p. 218-220 °C. TLC, (CHCL:: CHyOH 98:2) R 091, IR
em ! (KBry: v 1684, 1594, 1453, 1373, 1152, 826 cm ", 'H NMR (5 ppm
DMSO de): 329 (s, 34 NCHy). 4.57 (s, 2H NCHy), 684 (s, CH ethyle-
nic), 7.25 (t, 2H benzylidene, 1 = 8.9 Hz), 74 (d. 2H benzyl, J = 8.4 Ha),
7.5 (d, 2H benvyl, J=8.4 Hz), 833 (dd, 2H benzylidene). MS m/z (5):
360 (M* 100), 327 (92.7), 292 (41.8), 235 (64). 148 (40.5), 134 (50.2).
CiyHyCIFN OS5

323 3-(4-Bromp-benzyl)-5-(4-fluoro-benzylidene )- |- methyl -2- thioxo -im-
idazolidin-4-one (5)

Yield 69%. M.p. 215-217°C. TLC, (CHCl,: CH,OH 98:2) R; 0,76. IR
cm™! (KBr): v 1689, 1612, 1595, 1453, 1374, 1158, 837 cem~'. 'H NMR
(5 ppm DMSO dg): 3.29 (s, 3H NCH5), 4.55 (s, 2H NCH,), 6.83 (s, CH
etbylenic), 725 (1, 2H benzylidene, J=~8.8Hz), 743 (4. 2H benzyl,
I=R83H7), 754 (d, 2H benzyl, 1 =82 Hz), 833 (dd. 2H benzylidene).
MS miz (%): 404 (M™ 100), 406 (100), 373 (65.7). 371 (59), 292 (74.3),
235 (58.5), 148 (36.3), 134 (35.1).

C s, BIFN-0S

3.2.4, 3-(4-Fluoro-benzyl)-5-(4-fluoro-bengylidene) - 1-methyl -2-thioxo-im-
idazolidin-4-one (6)

Yield 54%. M.p. 220-222°C. TLC, (CHCl;:CH;0H 98:2) R; 0,85 IR
cm™! (KBr); v 1674, 1616, 1600, 1510, 1463, 1242, 1160, 837cm™". 'H
NMR (5 ppm DMSO dy): 329 (s, 3H NCH3), 4.57 (s, 2H NCHy), 6.84
(s, CH ethylenic), 7.17 (1. 2H benzyl, J=8.8 Hz), 7.25 (1, 2H benzyli-
dene, J=8.8 Hz), 7.54 {dd. 2H benzyl), 8.33 (dd. 2H benzylidene). MS
mlz (%) 344 (M™ 100), 311 (66.5), 235 (25.1), 148 (25.8), 134 (26.2).
CigHuFN-08

A3, F-Aryl-2-cyano-ethyl acrylates: general procedure
An equimolar (23 mMol) mixture of aldehyde and ethyl cy dis-
solved in benzene (20 mL) with piperidine (3 drops) was heated at 110

120 °C for 4-7 h. Upon cooling the precipitated product was recrystallized
from ethanol.

3.3.1. 2-Cyano-3-{4-dimethylamino-phenyl)-ethyl acrylate (10)

Yield, 50%. Ry, CaHy: AcOEL (95:5), 061, F 122-123°C. IR (cm™'):
3775, 2993, 2209, 1705, 1612, 1560, 1527, 1383, 1274, 1184, 1086, 838,
"HNMR (b ppm DMSO dy): 1.28 (1, 3H CHy, J =69 Hz), 3.83 (s, 6H
NCH,), 4.26 (g, CHy, 1 =69 Hz), 6.84 (d, 2H Ar, J=9 Hz), 7.96 (d, 2H
Ar, J=9.3 Hz), 8.11 (5, CH ethylenic).

CraH N0,

3.3.2. 2-Cyano-3-{4-methoxy-phenyl)-ethyl acrylate (11)

Yield, 36%. Ry, CgHg: AcOE (95:5), 0.75. F, §1-83 "C. IR (em~): 2993,
2216, 1717, 1586, 1561, 1261, 1185, 1019, 838. 'H NMR (5 ppm DMSO
dg) 129 (1, 3H CH,, J=72Hz), 383 (s, 3H OCH;), 429 (q. CH,,
J=6.9Hz), 7.14 (4. 2H Ar, 1=9 Hz), 8.07 (d. 2H Ar, =9 Hz), 8.29 (5,
CH ethylenic).

CysHiNOy

2.thi: imis

3.4, 5-Arylid +ones: general p d

An equimalar (4.3 mMol) mixture of 2-thioxoimidazolidin-4-one, 7 (0.5 &)
and 3-aryl-2-cyanoethyl acrylate 10, 11 dissolved in ethanol (10mL) with pi-
peridine (250 pl.) was heated at 80-90 °C for 6-8 h. After cooling, the pre-
cipitated product was recrystallized from ethanol (16) or acetic acid (17).

L2 thi FAT )

4L 544-Dimethylamino-benzylid lidin4-one (16)

Yield 50%. M.p. 251-253°C. TLC, (n-hex.: AcOEt 60:40) Ry 0,61, IR
cm™! (KBr) v 3811, 3087, 1732, 1713, 1640, 1589, 1482, 1374, 1320,
1185, 1164, 809 cm™'. '"HNMR (5 ppm DMSO di): 3 (s, 6H NCHy),

16

6.43 (s, CH ethylenic), 6.72 (d, 2H benzylidene, J =9 Hz), 7.64 (d, 2H
benzylidene, J=8.7 Hz), 12.02 (s, 2H NH). MS m/z (%); 247 (M* 100),
159 (5.1), 89 (9.5).

Ci:HNOS

v adiey

34.2. 5-{4-methoxi-benzylidene)-2-thi 4-one (17)

Yield 72%. M.p. 260-262°C. TLC. (n-hex.: AcOEt 70:30) R, 0,57, IR
an™! (KBr): v 3140, 1715, 1640, 1590, 1510, 1475, 1365, 1255, 1170,
820 cm™'. 'H NMR (& ppm DMSO de): 3.81 (s, 3H OCH,), 6.47 (s, CH
ethylenic), 6.99 (d, 2H benzylidene, J=8.7 Hz), 7.75 (d, 2H benzylidene,
J=8.7 Hz), 12.25 (s, 2H NH). M5 m/z (%); 234 (M* 100), 147 (33.4),
132 (23.2), 117 (6.4), 103 (7.4).

CiiHioN:O:S

3.5, S-Anylidene or 5-(1H-Indol-3-ylmethylene)-3-(4-nitro-benzyl)-2-thi-
L e : "

394 s [Ty Ty o

A solution of 5-sub 1419, (0.4 mMol),
potassium carbonate (0.48 mMol) in ethanol (2 mL) was stirred a1 room
temperature for 1 h. Then 4-niro-benzyl chloride (0.4 mMol) was added
and the mixture was agitated for 18-24 h, Upon cooling in an ice bath, the
product precipitated and was collected and washed with n-hexane, methanol
and water,

1.5.1. 5-(4-Chloro-benzylidenc j-3-(4-nitro-benzyl)-2-thioxo-imidazolidin-4 -
one (20)

Yield 68%. M.p. 219-220°C. TLC, (n-hex: AcOEL 60:40) Ry 0,52. IR
em™' (KBri: v 3081, 2809, 1717, 1683, 1633, 1518, 1349, 1184,
712em™". 'H NMR (5 ppm DMSO di): 4.69 (s, 2H NCH.), 6.75 (s, CH
ethylenic), 7.52 (d, 2H benzyl, J=84Hz), 8§15 (d. 2H benzyl,
1=84Hz), 78 (d, 2H benzylidene, J =8.7 Hz), £.23 (d, 2H benzylidene,
1=R7Hz), 1189 (s, TH NH) MS m/z (%): 373 (M* 58), 204 12.3).
106 (22.1), 89 (100), 77 (22.8).

Ci7H;CIN,O.S

3.5.2. 5-(4-Benzyloxy-benzylidene J-3-(4-nitro-benzyl)-2-thioxo-imidazoli-
din<4-one (21)

Yield 71%. M.p. 209-211 °C. TLC, (n-hex: AcOEr 50:50) Ry 0.6, IR
cm™! (KBr): v 3071, 2833, 1711, 1634, 1599, 1511, 1344, 1253, 1167,
734 cm”'. 'H NMR (S ppm DMSO dg): 4.67 (s. 2H NCHy), 5.19 (s, 2H
OCHz), 6.72 (s, CH ethylenic), 7.1 (d, 2H benzyl, J=9Hz), 7.8 (d, 2H
benzyl, 1=9 Hz), 8.1 (d, 2H benzylidene, J = 8.7 Hz). 8.21 (dd, 2H benayl-
idene, 1=6.9, 2,1 Hz), 11.73 (s, 1H NH). M8 miz (%); 445 (M* 7.3),
106 (12.1), 91 (100), 77 (21.7).

anwN;O..S

3.5.3. 5-(4-Dimethylamino-benzylidene )3+ (4 -nitro-benzyl) -2-thioxo-imidu-
zolidin4-one (22)

Yield 87%. M.p, 215-216 °C. TLC, (n-hex: AcOEr 50:50) R; 0,75. IR
cm”! (KBr): v 3067, 2807, 1695, 1586, 1530, 1372, 1345, 1167, 944,
819cm™!. 'H NMR (& ppm DMSO dg): 3.02 (s, 6H N(CHus), 4.66 (5,
2H NCHy). 6.67 (s, CH ethylenic), 6.76 (d, 2H benzyl, 1 = 9.3 Hz), 7.8
(d, 2H benzyl, 1 =9 Hz), 7.98 (d. 2H benzylidene, ] = 8.7 Hz), 8.23 (d,
2H benzylidenc, J=8.7 Hz), 11.63 (s, 1 H NH). MS m/z (%) 382 (M*
5.4), 246 (16.9), 169 (15.7), 106 (9.1), B9 (51.6), 78 (100). 63 (68.4%
CioHisN40:5

3.5.4. 5-(4-Methoxy- benzylidene) - 3-(4-nitro-benzyl) -2- thioxo-tmidazolidin-
4-one (23)

Yield 79%. M.p. 186-187 °C. TLC, (n-hex: AcOEt 50:50) Ry 0,48, IR
em”! (KBr): v 2992, 2832, 1701, 1634, 1597, 1510, 1345, 1255, 1172,
889 cm~'. 'H NMR (& ppm DMSO ds): 3.83 (s, 3H OCHjy), 4.68 (s, 2H
NCH3), 6.74 (s, CH ethylenic), 7.04 (d, 2H benzyl, 1=8.7 Hz), 7.81 (d,
2H benzyl. J=8.7Hz), 8.12 (d, 2H benzylidene, 1 =8.7 Hz), 8.23 (dd,
2H benzylidene, J=8.7 Hz), 11.77 (s, 1 H NH). MS m/z (%): 369 (M*
100), 233 (15.8), 174 (22.3), 146 (18.8), 106 (12.2), 89 (37.1), 77 (20.8),
CisHisNsOsS

355 5-(5-Bromo-2-methoxy-benzylidene)-3-(4-nitro-benzyl)-2-thivxo-im-
idazolidin-4-one (24)

Yield 76%. M.p. 236-237 °C. TLC. (n-hex:AcOEt 50:50) R, 0,74. IR
em™! (KBr): v 3070, 2832, 1717, 1633, 1520, 1508, 1350, 1254, 1188.
1027, 807 em~'. '"H NMR (& ppm DMSO dy): 3.87 (s, 3IH OCH;), 4.66
(s, 2H NCH;), 6.98 (s, CH ethylenic), 7.06 (d, 1 H benzylidene, ] =9 Hz),
756 (dd, |H benzylidene, 1=87, 2, 4Hz), 784 (d, 2H benzyl.
J=84Hz), 821 (d. 2H benzylidene, 1 =84 Hz), 8.85 (d, 1 H benzyli-
dene, J=2.1 Hz), 12 (s, H NH). MS m/z (%): 447 (M™ 20), 449 (30.3),
312 (7.7), 254 (9), 102 (14.2), 89 (52.2), 78 (100), 63 (44.5).

CigH BN, 0,8
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356 S5-(1H-Indol-3-ylmethylene)-3-(4 -nitra-benzyll-2-thioxo-imidazolidin.
4-one (25)

Yield 68%. M.p. 228-230°C. TLC. (n-hex : AcOEt 50:50) Ry 0,85. IR
em~' (KBr): v 3393, 3061, 1697, 1621, 1512, 1346, 1232, 949, T42 em',
'H NMR (5 ppm DMSO dy): 4.73 (s, 2H NCH:), 7.13 (s, CH ethylenic),

Z.12 (dt, 1 H indolyl, J=7.8 1.5 Hz), 7.2 (dt, 1 H indolyl, ] =7.8. 1.5 Hz), .

747 (d, 1H indolyl, 1=8.1 Hz), 7.83 (d, 2H benzyl, =9 Hz), 8.08 (d,
1 H indolyl, J=7.% Hz), 8.24 (d. 2H benzyl, J=8.7 Hz), 837 (s, 1H in-
dolyl), 11.88 (s, | H NH). MS m/z (%): 378 (M~ 16.8), 242 (12.9), 169
(30.3). 155 (30.3), 136 (16.1), 106 (32.9), 90 (39), 89 (63.9), 78 (100), 63
(574).

CoH 1 NLOSS

3.6. Hniﬂu-’-yfmhhn&l«bm;‘ S-thioxa-imidazolidin-2-ones: gen-
eral procedure

1.R, 1-d-thi

A Ty

i 2-one 29-30 (0.5 mmol) and 9-[ethyl-(2'-
cyano)-actylate]-acridine, 31, (0.5 mmol) were dissolved in abs, ethanol
(12 ml). The solution was refluxed for 2h in the presence of a small
amount of piperidine as a catalyst, The precipitate obtained was filicred
and washed with water. The compounds isolated were of acceptable purity
and were analysed without further recrystallization.

Albuquergue IF, Albugquergue A, Azeveds CC, Thomasson F, Galdino SL,
Chantegrel J, Catanho MTI, Pima IR, Luu-Duc C (1995) Substituted
R A and thio-imidazolidi yathesi 1 study
and ph logical activity. Ph ie 50: 387-389,

Andrade AMC, Lima WT, Rocha MPA, Lima MCA, Galdino SL. Barbosa
Filho M. Gdes AJS, Pitta IR (2002) Synthesis and structural study of
“substituted thioxo thiazolidi and thioxo imidazolidinones. Boll
Chim Farm 141: 428-433,

Brandio SSF, Guarda VL, Pitta IR, Chantegrel J, Perrissin M, Souza VM,
Galdino SL, Thomasson F, Lima MCA, Leite LECC, Luu-Duc C (2000
Synthése et éude le des arylidéneimi lidi
benzothiazines. Boll Chim Farm 139: 5458,

Brandao SSF, Andrade AMC, Pereia DTM, Barbosa Filho IM, Lima
MCA, Galdino SL, Pitta IR, Barbe J A novel way of synthesis of 1,3,5-

isubstinuied-2-thioxoimidazolidi H yel Comm (in press),

De Simone CA, Percim MA, Luu-Duc C, Pitta IR, Galdino SL. Menezes
EHC, Zukerman-Schpector J, (1996) 3-Benzyl-5-(2-fluorobenzylidene)-
imidazolidine-2 4-dione. Acta Cryst C52: 2771-2772.

Duvall RH, Dewitt WB (1967) An improved perfission technigue for reco-
vering adult schistosomes from laboratory animals, Am J Trop Med Hyg
16: 483-486.

¢t arylidéne

Finkbeiner H (1965) The carboxylation of hydanteins. J Org Chem 30;

3414-3419,
Krapcho J, Turk CF (1973) 4-[3-(Dimethylamino)propyl}-3.4-dihydro-2-
Imet £l sl i ph (hyd 1)-3-phenyl-2H-1,4-b hiitsine’ and ol
161 ridin-9-y, 14 benzyl)-5-thioxo 2 )-3-pheny E mpounds.
s S i e A new class of antiinflammatory sgents. J Med Chem 16: 776-779.

Yield 89%. M.p. 265 dec.”C. TLC, (CaHyAcOE: 70:30) Ry 0,62, IR
cm™' (KBr): v 2939, 2706, 1754, 1651, 1437, 1340, 1222, 1149,
737em™". 'H NMR (& ppm DMSO dg): 5.08 (s, 2H NCH.), 7.44 (s, 4H
benzyl), 7.69 (s, CH ethylenic), 7.65 (dt, 2H acridinyl, J=7.2 Hz), 7.88
(dt, 2H acridinyl, 1=7.5 Hz), 8.05 (d, 2H acridinyl, ] =8.7 Hz), 821 (d,
2H acridinyl, J=8.7 Hz), 10.84 (s. |1H NH). MS m/z (%) 429 (M*
47.4), 428 (100), 397 (19.1), 304 (58.4), 229 (22:8), 218 (21.3), 125
(239). .. »

CuHCIN;08

3.6.2, 4-Acridin-9-ylmethylene-1-(4-nitro-benzyl)-5-thioxo-imidazolidin -2-
ane (33)

Yield 75%. M.p. 286-288 °C, TLC, (CyHg:AcOE: 70:30) Ry 052, IR
em™' (KBr): v 2938, 2711, 1758, 1656, 1605, 1521, 1342, 1225, 1152,
757cm=". 'H NMR (b ppm DMSO d;): 5.23 (s, 2H NCH,), 7.67 (d, 2H
benzyl, J=0Hz), 824 (d, 2H benzyl, J=9 Hz), 7.71 (s, CH ethylenic),
7.66 (dt. 2H acridinyl), 7.88 (di, 2H acridinyl, J=7.5, 1,2 Hz), 8.08 (d,
2H acridinyl, J=8.4 Hz), 8.21 (d. 2H acridinyl, J=8.1 Hz), 109 (s, |H
NH). MS m/z (%): 440 (M™ 1.3), 353 (9.25), 301 (27.8), 229 (100), 203
(20.6), 192 (16.9).
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A Resposta do Schistosoma mansoni Mantido
In Vitro frente a Derivados Imidazolidinonicos
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RESUMO. Doencas tropicais afetam centenas de milhdes de pessoas impedindo o desenvolvimento social e
econdmico nos paises mais pobres. Ferramentas (por exemplo drogas, vacinas, diagnisticos) e estratégias
para controlar as doengas tropicais freqiientemente ndo surtem efeitos devido a dificuldades na implemen-
tagdo ou esbarram no desenvolvimento de resisténcia de droga. Na procura de novos compostos esquistos-
somicidas, o trabalho presente descreve a sintese, estrutura € atividade esquistossomicida dos quimioteri-
picos (£)-3-benzil-5-benzilideno-imidazolidina-2.4-dionas, (£)-3-benzil-5-benzilideno-2-tioxo-imidazolidin-
4-onas e {Z)-5-benzilideno-3-(2-o0xo0-2-fenil-etil)-2-tioxo-imidazolidin-4-onas apresentando substituintes di-
ferentes em posicio para dos anéis aromdticos. Este estudo mostrou que entre os derivados testados o com-
posto (Z)-3-(4-clore-benzil}-5-(4-nitro-benzilideno)-imidazolidina-2 4-diona, apresentando um substituinte
nitro no radical benzilideno, foi 0 que apresenton melhor atividade esquistossomicida fn vitro,

SUMMARY, “Behavior of Schistesoma mansoni Adult Worms maintained in vitro against Imidazolidinone
Derivatives™. Tropical diseases affect hundreds of millions people. most of whom are poor. They impede social
and economic development in the poorest countries, and cause untold suffering to those affected. Tools (e.g.
drugs, vaceines, diagnostics) and strategies to control tropical diseases often fail due to difficulties in implemen-
tation or development of drug resistance, for example. Research is needed to generate new knowledge, and to de-
velop new and improved tools, methods and strategies for disease control. In the search for compounds with
schistosomicidal activity, the present work deseribes the synthesis, structural and chemotherapeutic investiga-
tions of (Z)-3-benzyl-5-benzylidene-imidazolidine-2.4-dione or (Z)-3-benzyl-5-benzylidene-2-thioxo-imidazo-
lidin-4-one or (Z)-5-benzylidene-3-(2-oxo-2-phenyl-ethyl)-2-thioxo-imidazolidin-4-one derivatives with differ-
ent substituents in position para of the phenyl rings. This study clearly showed that among the tested compounds
the {Zj-3-(4-cloro-benzyl)-5-(4 -nitro-benzylidena j-imidazolidine -2.4-dione, a nitro derivative on benzylidene,
was more active than chloro, bromo and unsubstituted compounds in producing mortality of Schistosoma man-
soni adult worms maintained in vitre.

INTRODUCAO

A esquistossomose é uma infeccio parasitd-
ria causada por espécies de venmes trematdde-
os, cujo hospedeiro definitive & o homem. A
doenga acomete cerca de 200 milhoes de pesso-
as das regides tropicais e subtropicais da Terra.
Sua distribuicao & determinada pela espécie, as
quais provocam diferentes formas clinicas da
doenga. A esquistossomose intestinal, geralmen-
te causada pelo S mansoni, é endémica em vi-
rias partes da Africa, América do Sul e Medi-
terraneo oriental. Os venmes adultos, os quais
niao se multiplicam no corpo humano, desenvol-
vem-se nas velas mesentéricas e portais. As se-
qielas da doenca sio causadas predominante-

mente pelos ovos, muitos dos quais sfo excreta-
dos nas fezes, mas uma boa quantidade penetra
no figado e no intestino grosso, induzindo a for-
magao de granulomas e reacoes fibrdticas. A in-
feccao severa cronica pode resultar em hiper-
tensao portal caracterizada por hepato-espleno-
megalia, varizes esofigicas e ascite. Pela ine-
xisténcia de vacinas e de agtes eficazes em sau-
de publica, as drogas sao as principals ferra-
mentas no controle da esquistossomose,

A quimioterapia “modema” contra esquistos-
somose iniciou-se em 1918, quando acidental-
mente, constatou-se o primeiro tratamento com
exito da doenga utilizando tartarato de antimo-
nio e potdssio | Esta droga foi usada até a Se-

PALAVRAS CHAVES: Imidazolidinonas, Schistosoma mansoni, Susceptibilidade in vitre.
KEY WoORDS: Imidazolidincnes, Schistosoma mansons, Schistosomicidal activity in viro,
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gunda Guerra Mundial, época em que a lucan-
tona foi introduzida na clinica. Um periodo de
intenso progresso ocorreu na década de 1960
com a introdugdo da emetina, niridazol, hicanto-
na, oxamniquina e metrifonato. FEste periodo
culminou em 1977, com a sintese do praziquan-
tel, atualmente droga de escolha no tratamento
da esquistosscmose. Apesar do importante pas-
so dado ha mais de duas décadas no tratamento
clinico da esquistossomose, na ocasido da intro-
dugac na terapeutica do praziquantel, ainda ho-
je no mundo, das 200 milhoes de pessoas infec-
tadas, 120 milhées sdo sintomdticas e 20
milhdes desenvolvemn a forma grave da doenca.
ressaltando as 600 milhdes que se encontram
em situacdo de risco 2 Além do praziquantel, a
outra altemativa disponivel na quimioterapia da
esquistossomose e recomendada pela WHOD é a
oxamniquina * Infelizmente, como anteriormen-
te relatado, estas duas drogas, entre cutras ainda
utilizadas em alguns paises, além dos efeitos se-
cundarios indesejaveis apresentados, niao aten-
dem ds expectativas quando se almeja o contro-
le da esquistossomose a nivel de populagdes.

Pela comprovada eficicia do praziquantel,
como conseqiiéncia da sua utilizacdo indiscrimi-
nada e praticamente exclusiva na maioria das
areas endeémicas, dois potenciais perigos tém
surgido! primeiro, a possibilidade de que pes-
guisas envolvendo novas drogas sejam inte-
rrompidas ou nem mesmo iniciadas, provocan-
do inclusive o desinteresse de centros de pes-
guisas e das companhias farmacéuticas em de-
senvolverem novos medicamentos. O segundo,
apds o ploneiro relato de resisténcia a uma dro-
ga esquistossomicida apresentado por Rogers e
Bueding em 1971 !, a possibilidade de ocorrer a
emergéncia de cepas de Schistosoma praziquan-
tel- & oxamniquina-resistentes 9.

A quimicterapia representa hoje o Unico re-
curso imediato para minimizar a prevaléncia e a
incidéncia da esquistossomose no mundo 10, Em
busca de novos agentes ativos na esquistossa-
mose, o niridazol, ainda utilizado em varios pai-
ses no tratamento da doenga causada pelo & f1e-
matoblum, apresenta-se como prototipo pela
presenga do anel imidazolidinénico, o qual con-
fere, aléem da atividade anti-helmintica. outras
propriedades bioldgicas. A atividade esquistos-
somicida demonstrada pelas imidazolidinonas e
de andlogos estruturais norteiam as investi-
gacoes na busca de novas drogas que apresen-
tem maior seletividade pelos alvos celulares do
5 mansoni. A preparacio e avaliacio da ativi-
dade esquistossomicida de novos heterociclos
pentagonais imidazolidinénicos certamente con-

344

tribuird no desenvolvimento de novas drogas
contra esse parasito humanao.

MATERIAL E METODOS
Parte Quimica

Os compostos imidazolidinénicos estudados
foram sintetizados mediante a utilizacio de duas
diferentes vias de sintese. Os derivados 3-5, fo-
ram preparados pela alquilacao do anel imida-
zolidinico utilizando-se o cloreto de 4-cloro-
benzila 11, seguido da condensacdo tipo Knoe-
venagel com benzaldeidos clorado e nitrado 12
As tioxo-imidazolidinonas 15-21 foram obtidas
através de uma reagao de adicio nucleofilica ti-
po Michael, utilizando-se ésteres 2-ciano-3-fenil-
acrilatos de etila, seguido da alquilagao com os
cloro-metil-benzeno ou os 2-cloro-1-fenil-etanao-
nas correspondentes (Figura 1, Tabela 1).

Teoricamente as imidazolidinonas em estudo
podem existir sob duas fonmas diasterecisomeéri-
cas, porem as moléculas isoladas apresentaram-
se isomericamente puras. Adicionalmente, a con-
figuracao 7 foi comprovada através de estudos
cristalograficos realizados com andlogos estrutu-
rais 1311, Estudos usando espectrometria acoplada
de RMN 1C-H, através da determinacac da cons-
tante de acoplamento -, entre o proton etiléni-
co e o atomo de carbono localizado em posigao
t da dupla ligacio exociclica também sugere a
configuracao Z como a mais estavel 15,

Os pontos de fusio foram determinados em
tubo capilar em aparelho Buchi (ou Quimis). As
cromatografias em camada delgada foram reali-
zadas em placas de silicagel Merck 60 F254. Os
espectros de infravermelho foram obtidos em
pastilhas de KEr a 1% no aparelho FTIR Bruker
modelo [F566. As andlises de RMN 'H foram re-
alizadas nos aparelhos Bruker AC 300 P pam os
compostos 7,11,14,18; Bruker AC 200 FT para
1921 & Varian Mercury de 200 MHz para 15-17,
todos utilizando o DMS0-dg como solvente.

Os espectros de massas foram registrados so-
bre impacto eletrénico a 70 eV em espectréme-
tro Delsi-Nermag R 1010 C para os compostos
14,19-21, ou ainda no espectrometro HFP
G1019A para 7,11,15-17. A intensidade dos pi-
cos moleculares estao em relagdo com o pico
mais intenso M%), Os fragmentos observados
e 0s picos dos isdtopos estdo de acordo com as
estruturas propostas.

As caracteristicas quimicas e fisico-quimicas
dos derivados 2-5 £ 8-10 15 & 12,13 7 nao sao
mencionadas neste trabalho.

3-{d-bramo-fenil)-2-clano-acrilato de etifa 7
Uma mistura equimolar (23 mbol) de aldei-
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H
Ry
Composto R,y X B3 R,

3 H 0 CH, Cl
4 Cl 0 CH, Cl
5 Ny, 0 CH, o
15 Br 5 CHz NOz
16 Br 5 CH; Cl
17 Br 5 CHzCO NOz
18 Br 5 CH.CO Cl

Tabela 1. Estrutura dos derivados imidazolidindnicos.

do e cianacetato de etila dissolvida em benzeno
{20 ml) na presenca de piperidina (3 gotas) foi
aquecida & 110-120°C por 4-7 h. Apds resfria-
mento o produto precipitado foi recristalizado
no etanol.
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CysH pBrNG,. Rendimento, 96%. F, 77-79 °C. TLC,
CeHg AcOEt (80:20) By 0.74. IR em ! (KBr): v 2988,

RMN IH (5 ppm DMSO dg): 1.30 {, 3H CH3, J =
7.2Hz), 4.32 (q. CH,, /=T.2Hz), T.81 (d, ZH Ar,
J-UHz), 797 (d, 2H Ar, J-8.THz), 8.37 (s, CH etileni-
co). MS m/z(%): 279(M* 100), 281(82.1), 236(4.9),
200(15.2),127(4.7).

S-Arilideno-Z-tloxo-imidazolidin-4-onas.
Procedimento geral

Uma mistura equimolar (4,3 mMol) de 2-tioxo-
imidazolidin-4-ona, 6 (05g) e 3-aril-2-clanc-acrilato
de etila 7,10 dissclvida em etanol (10 ml) na pre-
senca de plperidina (250 pl) fol aquecida a 80-90 °C
por 6-8 h. Apds resfriamento, o produto precipitado
foi recristalizado no etanal.

5- (4-broma-benzifidena)-2-tioxo-imidazaolidin-
d-ariall

CypH7ErN;z 08, Rendimento, 96%. F, Z88-289 °C.
TLC. mhex.: AcOEt (B0:20) R 0,58, IR cmr! (KBr): v
3274, 1730, 1649 1501, 1477, 1352 1190, 1089, 815,
660. RMN 'H (3 ppm DMSO dg): 6.46 (s, CH etllani-
co). 7.61 id, Z2H benzilideno, f=8.THz), 7.7 (d, ZH
benzilideno, f=B.7Hz), 1223, 1241 (s, 2H NH). M5
m/z (%) 282 (M 100}, 284(91), 105(37.2), 197(50),
117(28.9), 90(28.3).

] KH o .HH
Iy
58 =8
Ao A
i !
E H
PR B HCEE C{CH)C O0CH CRL
LRl T
H 3
O {,CHl_@fu © W M1 4EH,
N m-14 817 Z0CH. SECE
1 — XS B 4CICH,
i o] 1= r,:l 014 30I0H,
b H
4 C1CHCHD
I +Eo CECHCL 4%, G, H,COCH 01

o b{%@?ﬂ o CH;LQ—PE
Rch”TE/KS e IN’

A 17-1
IIJ Fy-CHY ™ 8

E H I'll E, E.

! CH E " K, R ¥ 20CH, SErCH, HOo
4 4CICH, 15 4-BICH, HO 17 4ErCH, HO, h 4-CICH, HO,
5 4HO.CH, 16 4BrCH, Cl ¥ 4BrC:H Cl N 2-CIcH; HO,

Figura 1. Esquema reacional.
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5-(Z-cloro-benzviidenao)-Z-tioxo-imidazolidin-4-
aria 14

CipH7CIN2 OS5, Rendimento, 57%. F, 230-232 °C.
TLC, r-hex.: AcOEt (70:30) By 057, IR eml (KBr): v
3140, 17289, 1666, 1522, 1381, 1195, 1051, 739, EMN
IH (& ppm DMSO dg): 6.58 (s, CH etilenica), 7.37-
7.43 (m, 2H benzilidenc), 7.52-7.56 (m. 1H benzilide-
noj, T.8-T.83 {m, IH benzilideno), 123, 1248 (sl, ZH
NH). MS m/z(%): 238(M* 44.2), 203(97.3). 151(17.9),
L15{100), 107(20.3), 80437.7).

S-Artlideno-3-(4-benzil ou fenacif)-2-tiaxo-imi-
dazolidin-4-onas. Procedimento geral

Uma solugido do derivado 5-benzilideno 2-tioxo-
imidazoldin-d-ona 11-14, (04 mMol}, carbonato de
potassio (0,48 mMcl) em etanol (2 mL) fol agitada
por 1h na temperatura amblente. Adiclona-se o clore-
to de benzla ou fenacila (0.4 mMol) @ mantém-se a
agltacao por 18-24 h. Apds resfriamento em banho de
gelo, o produto precipitado fol lavado com m-hexano,
tolueno e dgua.

s-(4-bromo-benzilideno)-3- (4-nitro-benzil)-2-
Hoxo-imidazolidin-4-ona 15

Cy7H,2BrN:055. Rendimento, 89%. F, 201-203 °C.
TLC, m-hex: AcOEt (70:30) By 045, IR em (KBr): v
3077, 1717, 1632, 1582, 1516, 1347, 1172, 886, 713
cml, BMN 'H (8 ppm DMSO dg): 4.66 (s, 2H NCHy),
B.68 (s, CH etilenico), 7.78 (d, 2H benzyl, =8.8Hz),
8.22 (d, 2H benzyl, F~8.8Hz), 7.65 (d, 2H benzilideno,
J=B6Hz), 807 (d, 2H benzilideno, =86 Hz), (IH NH)
nac detectado. MS mdz(%): 4170 6G2.5) 419(653.3),
A05(26.1), 195(21.2), 161(100), 115(25.6), 89(47.9).

5-(4-bromo-benzilidena)-3- (4-cloro-benzif)-2-
floxo-imidazolidin-4-ona 16

C17H2ErCING 05, Rendimento, 76%. F, 216-218 °C.
TLC, mrhex: AcOEr (70:30) By 0,62, IR cm! (KBr): v
3076, 1716, 1684, 1632, 1582, 1502, 1410, 1170, 813
cml, BMN 'H (8 ppm DMSO dg): 4.54 (s, 2H NCHy),
672 (s, CH etilenico), 7.41 (d, 2H benzyl, =8.4Hz),
7.53 id, 2H benzyl, /8.4 Hz), 7.65 (d, 2H benzilide-
no, S~86Hz), 8.11 (d, 2H benzilideno, ~86Hz), (I1H
NH) nao detectado. MS m/z(%): 406(M* 13.6),
A0B(16.7), 282(5), 284(5.2), 161(R.5), 127(31.2),
1251007, B9{13.4).

5-(4-bromao-benzilidena)-3- (4-nitro-fenactl)-2-
tiavo-timidazaolidin-4-ona 17

CraHyzBrNz045 Rendimento, T6%. F, 220-221 °C.
TLC, n-hex: AcOEt (50:50) By 064, IR cm! (KB} v
3081, 1701, 1629, 1485 1407 1381, 1346, 1185, 823
el RMN TH (6 ppm DMSQ dg): 5.0 (s, 2H NCHy),
7.56 (s. CH etilenico). 832 (d. 2H fenacil, S8 EHz),
B.43 (d, 2H fenacil, =88Hz), 7.17 (d, 2H benzilidenc,
=86 Hz), 7.75 (d, 2H benzilideno, =8 4Hz). (IH NH)
nao detectado. M5 m/z(%): 445(M* 0.2), 282(37.1),
2B4(35.7), 266(30.4), 268(29.1), 197(37.5), 196(100),
150(37.3), 116(38.7), B9(56.3).
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5-(4-bromo-benzilideno)-3- (4-cloro-fenacil)-2-
tioxo-imidazolidin-4-ona 18

CigHy2BrCIMN O 5 Rendimento, 46%. F, 208-211
"C. TLC, sr-hex: AcOEt (70:30) B 024, IR cml (KEr):
v 3088, 1713, 1691, 1634, 1506, 1180, 821 cm'l. RMN
TH (8 ppm DMSO dgh: 492 (s, 2H NCH3), 6.64 (s, CH
etllénico), 7.72 (d, 2H fenacil, /=8.THz), 8.15 (d, 2H fe-
nacil, F#=8.4Hz) 7.18 id, Z2H benzilideno, =8 4Hz), 7.75
{d, 2H benzilideno, &8 4Hz), (IH NH) niao detectado.
MS m/z (%) 434 (M" L1), 139 (42.1), 111 (16.4), 93
(28.5), 91 (25} 67 (18.2), 51 (47.5). 41 (60O.6), 39 (100).

5-(Z-metoxi-5-bromo-benzilidena) -3-(4-nitro-fe-
nacil)-2-tioxo-imidazofidin-4-ona 19

CpoHyBrNz055 Rendimento, 63%. F, 200-202 *C.
TLC, p-hex: AcOEt (80:20) Ry 0.5 IR cm! (KBr): w
3064, 1718, 16961630, 1505,1345, 1279, 1249, 1180
1025, 846 cml, RMN 'H (8 ppm DMSO dg): 5.1 (s, 2H
NCHg), 6.93 (s, CH etilénico), 8.29 (d, ZH fenacil,
J=B.THz), BT (d, 2H fenacil, /=8.8Hz), 6.97 (d, 1H
benzilideno, =9.1Hz), 7.4 (dd, 1H benzilideno, /=8.9,
2.4Hz), B.5 (d. IH benzilideno, =2 3Hz). 11.95 (s, 1H
NH). MS m/z (%): 475 (M*20), 313 (72.2), 311 (67.7),
257 (41.8), 255 (100), 223(28.4), 150 (41.3), 120
(32.2), 103 (48.4).

5 (4-cloro-benzilidena)-3- (4-nitro-fenacil)- 2-tio-
xo-imidazalidin-4-ona 20

CrgH1CIN20yS. Rendimento, 15%. F, 158-160 *C.
TLC, n-hex: AcOEt (50:50) By 0,63, IR cm? (KBr): v
3345, 3105, 1718, 1631, 1506, 1347, 1172, 1085, 847
cm-1. BMN 'H (6 ppm DMSO dg): 5.02 is, 2H NCHy),
G.60 (s, CH etilénico), 8.33 (d, 2H fenacil, f=8.4Hz),
843 (d. 2H fenacil, &~8.4Hz), 7.08 {d, Z2H benzilideno,
J=8.1Hz), 7.86 (d, 2H benzilideno, ]=8.1Hz), 11.92 (sl,
IH NH). MS m/z(%): 401(M* 6), 360(4.9). 151(42.1),
150(95.9), 104 (56.5), T6(65.6), G4(100).

5-(Z-cloro-benzilideno)-3- (4-nitro-fenacil)- 2-tio-
xo-imidazolidin-4-ona 21

CreHypCIN2OyS. Rendimento, 54%. F, 171-173 *C.
TLC, n-hex: AcOE: (60:40) Ry 0,66, IR cm! (KBr): v
3061, 1708, 1696, 1623, 1522 1428, 1345, 1288, 1181,
844, 776 cm-1. RMN 'H (3 ppm DMSO dg): 5.01 (s,
2H MCHz), 6.91 (s, CH etilenico). 8.3 (d. 2H fenacil,
J=BEHz), 830 (d, 2H fenacil, F=8B8Hz), 6.7-6.77 (m,
IH benzilideno), 7.18-7.26 (m, 1H benzlidena), 7.43
(d, 1H benzilideno, /=78 Hz), 827 (d, 1H benzilide-
no, J=6. 5Hz), 1203 (s, 1H NH). M5 m/z(%): 401 (M*
0.4), 334(3.4), 150(39.2), 104(43.8), 89(35.8), T6(65.4),
G4 (100).

Parte Biologica
Suscepiibifidade i vive do 5. mansoni frenite &
Fd-cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzilidena)-
imidazolidina-Z, 4-diona 5

MNos ensalos {7 vive para avaliacio da ativi-
dade esquistossomicida de drogas utiliza-se ca-
mundongos infectados com 5 mansoid (cepa
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EH-Eelo Horizonte, Erasil) e verifica-se a alte-
ragio do ocograma. estudo que avalia o desen-
volvimento dos ovos de 8 mansol encontrados
na parede intestinal distal do hospedeiro, sob a
acio dessas drogas. A susceptibilidade do 5.
marsorli é entao avaliada pela presenca de ani-
mais com alteracao de oograma! & considerado
alterado quando estiversm ausentes um ou mais
dos estadios correspondentes a ovos imaturcs 1820,

Susceptibilidade in vitro do 5. mansoni frenfe a
derivados imidazolidindnicos

A susceptibilidade de vermes adultos de 5.
mansory, mantidos {7 viiro em meio de cultura
RPMI 1640 enrdquecido, frente 4 drogas é avalia-
da quanto a sua atividade motora, alterag@es no
tegumento e taxa de moralidade 212 Apds re-
mocao dos vermes adultos de camundongos, os
mesmos sio lavados no meio e, em seguida, em
duplas, sao transferidos para placas estéreis de
35 mm de diametro contendo Zml de meio e in-
cubados a 37 °C, em atmosfera timida contendo
5% de COg Apds um periodo de 2 h de adap-
tacio, adicionam-se as drogas em concentragoes
variadas. 5ao realizadas triplicatas para cada
concentragio utilizada. Os parasitos sdo manti-
dos durante 15 dias sendo monitorados a cada
24 h para avaliagao do seu estado geral.

RESULTADOS

MNa avaliacdo da susceptibilidade {7 ¥vo do
5 maisond frente a 3-(d-cloro-bengzil)-5-(4-nitro-
benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona 5 foram
utilizadas concentragies de 50 mg/kg, adminis-
trada em dose tinica, pelas vias oral (VO] e in-
traperitoneal (IP), e de 10 mg/kg de peso cor-
poral, administrada cinco vezes a cada 24 h, pe-
las mesmas vias. Os resultados obtidos, expres-
505 em percentagem de ovos inviavels contidos
em | g de fragmento intestinal de camundongos
fémeas, apds 15 dias de tratamento com este
derivado 5, encontram-se na Tabela 2.

Os resultados relativos a viabilidade de ovos
de 5 mansoni analisados em fragmento da
porcao distal do intestino grosso de camundon-

acia farmacéntica bonaerenye - vol. 23 n® 3 - afo 2004

gos femeas demonstraram, nos grupos contro-
les, que a percentagem de ovos vidveis foi
maior do que a de ovos invidveis, indicando
uma predominancia das formas imaturas e ma-
duras vidveis e, poranto, capazes de manter a
evolucao parasitaria. Quando submetidos ao tra-
tamento com 5 os resultados mostraram-se in-
versos. A inviabilidade dos ovos, somada a
ausencia de uma das fases evolutivas dos esta-
dios imaturos vidveis, demonstrou o efeito bio-
légico do composto testada. O grupo tratado
por via [P, em cinco doses consecutivas de 10
mg/Kg, teve um acréscimo de 69% de ovos in-
vidveis. Quando a mesma via fol empregada
com a dose vnica de 50 mg/Kg, observou-se um
aumento de apenas de 4%, quando comparado
ao controle. O tratamento por VO apresentou
um aumento de inviabilidade de 56 e de 30%,
respectivamente para as dose de 5x10 e de 50
mg/Kg. O esquema terapéutico em 5 doses did-
rias de 10 mg/Kg evidenciou ser mais efetivo
em inviabilizar os ovos de 5 marnsond

A susceptibilidade do 5 mansoidd mantidos
i vitro frente a derivados imidazolidinonicos,
na dose de 120 pg/ml, foi observada a cada 24
h durante 15 dias. Os vermes controles foram
mantidos em meio de cultura acrescido de M-
S0 (1.5%), solvente utilizado para dissolugao
das drogas. As percentagens de moralidade de
venmnes adultos ao final de 15 dias sdo mostra-
dos na Tabela 3.

0 composto 5, nitro substituido no anel ben-
zilidénico, mostrou-se o mais ative entre os
compostos ensaiados, causando o efeito maxi-
mo em 12 dias. Enquanto que o derivado 3 niao
substituido neste mesmo anel, nao causou efei-
tos deletérios nos vermes adultos de 5 maiiso-
i1, embora tenha provocado acentuada reducao
na motilidade. A substituicio do grupo nitro do
composto 5 pelo atomo de cloro provocou uma
diminuigio da susceptibilidade. ocasionando
uma mortalidade de 24,32% em 4.

Os ensaios realizados com a sére substituida
no nitrogénio em posicio 3 do anel 2-tioxo-imi-
dazolidin-4-ona por radicais benzila ou fenacila

i i Vi Vo
mg/Kg mg/Kg
Conwrole 5x10 50 Conteole 5x10 50
Percentagem de ovos
nao viavels por grama
de fragmento intestinal 18 41 a7 45 23 36 79 66

Tabela 2. Percentagem de ovos em 1g de fragmento intestinal de camundongos femeas sob acao da imidazoli-
dina 5, na dose dnica de 50 mg/Kg e na dose de 10 mg/Kg, a cada 24 horas durante cinco dias e administrada

pelas vias oral (VO] e intraperitoneal (IP).

7
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Composto % Morialidade

3 0

4 24,32

il 100

15 0

16 82,50

17 ALl

18 0

Tabela 3. Susceptibilidade de vermes adultcs de 5.
mamsond mantidos in vitro frente a derlvados imida-
zolidintnicos na dose de 120 pg/ml, durante 15 dias.

e em posicdo 5 por um radical para-bromo-ben-
zilideno, demonstraram que o tratamento com o
derivado 16 provocou a mortalidade de 82, 50%
dos vermes. Neste composto, quando compara-
do ao 15, inversamente ao que aconteceu com
a série 3-benzil-5-benzilideno-imidazolidia-2,4-
dionas, a substituigio do atomo de cloro pelo
grupo nitro anulou a atividade do composto 15
frente ao 5. marnsoii. Por sua vez, 31,11% dos
VEINES IMostraram-se sensivels ao composto 17,
derivado para-nitro substituido. O dervado 18
nao apresentou atividade frente a §. masnsoni
mantidos {17 vitro. O grupo controle permane-
ceu vidavel durante os 15 dias de ensaio. Exame
em microscopico invertido (60x) mostrou que
todas as drogas causaram danos na superficie
nos vermes, cbservando-se a presenca de vesi-
culas no tegumento semelhantes as citadas por
Shaw e Frasmus 2% Este efeito foi dependente
do tempo de exposicac.

CONCLUSOES

O grupo nitro é considerado parasitoférico
devido a sua indispensavel, ou no minimo favo-
ravel. contribuicio para a atividade antiparasita-
ria de um grande numero de nitro-derivados,
notadamente furanos, tofenos, tiazois e imida-
zdls. A presenca deste grupo em derdvados imi-
dazolidina-2,4-dionas conferiu melhor atividade
esquistossomicida, como observado no compos-
to 5. Us parasitas mostraram-se menos sensiveis
aos derivados 2-tioxo-imidazolidinonas, nos
guais procedeu-se a substituicdo do carbonila
em posigio 2 do anel heterociclico pelo grupa-
mento Hoxo. Os efeitos causados pelos deriva-
dos imidazoldinénicos i1 Wing sobre a integrida-
de do tegumento e viabilidade de vermes adul-
tos de § mansond assim como a interrupcao da
oviposicio pelo cograma mostrando auséncia
de um dos estadios evolutivos, estimulam as
pesquisas para sintese e avaliacio bioldgica de
novas moléculas.
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