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RESUMO 

Na busca do desenvolvimento de fármacos com interesse terapêutico foram 

sintetizadas  séries de ácidos N-fenilsuccinâmicos, N-fenilmaleâmicos, N-

fenilcitraconâmicos, N-fenilitaconâmicos, N-fenilftalâmicos e N-fenilcitraconimidas. 

Esses compostos foram submetidos a ensaios toxicológicos frente às larvas de 

Artemia salina, determinando-se a  correlação entre estrutura e atividade segundo 

o método manual de Topliss. 57 Estudou-se o potencial analgésico das 

citraconimidas, trabalhando-se com a hipótese de que estas sejam pró-fármacos. 

Por isso, foram realizados testes de formalina das N-fenilcitraconimidas, dos 

ácidos N-fenilcitraconâmicos, comparando-se o efeito entre as duas classes de 

compostos. Estudou-se também a  estereosseletividade da reação entre o 

anidrido citracônico e o anidrido itacônico com anilinas, caracterizando-se os 

produtos formados. 
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ABSTRACT 

In order to prepare compounds with terapeutical interest, a series of N-

phenylsuccinamic, N-phenylmaleamic, N-phenylcitraconamic, N-phenylitaconamic, 

N-phenilphthalamic acids and N-phenylcitraconimides was prepared. These 

compounds have been submitted towards the brine shrimp Artemia salina 

toxicological bioassay, determined it structure activity relationships according to 

Topliss manual method. The analgesic potential of citraconimidas derivatives was 

evaluated based on the hypothesis that these compounds act as pro-drugs. With 

this on mind, the N-phenylcitraconimides were compared with N-citraconamic 

acids on the Formalin test in mice. The stereo selectivity of the reaction of 

citraconic and itaconic anhydride with anilines was also studied, with the formed 

products fully characterized. 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 INTRODUÇÃO 

1.1 IMIDAS MONOCÍCLICAS E SUA UTILIZAÇÃO EM SISTEMAS 
BIOLÓGICOS 

As imidas monocíclicas (1) são compostos derivados de 

um ácido dicarboxílico com a amônia ou outra amina primária pela 

eliminação de água.1  

As glutarimidas (2) possuem numerosas atividades biológicas, v.g., a 

talidomida ((±)-ftalimidoglutarimida) 

(3) teve, recentemente, atividade 

comprovada no tratamento da 

Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida (SIDA),2,3 de doenças auto-imunes como artrite reumatóide e doença de 

Crohn, de alguns tipos de câncer como o mieloma múltiplo e da tuberculose.3 

Derivados glutarimídicos são usados contra cânceres estrogenodependentes, 

possuindo efeitos muscarínicos, 

atividades anticonvulsivantes,2 e 

antagonistas serotoninérgicos, como é 

o caso da succinimidobutilpiperazina   

(4).4  

As succinimidas (5) 

demonstraram possuir atividades 

anticonvulsivantes, como se pode 
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exemplificar com uma 3-fenilsuccinimida (6) sintetizada e testada por 

pesquisadores poloneses5 e uma aminometilsuccinimida desenvolvida por 

estadunidenses (7).6 

Succinimidas (5) e ftalimidas (8) entre 

outras imidas cíclicas, demonstraram potente 

atividade hipolipidêmica em camundongos.7  

As maleimidas (9) especialmente a N-carboxiheptilmaleimida (11) 

tiveram recentemente comprovados efeitos como inibidores da 

Prostaglandina Endoperóxido Sintetase (PGHS, EC 1.14.99.1), 

podendo vir a ser futuros analgésicos ou antiinflamatórios.8  

Demonstrou-se que maleimidas (9) e citraconimidas (10) com 

substituintes de baixo peso molecular possuem potente atividade repelente de 

roedores.9  

As citraconimidas constituem uma porção 

(demonstrada aqui em negrito) do antibiótico 

nucleosídico de ocorrência natural showdomicina (12).10  

As imidas cíclicas (1) são assimiladas por microorganismos, que 

possuem sistemas enzimáticos que as degradam, podendo até servir como única 

fonte de carbono. Parece que o papel fisiológico da atividade de transformação 
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das imidas cíclicas é o de degradação de xenobióticos, uma vez que existem 

poucas imidas de ocorrência natural.11  

As imidas cíclicas e seus derivados continuam sendo alvo promissor 

como busca de novos fármacos, como se evidencia em recente revisão na 

literatura.12 

A N-etilmaleimida produz efeito diurético, porém maleimidohipouratos e 

maleimidobenzoatos não modificam a função renal em cães.13  

Algumas 3,4-dicloromaleimidas, maleimidas e succinimidas foram 

efetivas no modelo de contração abdominal induzida por ácido acético.14 

Recentemente demonstrou-se alta atividade analgésica entre as N-

arilglutarimidas (13). Constatou-se, porém, que o produto da hidrólise destes 

compostos, os ácidos N-arilglutarâmicos (14) provocaram efeitos da mesma 

ordem de potência em relação às imidas às quais são relacionados.15 Esta 

constatação reforça a hipótese de que, em alguns casos, as imidas funcionariam 

na prática como pró-fármacos, sendo metabolizadas aos respectivos metabólitos 

ativos. A seguir são 

arrolados alguns papéis 

desempenhados por 

ácidos âmicos objetos de 

estudo desta dissertação em sistemas vivos a partir de uma breve revisão na 

literatura. 
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1.2 UTILIZAÇÃO DE MONOAMIDAS DOS ÁCIDOS SUCCÍNICOS, 
CITRACÔNICOS E ITACÔNICOS COMO INTERFERENTES DE SISTEMAS 
BIOLÓGICOS 

Os ácidos N-fenilsuccinâmicos (15) 

(ácidos 4-anilino-4-oxobutanóicos) e compostos 

quimicamente relacionados possuem atividade 

biológica variada. Testaram-se suas propriedades edulcorantes (adoçantes),16 

foram patenteados para tratamento da doença de Alzheimer,17,18 pesquisados 

como potenciais pesticidas,19 viricidas20 e antimicrobianos,21 especialmente para 

bactérias Gram negativas.22 Os ácidos succinâmicos são sintetizados em 

organismos vivos, sendo reconhecidos como os principais metabólitos da 3,4-

dicloroanilina em cultura de fungos,23 bem como em ratos.24 Testou-se o potencial 

mutagênico de ácidos succinâmicos clorados com resultados negativos.25 

Derivados glicídicos foram testados como anti-hipertensivos.26 Os ácidos N-

fenilftalâmicos foram patenteados na França27 e na Alemanha28 como 

antiinflamatórios. Seus complexos com metais como Pd(II), Co(II), Ni(II) e Cu(II) 

tiveram comprovada atividade fungistática contra patógenos.29 Derivados 

(amidas) do ácido 6-aminopenicilânico com ácidos N-fenilftalâmicos 

demonstraram atividade bactericida in vitro contra organismos produtores de 

penicilinase.30 Foram estudados por suas atividades hiperlipidêmicas e aumento 

de peso corporal em camundongos.31 Na agricultura foram estudados como 

potenciais inseticidas32 e  pesticidas,33 estimulantes do amadurecimento34 e do 

rendimento35,36 da produção de tomates, reguladores de crescimento na produção 

de sementes de trevo branco (Trifolium repens),37  trevo vermelho,38 trigo, arroz39 

e milho,40 aumento na produção de sementes e capacidade de germinação da 
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beterraba,41 aumento na produção de sementes de girassol. O ácido N-(m-

tolil)ftalâmico (16) é comercializado nos E.U.A. com o nome Duraset para 

incremento no rendimento das culturas de feijão-de-Lima e tomates.42 

Recentes estudos demonstram que o ácido 

N-etilmaleâmico não é tóxico à E. coli, mesmo a altas 

concentrações.43 O ácido o-nitrofenilmaleâmico 

demonstrou aumentar a radiossensibilidade da E. 

coli.44 Já os ácidos N-fenilmaleâmicos tiveram comprovados seus efeitos 

antibacterianos e antifúngicos.45 Foram patenteados como inibidores do 

crescimento de algas em redes de pesca.46 Complexos de ácidos N-

fenilmaleâmicos com Pd(II) exibiram atividade fungistática contra patógenos,29 

bem como antibolor para tintas a base de látex. Derivados (amidas) do ácido 6-

aminopenicilânico com ácidos N-fenilmaleâmicos demonstraram atividade 

bactericida in vitro seletivamente contra organismos gram-positivos47 e atividade 

viricida.48 Os ácidos N-fenilmaleâmicos inibem a catecol-o-metiltransferase.49 

Demonstrou-se que reduzem o nível de colesterol,50 triglicerídeos e fosfolipídios 

plasmáticos em ratos.51 Os ácidos N-fenilmaleâmicos, quando aplicados ao sorgo, 

são antídotos eficientes aos danos causados pelo herbicida Alachlor (2-Cl-2’,6’-

dietil-N-(metoximetil)acetanilida).52 Foram patenteados como reguladores de 

crescimento vegetal.53  

Não há relatos de testes de efeitos biológicos dos ácidos N-

fenilcitraconâmicos. 

Os ácidos N-fenilitaconâmicos foram patenteados como fungicidas.54 

Demonstrou-se atividade herbicida55 e reguladora do crescimento vegetal.56  
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1.3 MÉTODO MANUAL DE TOPLISS 

O método manual de Topliss57 para o desenvolvimento de drogas não 

envolve metodologia estatística pelo qual um grupo análogo com diferentes 

padrões de substituição é sintetizado inicialmente. O grupo inicial consiste em 

compostos com os primeiros 5 substituintes da Tabela 1, que possuem valores 

diferenciados dos parâmetros π (constante de hidrofobicidade do substituinte) e σ 

(constante eletrônica do substituinte, ou σ de Hammett). Tais compostos devem 

ser prontamente acessíveis do ponto de vista sintético. Estes 5 compostos têm 

sua potência testada e são, deste modo, ordenados segundo essa. A ordem de 

potência é comparada com uma tabela que ordena os parâmetros π e σ entre os 5 

substituintes, bem como algumas combinações matemáticas entre esses 

(v.Tabela 2). Essas representam diferentes pesos paramétricos que possam estar 

influenciando o efeito testado. Incluem-se também efeitos estereoquímicos na 

posição 4 do anel (E4). Contando com a similaridade de algumas dependências 

paramétricas e com variações da resposta dos sistemas biológicos envolvidos, 

podem-se esperar discrepâncias na comparação da ordem de potência testada 

com a teórica. Por este motivo, quanto maior for a faixa de possível variação do 

efeito biológico testado, melhores resultados poderão ser alcançados. 

Após a determinação dos parâmetros envolvidos sintetiza-se a nova 

série de compostos, utilizando-se substituintes que possuam como característica 

um valor incrementado desses parâmetros ou da combinação ponderada 

envolvida lançando mão de uma tabela que classifica vários substituintes de 

acordo com sua similaridade de efeitos eletrônicos ou estereoquímicos (v. Tabela 

3). 



Tabela 1 Valores dos parâmetrosa 

Substituintes π σ  π - σ 2 π - σ π - 2σ π - 3σ -σ π + σ 2π – π2 

H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
4-Cl 0,71 0,23 0,48 1,19 0,25 0,02 -0,23 0,94 0,92 
3,4-Cl2 1,25 0,52 0,73 1,98 0,21 -0,31 -0,52 1,77 0,94 
4-CH3 0,56 -0,17 0,73 1,29 0,90 1,07 0,17 0,39 0,81 
4-OCH3 -0,02 -0,27 0,25 0,23 0,52 0,79 0,27 -0,29 -0,04 
3-CF3,4-Cl 1,59 0,66 0,93 2,52 2,91 -0,39 -0,66 2,25 0,65 
3-CF3,4-NO2 0,60 1,21 -0,61 -0,01 -1,82 -2,97 -1,21 1,81 0,84 
4-CF3 0,88 0,54 0,34 1,22 -0,20 -0,74 -0,54 1,42 0,99 
2,4-Cl2 1,42 0,46 0,96 2,38 0,50 0,04 -0,46 1,88 0,82 
c-C5H9 2,14 -0,02 2,16 4,30 2,18 2,20 0,02 2,12 -0,30 
c-C6H11 2,51 -0,22 2,73 5,24 2,95 3,17 0,22 2,29 -1,28 
4-CH(CH3)2 1,53 -0,05 1,58 3,11 1,63 1,68 0,05 1,48 0,72 
4-C(CH3)3 1,98 -0,20 2,18 4,16 2,38 2,58 0,20 1,78 0,04 
3,4-(CH3)2 0,99 -0,30 1,29 2,28 1,59 1,89 0,30 0,69 1,00 
4-O(CH2)3CH3 1,55b -0,32 1,87 3,42 2,19 2,51 0,32 1,23 0,70 
4-OCH2Ph 2,13b -0,42 2,55 4,68 2,97 3,39 0,42 1,71 -0,28 
4-N(C2H5)2 1,18 -0,83 2,01 3,19 3,84 4,67 0,83 0,35 0,97 
4-N(CH3)2 0,18 -0,83 1,01 1,19 1,84 2,67 0,83 -0,65 0,33 
4-NH2 -1,23 -0,66 -0,57 -1,80 0,09 0,75 0,66 -1,89 -3,97 
4-NHC4H9 1,45 -0,51 1,96 2,39 2,47 2,98 0,51 0,94 0,80 
4-OCH(CH3)2 1,03b -0,45 1,48 2,51 1,93 2,38 0,45 0,58 1,00 
3-CH3,4-OCH3 0,54 -0,26 0,80 1,34 1,06 1,32 0,26 0,28 0,79 
4-Br 0,86 0,23 0,57 1,49 0,40 1,55 -0,23 1,09 0,98 
3-CF3 0,88 0,43 0,45 1,43 0,02 2,17 -0,43 1,31 0,99 
4-C2H5 1,02 -0,15 1,17 2,19 1,32 1,47 0,15 0,87 1,00 
4-O(CH2)2CH3 1,05 -0,25 1,30 2,35 1,55 1,80 0,25 0,80 1,00 
3-CH3,4-Cl 1,29 0,17 1,12 2,41 0,95 0,78 -0,17 1,46 0,92 
3-Cl 0,71 0,37 0,34 1,05 -0,03 -0,30 -0,37 1,08 0,92 
3-CH3 0,56 -0,07 0,63 1,19 0,70 0,77 0,07 0,49 0,81 
3-OCH3 -0,02 0,12 -0,14 -0,16 -0,26 -0,38 -0,12 0,10 -0,04 
3-N(CH3)2 0,18 -0,15 0,33 0,51 0,48 0,63 0,15 0,03 0,33 
3,5-Cl2 1,25 0,75 0,50 1,75 -0,25 -1,00 -0,75 2,20 0,94 
2-Cl 0,71 0,23 0,48 1,19 0,25 0,02 -0,23 0,94 0,92 
2-CH3 0,56 -0,17 0,73 1,29 0,90 1,07 0,17 0,39 0,81 
2-OCH3 -0,02 -0,27 0,25 0,23 0,52 0,79 0,27 -0,29 -0,04 
2-F 0,14 0,06 0,08 0,22 0,02 -0,04 -0,06 0,20 0,28 
4-F 0,14 0,06 0,08 0,22 0,02 -0,04 -0,06 0,20 0,28 
4-NHCOCH3 -0,97 0,00 -0,97 -1,94 -0,97 -0,97 0,00 -0,97 -2,88 
4-NHSO2CH3 -1,18 0,03 -1,21 -2,39 -1,24 -1,27 -0,03 -1,15 -3,75 
4-NO2 -0,28 0,78 -1,06 -1,34 -1,84 -2,62 -0,78 0,50 -0,64 
4-COCH3 -0,55 0,50 -1,05 -1,60 -1,55 -2,05 -0,50 -0,05 -1,40 
4-SO2CH3 -1,63 0,72 -2,35 -3,98 -3,07 -3,79 -0,72 -0,72 -5,92 
4-CONH2 -1,49 0,36 -1,85 -3,34 -2,21 -2,57 -0,36 -1,13 -5,20 
4-SO2NH2 -1,82 0,57 -2,39 -4,21 -3,01 -3,53 -0,57 -1,25 -6,95 
a C. Hansch, A. Leo, S. H. Unger, K. H. Kim, D. Nikaitani, e E. J. Lien, J. Med. Chem., 16, 1207 
(1973). b Valor estimado. 

(Tabela traduzida de Topliss, J. G.57) 



Tabela 2 Ordem de Potência para Várias Dependências Paramétricas 

 Parâmetros 

Substituintes π 2π - π2 σ  -σ  π+ σ  2π - σ  π- σ  π-2σ  π-3σ  E4
a 

3,4-Cl2 1 1-2 1 5 1 1 1-2 3-4 5 2-5 

4-Cl 2 1-2 2 4 2 2-3 3 3-4 3-4 2-5 

4-CH3 3 3 4 2 3 2-3 1-2 1 1 2-5 

4-OCH3 4-5 4-5 5 1 5 4 4 2 2 2-5 

H 4-5 4-5 3 3 4 5 5 5 3-4 1 

(Tabela traduzida de Topliss, J. G.57) 

 

Tabela 3 Seleção de Novos Substituintes 

Prováveis parâmetros 
operativos 

Seleção do novo substituinte 

π, π + σ , σ  3-CF3, 4-Cl; 3-CF3, 4-NO2; 4-CF3; 2,4-c-C5H9; 4-c-C6H11 

π, 2π - σ , π – σ  4-CH(CH3)2; 4-C(CH3)3; 3,4 -(CH3)2; 4-O(CH2)3CH3; 4-OCH2Ph; 4-N(C2H5)2 

π-2σ , π-3σ , – σ  4-N(C2H5)2; 4-N(CH3)2; 4-NH2; 4-NHC4H9; 4-OH; 4-OCH(CH3)2; 3-CH3, 4-OCH3 

2π - π2 4-Br; 3-CF3; 3,4-(CH3)2; 4-C2H5; 4-O(CH2)2CH3; 3-CH3, 4-Cl 

E4
a 3-Cl; 3 -CH3; 3-OCH3; 3-N(CH3)2; 3-CF3; 3,5-Cl2 

Efeito orto 2-Cl; 2 -CH; 2-OCH3; 2-F 

Outros 4-F; 4-NHCOCH3; 4-NHSO2CH3; 4-NO2; 4-COCH3; 4-SO2CH3; 4-CONH2; 4-SO2NH2 

(Tabela traduzida de Topliss, J. G.57 ; a não consta no artigo originalmente publicado por erro de 
impressão, conforme contato com o autor via correio eletrônico) 
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2 OBJETIVOS 

1. Síntese e caracterização de séries de 5 ácidos N-fenilsuccinâmicos, 

N-fenilmaleâmicos, N-fenilcitraconâmicos, N-fenilitaconâmicos, N-fenilftalâmicos e 

N-fenilcitraconimidas; 

2. Realização de ensaios toxicológicos frente às larvas de Artemia 

salina e determinar correlação entre estrutura e atividade segundo o método 

manual de Topliss dos compostos supracitados ; 

3. Realização de ensaios farmacológicos de antinociceptividade das N-

fenilcitraconimidas; 

4. Realização de ensaios farmacológicos de antinociceptividade dos 

ácidos N-fenilcitraconâmicos e comparação com o efeito das respectivas N-

fenilcitraconimidas.   
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 SÍNTESE DOS ÁCIDOS N-FENILSUCCINÂMICOS 

Sintetizou-se uma série de 5 ácidos N-fenilsuccinâmicos conforme 

técnica descrita por Liwschitz et al.58 para a síntese de ácidos N-

alquilmaleâmicos, utilizando-se como solvente CHCl3 e aquecimento, uma vez 

que o anidrido succínico não tem boa solubilidade em éter etílico como no método 

original (Esquema 1). Os rendimentos obtidos foram de 83 a 90 % (item 4.2). 

O

O

O
NH2

NH

O

O

OH

CHCl3

refluxo, 20 min
X

X  

Esquema 1 Síntese dos ácidos N-fenilssuccinâmicos substituídos, onde X = H, 4-Cl, 3,4-dicloro, 4-

Me e 4-OMe. 

 

3.2 SÍNTESE DOS ÁCIDOS N-FENILMALEÂMICOS 

Sintetizou-se uma série de 5 ácidos N-fenilmaleâmicos conforme 

técnica descrita por Liwschitz et al.58 (Esquema 2) para a síntese de ácidos N-

alquilmaleâmicos, obtendo-se rendimentos entre 89 e 95 % (item 4.3 ). 
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Esquema 2 Síntese dos ácidos N-fenilmaleâmicos substituídos, onde X = H, 4-Cl, 3,4-dicloro, 4-

Me e 4-OMe. 

3.3 SÍNTESE DOS ÁCIDOS N-FENILCITRACONÂMICOS 

Sintetizou-se uma série de 5 ácidos N-fenilcitraconâmicos por aminólise 

do anidrido citracônico em éter etílico (Esquema 3), conforme método descrito 

por Liwschitz et al.58 para a síntese de ácidos N-alquilmaleâmicos, posteriormente 

utilizado por Mehta et al.59, Kirby e Lancaster60 bem como por Baydar e Boyd61 

para a síntese de ácidos N-fenilcitraconâmicos. Os rendimentos ficaram entre 86 

e 94 % (item 4.4). 

Esquema 3 Síntese dos ácidos N-fenilcitraconâmicos substituídos, onde X = H, 4-Cl, 3,4-dicloro, 

4-Me e 4-OMe. 
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3.3.1. DETERMINAÇÃO ESTRUTURAL DO ÁCIDO N-FENILCITRACONÂMICO 

Das reações entre anilinas (anilina, p-cloroanilina, 3,4-dicloroanilina, p-

toluidina e p-anisidina) e o anidrido citracônico percebeu-se, por c.c.d., a 

formação de dois produtos em cada caso, conseguindo-se, porém,  isolar apenas 

um. Através da comparação do padrão de deslocamentos químicos dos 

hidrogênios  olefínicos obtido (δ RMN 1H em (CD3)2SO entre 6,08 e 6,17 ppm) 

com o da literatura61 (Tabela 4), assumiu-se que as estruturas isoladas são do 

tipo I.  

Tabela 4 Proporções dos ácidos citraconâmicos II e I nas misturas reacionais 

obtidas a partir de aminas e anidrido citracônico [resíduo da mistura reacional] 

 δ[(CD3)2SO]  
Amina HII HI Razão (II) : (I) 

n-Propilamina 5.83 5.98 65 : 35 
Isopropilamina 5.82 6.01 50 : 50 
n-Butilamina 5.77 6.18 50 : 50 
s-Butilamina 5.65 5.95 60 : 40 
t-Butilamina 5.65 6.15 60 : 40 
Ciclohexilamina 5.68 6.27 60 : 40 
Benzilamina 5.89 6.01 60 : 40 
Anilina 5.83 6.18 60 : 40 
p-Anisidina 5.81 6.16 65 : 35 
p-Cloroanilina 5.85 6.15 65 : 35 
p-Nitroanilina 5.93 6.20 57 : 43 
Dietilamina 5.79 6.28 70 : 30 
Piperidina 5.79 6.16 78 : 22 
Morfolina 5.78 6.23 75 : 25 
Pirrolidina 5.78 6.23 70 : 30 

 Fonte: Baydar e Boyd,61 1981 (traduzida) 
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3.3.2 ESTUDO DA ISOMERIZAÇÃO ENTRE ÁCIDOS CITRACONÂMICOS 

Mehta et al.59 concluíram que as reações entre o anidrido citracônico e 

aminas primárias produzem, invariavelmente, uma mistura de dois ácidos âmicos 

isoméricos que podem ser separados por sua diferença de solubilidade em 

solventes apropriados. Kirby e Lancaster60 detectaram, por c.c.d., uma segunda 

mancha que sugeriram representar um segundo isômero que, entretanto, não 

pôde ser separado por c.c.d., cromatografia em papel, eletroforese, nem por 

cromatografia em coluna convencional ou de troca iônica. Concluíram, então, 

tratar-se de um único composto (sem isômeros). Já Baydar e Boyd61 detectaram 

dois isômeros e realizaram um estudo cinético por RMN 1H e chegaram à 

conclusão que se forma, inicialmente, o ácido  (2Z)-4-anilino-3-metil-4-oxobut-2-

enóico, (22), (produto de controle cinético) que, dependendo do solvente e 

temperatura, isomeriza-se no ácido (2Z)-4-anilino-2-metil-4-oxobut-2-enóico, (23) 

(produto de controle termodinâmico). 

Em nossos experimentos, na síntese da série de 5 ácidos N-

fenilcitraconâmicos detectou-se, também por c.c.d., a presença de dois produtos 

(possivelmente os dois isômeros previstos). A massa reacional, quando purificada 

por recristalização, apresentou-se, porém, com ponto de fusão definido e com 

uma única mancha em c.c.d. 

Com o intuito de esclarecer a formação dos produtos e possível 

isomerização, repetiu-se o experimento realizado por Baydar e Boyd61, conforme 

descrito na seção experimental (item 4.8). Os resultados demonstram 

inicialmente a formação majoritária do ácido  (2Z)-4-anilino-3-metil-4-oxobut-2-

enóico, (22), com a conseqüente formação do ácido (2Z)-4-anilino-2-metil-4-
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oxobut-2-enóico, (23), em menor proporção. Essa proporção inverteu-se com o 

aumento do tempo e temperatura, estabilizando-se em seguida em cerca de 1:1 

(Figuras 1-5), resultado que não reproduziria os achados de Baydar e Boyd61 (a 

isomerização, em dimetilsulfóxido, ocorreria até que restassem 33 % do produto 

cinético (II) em proporção ao termodinâmico, após 110 minutos, a 95 ºC) . 

Observou-se, porém, nos cinco casos, que houve uma 

progressiva formação de ácido citracônico, (24), no meio 

(detectado por deslocamento característico no espectro de RMN 

1H), resultante da hidrólise (os solventes utilizados não foram 

secos) dos dois isômeros. Tal hidrólise, por acontecer em 

grande proporção (63 a 80 %), possivelmente, prejudicou a análise da 

concentração relativa dos isômeros a partir da terceira leitura (Figuras 6-10). 
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Leitura 1 (13 min, 27 ºC) 

Leitura 2 (+ 110 min, 35 ºC) 

Leitura 3 (+ 110 min, 65 ºC) 

Leitura 4 (+ 110 min, 95 ºC) 
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Figura 1 Composição relativa entre o ácido (2Z)-4-anilino-3-metil-4-oxobut-2-enóico (HA) e o 

ácido (2Z)-4-anilino-2-metil-4-oxobut-2-enóico (HB) em (CD3)2SO acompanhada por RMN 1H 

(item 4.8) 
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Figura 2 Composição relativa entre o ácido (2Z)-4-[(4-clorofenil)amino]-3-metil-4-oxobut-2-enóico 

(HA) e o ácido (2Z)-4-[(4-clorofenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-enóico (HB) em (CD3)2SO 

acompanhada por RMN 1H (item 4.8) 
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Figura 3 Composição relativa entre o ácido (2Z)-4-[(3,4-diclorofenil)amino]-3-metil-4-oxobut-2-

enóico (HA) e o ácido (2Z)-4-[(3,4-diclorofenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-enóico (HB) em (CD3)2SO 

acompanhada por RMN 1H (item 4.8) 
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Figura 4 Composição relativa entre o ácido (2Z)-3-metil-4-[(4-metilfenil)amino] -4-oxobut-2-enóico 

(HA) e o ácido (2Z)-2-metil-4-[(4-metilfenil)amino]-4-oxobut-2-enóico (HB) em (CD3)2SO 

acompanhada por RMN 1H (item 4.8) 
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Figura 5 Composição relativa entre o ácido (2Z)-4-[(4-metoxifenil)amino]-3-metil-4-oxobut-2-

enóico (HA) e o ácido (2Z)-4-[(4-metoxifenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-enóico (HB) em (CD3)2SO 

acompanhada por RMN 1H (item 4.8) 
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Figura 6 Hidrólise dos ácidos isoméricos (2Z)-4-anilino-3-metil-4-oxobut-2-enóico (HA) e (2Z)-4-

anilino-2-metil-4-oxobut-2-enóico (HB) em (CD3)2SO acompanhada por RMN 1H (item 4.8) 
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Figura 7 Hidrólise dos ácidos isoméricos (2Z)-4-[(4-clorofenil)amino]-3-metil-4-oxobut-2-enóico 

(HA) e (2Z)-4-[(4-clorofenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-enóico (HB) em (CD3)2SO acompanhada por 

RMN 1H (item 4.8) 
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Figura 8 Hidrólise dos ácidos isoméricos (2Z)-4-[(3,4-diclorofenil)amino]-3-metil-4-oxobut-2-enóico 

(HA) e (2Z)-4-[(3,4-diclorofenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-enóico (HB) em (CD3)2SO acompanhada 

por RMN 1H (item 4.8) 
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Figura 9 Hidrólise dos ácidos isoméricos (2Z)-3-metil-4-[(4-metilfenil)amino] -4-oxobut-2-enóico 

(HA) e (2Z)-2-metil-4-[(4-metilfenil)amino]-4-oxobut-2-enóico (HB) em (CD3)2SO acompanhada por 

RMN 1H (item 4.8) 
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Figura 10 Hidrólise dos ácidos isoméricos (2Z)-4-[(4-metoxifenil)amino]-3-metil-4-oxobut-2-enóico 

(HA) e (2Z)-4-[(4-metoxifenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-enóico (HB) em (CD3)2SO acompanhada 

por RMN 1H (item 4.8) 

 

3.4 SÍNTESE DOS ÁCIDOS N-FENILITACONÂMICOS 

A síntese de uma série de 5 ácidos N-fenilitaconâmicos realizou-se por 

aminólise do anidrido itacônico em éter etílico (Esquema 4), conforme método 

descrito por Liwschitz et al.58 para a síntese de ácidos N-alquilmaleâmicos e 

posteriormente utilizado por Pyriadi e Fraih62, que utilizaram THF como solvente e 

não caracterizaram estruturalmente qual isômero foi formado. Obteve-se, no 

presente trabalho, rendimentos entre 66 e 98 % (item 4.5). 

No final da década de 80, pesquisadores bascos63 prepararam mono e 

diésteres do ácido itacônico e tampouco realizaram a sua determinação estrutural. 

Já na década de 90, pesquisadores japoneses64,65,66 sintetizaram ácidos N-

OH
OH

O

O

NH
OH

O

O

O

H I

NH
OH

O

O

OH II



 

 

23 

23 

fenilitaconâmicos e, novamente, não determinaram os possíveis isômeros 

formados. 

 

Esquema 4 Síntese dos ácidos N-fenilitaconâmicos substituídos, onde X = H, 4-Cl, 3,4-dicloro, 4-

Me e 4-OMe. 

3.4.1 DETERMINAÇÃO ESTRUTURAL DOS ÁCIDOS N-FENILITACONÂMICOS 

Nas reações das anilinas substituídas com o anidrido itacônico existe a 

possibilidade da formação de dois isômeros (Esquema 4, estruturas I e II).  Neste 

caso, mais uma vez observou-se a formação de dois produtos (verificados por 

c.c.d.), sendo recuperado apenas um deles. Até o presente, conforme exemplos 

anteriormente citados, não se encontraram na literatura argumentos para a 

atribuição das estruturas I ou II ao ácido N-fenilitaconâmico isolado da reação. O 

espectro de RMN 1H do produto obtido (Figura 11a) foi compatível com ambas as 

estruturas. 
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Figura 11 Espectros de RMN 1H do ácido N-fenilitaconâmico como isolado (a) e do seu sal sódico 

(b). 
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O espectro de RMN 13C acoplado em (CD3)2SO apresenta, em campo baixo, dois 

sinais relativos aos dois carbonos carbonílicos, com δ 168,4 ppm e 169,2 ppm 

(Figura 12a) e um tripleto em campo alto relativo ao carbono metilênico (Figura 

12b).  

 

Figura 12 Partes do espectro de RMN 13C acoplado do ácido N-fenilitaconâmico isolado (carbono 

metilênico à direita e carbonos carbonílicos à esquerda) 

Diante do exposto, atribuiu-se a estrutura através de técnicas 

espectrais, seguindo-se as estratégias que seguem: 

1a Estratégia 

Para definir qual carbono carbonílico estava próximo ao carbono 

quaternário e qual ao carbono metilênico, compararam-se o espectro de RMN 13C 

acoplado (Figura 12) com o parcialmente acoplado (com irradiação nos 

hidrogênios do carbono secundário [δ 40,1]) (Figura 13). 
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Figura 13 Partes do espectro de RMN 13C parcialmente acoplado (irradiados os hidrogênios do 

carbono secundário) do ácido N-fenilitaconâmico isolado (região do carbono secundário 

à direita e carbonos carbonílicos à esquerda) 

Verificou-se que, ao se irradiar os hidrogênios do carbono secundário, 

o carbono carbonílico de δ 169,2 ppm perdeu o 

acoplamento. Desta forma demonstrou-se que 

ligado ao carbono metilênico encontrava-se o 

carbono carbonílico de δ 169,2 ppm e, 

conseqüentemente, o  de δ 168,4 ppm era vizinho 

do carbono quaternário. 

2a Estratégia 

Mesmo com o conhecimento acerca da vizinhança de um dos lados de 

cada carbonila, restava ainda a dúvida a respeito do grupo ligado ao outro lado 
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das mesmas (-NHC6H5 ou –OH). Em busca desta resposta, tirando proveito da 

presença do grupo ácido carboxílico, sintetizou-se o sal sódico da molécula 

problema (Figura 11b) e observou-se qual carbono carbonílico passou a integrar 

o grupo carboxilato (Figura 14).  

O espectro de RMN 13C acoplado do derivado sódico demonstrou que 

a carbonila que apresentava δ 168,4 ppm (mais próxima do cátion sódio) 

deslocou-se no espectro para δ 172,2 ppm (∆δ= 3,8 ppm), enquanto que a de δ 

169,2 ppm (mais longe do cátion sódio) passou a apresentar δ 170,5 ppm (∆δ= 

1,3 ppm). 

Figura 14 Partes do espectro de RMN 13C acoplado do sal sódico do ácido N-fenilitaconâmico 
isolado, onde a carbonila que no ácido ressoava em 168,4 ppm passou, no sal, a 
ressoar em 172,2 ppm (∆δ = 3,8 ppm) e a que apresentava δ = 169,2 no ácido, no sal 
passou a apresentar δ = 170,5 (∆δ = 1,3 ppm). 

Concluiu-se que a estrutura do composto isolado foi a do ácido 2-(2-

anilino-2-oxoetil)acrílico, (27)(Esquema 4, estrutura II). 
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3.5 SÍNTESE DOS ÁCIDOS N-FENILFTALÂMICOS 

Sintetizou-se uma série de 5 ácidos N-fenilftalâmicos por método 

descrito por Liwschitz et al.58 para a síntese de ácidos N-alquilmaleâmicos, 

utilizando-se CHCl3 como solvente, obtendo-se rendimentos entre 70 e 95 % 

(item 4.6) 

O
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Tamb, 24 h

NH
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O

OH X

NH2

X

 

Esquema 5 Síntese dos ácidos N-fenilftalâmicos substituídos, onde X = H, 4-Cl, 3,4-dicloro, 4-Me 

e 4-OMe. 

 

3.6 SÍNTESE DE N-FENILCITRACONIMIDAS 

Sintetizou-se uma série de 5 citraconimidas por desidratação do 

respectivo ácido N-fenilcitraconâmico59 e, também, por reação direta do anidrido 

citracônico com a anilina devidamente substituída, em ácido acético67 (item 4.7), 

obtendo-se, em ambos os casos, os mesmos produtos com rendimentos entre 78 

e 90 % no primeiro método e entre 78 e 92 no segundo.  
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Esquema 6 Síntese das  N-fenilcitraconimidas substituídas (método A), onde X = H, 4-Cl, 3,4-

dicloro, 4-Me e 4-OMe. 
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Esquema 7 Síntese das  N-fenilcitraconimidas substituídas (método B), onde X = H, 4-Cl, 3,4-

dicloro, 4-Me e 4-OMe. 

3.7 TOXICIDADE AGUDA FRENTE À Artemia salina 

O ensaio de toxicidade frente às larvas de Artemia salina, um crustáceo 

do Mediterrâneo, tem sido utilizado para determinar a toxicidade não específica 

de compostos orgânicos,68,69,70,71 toxicidade de microorganismos,72 de plantas73 

bem como associado a outros efeitos mais específicos como fototoxicidade,74 

balneabilidade de praias,75 hepatotoxicidade a camundongos,76 toxicidade a 

organismos patógenos ao homem, como o T. cruzi (causador da doença de 

Chagas)77 e protozoários do gênero Plasmodium (causadores da malária),78 

atividade inseticida inespecífica79 e toxicidade a vetores de doenças como o 

mosquito Aedes aegypt (vetor da febre amarela e dengue, entre outras 
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doenças).80 Este teste tem sido também utilizado na triagem de possíveis agentes 

antineoplásicos (anticâncer).81,82,83,84,85  

Os resultados para uma série de ácidos N-fenilmaleâmicos estão 

mostrados na Tabela 5. 

Tabela 5 Resultado dos testes de toxicidade aguda (Artemia salina) para os 
ácidos N-fenilmaleâmicos substituídos. 

Composto 
CL50 48 h  

(mg / 100 mL) 
CL50 48 h  

(µM) 
Ordem 

potência 
Calc. 

E4 

31 NH

O

O

OH

 

0,0421 2,2 1 1 

32 NH

O

O

OH

Cl

 

>100 >4432 2-5 2-5 

33 NH

O

O

OH

Cl

Cl  

>100 >3835 2-5 2-5 

34 NH

O

O

OH

CH3

 

>100 >4873 2-5 2-5 

35 NH

O

O

OH

O

CH3

 

>100 >4521 2-5 2-5 

 

Seguindo o método manual de Topliss, foram ordenados os compostos 

por ordem de potência no teste de A. salina (quarta coluna). De posse dessa 

informação, consultou-se a Tabela 2, constatando-se que esta coincide com a do 
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parâmetro E4. Este resultado sugere que substituições na posição 4 do anel 

anilídico inviabilizam o efeito testado, indicando um impedimento estereoquímico 

nesta posição. De posse do possível parâmetro interferente no efeito, consultou-

se a Tabela 3, que sugere que o novo grupo de compostos sintetizados  possua 

substituintes eletrorretiradores e eletrodoadores nas posições 3 e ou 5 do anel (3-

Cl, 3-CH3, 3-OCH3, 3-N(CH3)2, 3-CF3, 3,5-Cl2). 

Tabela 6 Resultado dos testes de toxicidade aguda (Artemia salina) para os 
ácidos N-fenilcitraconâmicos substituídos. 

Composto 
CL50 48 h 

(mg / 100 mL) 
CL50 48 h 

(µM) 
Ordem 

potência 
Calc.  

E4 

36 NH

O

O

CH3

OH

 

0,00640 0,31 1 1 

37 NH

O

O

CH3

OH

Cl

 

0,01715 0,72 3 2-5 

38 NH

O

O

CH3

OH

Cl

Cl  

0,02300 0,84 4-5 2-5 

39 NH

O

O

CH3

OH

CH3

 

0,00875 0,40 2 2-5 

40 NH

O

O

CH3

OH

O

CH3

 

0,02000 0,85 4-5 2-5 
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Os resultados para a série de ácidos N-fenilcitraconâmicos estão 

demonstrados na Tabela 6. Seguindo, novamente, o método manual de Topliss, 

os compostos foram ordenados por ordem de potência no teste de Artemia salina 

(quarta coluna), verificando-se que a ordem de potência dos cinco compostos, 

assim como no caso dos ácidos N-fenilmaleâmicos, coincide com a ordem do 

parâmetro E4, indicando que substituições na posição 4 do anel benzênico 

diminuem o efeito sobre a letalidade às larvas de Artemia salina. O próximo passo 

seria a síntese de novos compostos conforme sugestão da Tabela 3 para 

sistemas que não possuam demanda estereoquímica na posição 4 do anel, ou 

seja, utilizando-se substituintes nas posições 3 e ou 5 do anel (3-Cl, 3-CH3, 3-

OCH3, 3-N(CH3)2, 3-CF3, 3,5-Cl2). 

Os resultados de toxicidade frente à Artemia salina para a série de 5 

ácidos N-fenilitaconâmicos (Tabela 7) sugerem que estes não são tóxicos à larva 

do crustáceo, mesmo quando expostos a concentrações aproximadamente de 

3500 a 5000 µM. O método manual de Topliss, obviamente, não se aplica nesse 

caso. 

Os resultados para a série de ácidos N-fenilsuccinâmicos estão 

expostos na Tabela 8. Seguindo o método manual de Topliss, ordenaram-se os 

compostos por ordem de potência no teste de Artemia salina (quarta coluna), 

verificando-se que a ordem de potência destes coincide com a combinação 

paramétrica 2 π - σ, sugerindo que compostos com substituintes no anel benzênico 

eletrodoadores e que, ao mesmo tempo, conferem hidrofobicidade à molécula 

aumentam o efeito sobre a letalidade às larvas de Artemia salina, tendo a 

hidrofobicidade a metade da importância conferida ao efeito eletrodoador. 
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Conforme sugestão da Tabela 3, a síntese com substituintes com valor elevado 

de 2 π - σ (4-CH(CH3)2; 4-C(CH3)3; 3,4-(CH3)2;  4-O(CH2)3CH3; 4-OCH2Ph; 4-

N(C2H5)2) deve gerar compostos mais potentes. 

 

Tabela 7 Resultado dos testes de toxicidade aguda (Artemia salina) para os 

ácidos N-fenilitaconâmicos substituídos. 

Composto 
CL50 48 h  

(mg / 100 mL) 
CL50 48 h  

(µM) 

41 NH

O

O

CH2

OH

 

>100 >4873 

42 NH

O

O

CH2

OH

Cl

 

>100 >4172 

43 NH

O

O

CH2

OH

Cl

Cl  

>100 >3648 

44 NH

O

O

CH2

OH

CH3

 

>100 >4561 

45 NH

O

O

CH2

OH

O

CH3

 

>100 >4251 
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Tabela 8 Resultado dos testes de toxicidade aguda (Artemia salina) para os 

ácidos N-fenilsuccinâmicos substituídos. 

Composto 
CL50 48 h  

(mg / 100 mL) 
CL50 48 h  

(µM) 

46 NH

O

O

OH

 

112,73 5835 

47 NH

O

O

OH

Cl

 

31,04 1363 

48 NH

O

O

OH

Cl

Cl  

29,04 1108 

49 NH

O

O

OH

CH3

 

29,50 1423 

50 NH

O

O

OH

O

CH3

 

44,87 2010 

 

Na Tabela 9 estão os resultados do teste de toxicidade aguda frente às 

larvas de Artemia salina para uma série de ácidos N-fenilftalâmicos substituídos, 

que demonstram a presença de toxicidade com o composto 4-cloro-substituído. 

Como nesta série não foram testados ainda os compostos 58 e 59, não se pode 

fazer a análise de correlação entre estrutura e atividade segundo o método 

manual de Topliss. 
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Tabela 9 Resultado dos testes de toxicidade aguda (Artemia salina) para os 

ácidos N-fenilftalâmicos substituídos. 

Composto 
CL50 48 h  

(mg / 100 mL) 
CL50 48 h  

(µM) 

56 NH

O

O

OH

 

261 1080 

57 NH

O

O

OH

Cl

 

144 521 

58 NH

O

O

OH

Cl

Cl  

-- -- 

59 NH

O

O

OH

CH3

 

-- -- 

60 
NH

O

O

OH

O

CH3

 

282 1041 

 

A análise conjunta dos ácidos N-fenilmaleâmicos, N-

fenilcitraconâmicos, N-fenilitaconâmicos, N-fenilsuccinâmicos e N-fenilftalâmicos 

leva, ainda, à hipótese de que o sistema R-C=C-CONHR’ seja parte fundamental 

no efeito testado, já que os ácidos itaconâmicos e succinâmicos, que não têm a 

dupla conjugada com a porção amídica, e ainda os N-fenilftalâmicos, cuja ligação 

dupla conjugada pertence ao sistema fenila, não produziram nenhum efeito. 
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3.8 TESTE DE FORMALINA EM RATOS 

A injeção subcutânea de formalina (solução aquosa 37 % (p/p) de 

formaldeído) provoca um estímulo tônico composto por duas fases distintas: 

primeira fase – inicia-se imediatamente após a injeção de formalina e 

dura de 3 a 5 minutos, tendo-se, posteriormente, um intervalo de 10 a 15 minutos 

onde os animais demonstram um comportamento muito pouco sugestivo de dor;86 

segunda fase – inicia-se entre 15 e 20 minutos após a injeção e dura 

de 20 a 40 minutos.87 

Este estímulo induz uma resposta comportamental com duração da 

ordem de 1 hora, diferentemente dos testes com estímulos mais efêmeros como 

os testes tail-flick, tail-pinch ou hot-plate. O estímulo de longa duração facilita a 

observação da retro-modulação e do papel dos sistemas endógenos de regulação 

da dor, tais como sistemas opióides88,107 e sistemas monoaminérgicos.89,90,91 Em 

roedores, as respostas às duas diferentes fases do teste podem ser utilizadas 

para direcionar-se a diferentes aspectos da nocicepção, uma vez que a primeira 

fase parece ser devida à estimulação química direta dos nociceptores, enquanto 

que a segunda fase é dependente da inflamação periférica e mudanças no 

processamento central da dor. 

Fármacos reconhecidamente analgésicos fracos em humanos 

geralmente têm efeitos antinociceptivos claros no teste de formalina no 

camundongo.92,93,94,87,91 Antiinflamatórios não esteroidais (AINES) têm efeito 

somente na segunda fase do teste.87,95 Os efeitos dos AINES são melhores 

reconhecidos usando-se baixas concentrações de formalina, mas, mesmo assim, 

o AINE indometacina reduz a resposta apenas na segunda fase do teste.95 Desta 

forma, parece que a dor induzida na segunda fase do teste é particularmente útil 

na avaliação de AINES e analgésicos fracos. 

No presente trabalho ensaiou-se uma série de 5 N-fenilcitraconimidas 

(item 3.6) como triagem para efeito antinociceptivo .  
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A N-fenilcitraconimida (134, 267 e 534 µmol/kg, IP, 1 hora antes ) 

apresentou efeito inibitório dose-dependente sobre as duas fases da 

incapacitação motora induzida pela formalina, demonstrando um potente efeito 

analgésico. A dose maior (534 µmol/kg) causou incoordenação motora nos 

animais, o que não ocorreu com as doses de 134 e 267 µmol/kg (Figura 15). A 

eficácia deste composto em inibir também a primeira fase da resposta à formalina 

sugere um mecanismo de ação central da droga, que pode ser semelhante ao dos 

opióides. Estudos cinéticos preliminares indicam meia-vida plasmática em torno 

de 1 hora. 

0

10

20

30

40

50

60

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tempo (min)

Controle
134 mcmol/kg
267 mcmol/kg
534 mcmol/kg

 

Figura 15 Curvas tempo-resposta da N-fenilcitraconimida nas doses de 134 µmol/kg, 267 µmol/kg, 

534 µmol/kg e óleo de girassol como controle no teste de formalina. Todos os agentes foram 

injetados IP 30 min antes da injeção IA de formalina. Os dados são apresentados como a média ± 

e. m. p. (6 ratos por linha) do TEP contra o tempo após a injeção de formalina. 

NH
OH

O

O
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A N-(p-clorofenil)citraconimida não apresentou efeito analgésico sobre 

a primeira fase, mas um potente efeito sobre a segunda (Figura 16). Esta 

observação sugere que o composto apresente mecanismo analgésico diferente 

da N-fenilcitraconimida, possivelmente semelhante a um AINE. 
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Figura 16 Curvas tempo-resposta da N-(p-clorofenil)citraconimida nas doses de 27 µmol/kg, 54 

µmol/kg, 108 µmol/kg e óleo de girassol como controle no teste de formalina. Todos os agentes 

foram injetados IP 30 min antes da injeção IA de formalina. Os dados são apresentados como a 

média ± e. m. p. (6 ratos por linha) do TEP contra o tempo após a injeção de formalina.  

Os animais tratados com a N-(3,4-diclorofenil)citraconimida na dose de 

390 µmol/kg apresentaram contorções abdominais durante os primeiros 15 

minutos após a injeção de formalina, o que impossibilitou a avaliação durante a 

primeira fase da resposta. Essa dose porém causou inibição da resposta 

nociceptiva na segunda fase. A dose de 195 µmol/kg apresentou apenas intenso 

efeito inibitório sobre a segunda metade da segunda fase. A N-(3,4-

NH
OH

O

O

Cl
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diclorofenil)citraconimida, curiosamente, apresentou um efeito hiperalgésico sobre 

a primeira metade da segunda fase da resposta à formalina. Este efeito foi 

claramente registrado para a dose de 98 µmol/kg (Figura 17). Não foi possível 

sugerir mecanismos para este efeito, pois esta resposta dupla (hiperalgésica e 

analgésica), até o momento,  não encontra paralelo em  nenhuma substância de 

nosso conhecimento que tenha sido testada neste modelo e apresentado efeito 

semelhante. Já a dose de 47 µmol/kg apresentou redução moderada da resposta 

nociceptiva na primeira fase e acentuada durante toda a segunda fase. 
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Figura 17 Curvas tempo-resposta da N-(3,4-diclorofenil)citraconimida nas doses de 23 µmol/kg, 

47 µmol/kg, 98 µmol/kg, 195 µmol/kg, 390 µmol/kg e óleo de girassol como controle no teste de 

formalina. Todos os agentes foram injetados IP 30 min antes da injeção IA de formalina. Os dados 

são apresentados como a média ± e. m. p. (6 ratos por linha) do TEP contra o tempo após a 

injeção de formalina.  

NH
OH

O

O

Cl

Cl
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A N-(4-metilfenil)citraconimida exibiu o efeito paradoxal semelhante ao 

da N-(3,4-diclorofenil)citraconimida, notadamente para a dose de 124 µmol/kg, 

reforçando a existência de mais que um mecanismo de ação, porém ainda 

inexplicável (Figura 18). 
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Figura 18 Curvas tempo-resposta da N-(4-metilfenil)citraconimida nas doses de 60 µmol/kg, 124 

µmol/kg, 248 µmol/kg e óleo de girassol como controle no teste de formalina. Todos os agentes 

foram injetados IP 30 min antes da injeção IA de formalina. Os dados são apresentados como a 

média ± e. m. p. (6 ratos por linha) do TEP contra o tempo após a injeção de formalina.  

A N-(4-metoxifenil)citraconimida exibiu pouco efeito sobre a primeira 

fase do teste, porém, um pronunciado efeito sobre a segunda, sendo, assim como 

a N-(p-clorofenil)citraconimida, um candidato a fármaco analgésico no que 

concerne à potência dose-dependente (Figura 19). 

NH
OH

O

O
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Figura 19 Curvas tempo-resposta da N-(4-metoxifenil)citraconimida nas doses de 14 µmol/kg, 28 

µmol/kg, 55 µmol/kg, 115 µmol/kg e óleo de girassol como controle no teste de formalina. Todos 

os agentes foram injetados IP 30 min antes da injeção IA de formalina. Os dados são 

apresentados como a média ± e. m. p. (6 ratos por linha) do TEP contra o tempo após a injeção de 

formalina.  

3.9 TESTE DE FORMALINA EM CAMUNDONGOS 

O teste de formalina em camundongos é semelhante ao efetuado em 

ratos, porém, menos sensível, mas utilizando-se menor quantidade de droga, 

dado o baixo peso desses animais. Nesse modelo foi testada uma série de 5 N-

fenilcitraconimidas e uma série de 5 ácidos N-fenilcitraconâmicos (com os 

mesmos substituintes que as citraconimidas). A escolha baseou-se no fato dos 

testes em ratos com as N-fenilcitraconimidas terem demonstrado grande efeito 

analgésico e na hipótese de sofrerem metabolização (inicialmente uma hidrólise) 

depois de administradas no organismo vivo, e que os produtos desta 

NH
OH

O

O

O
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metabolização sejam as respectivas monoamidas do ácido citracônico (ácidos 

citraconâmicos). Os possíveis metabólitos foram sintetizados e efetuados os 

mesmos testes aos quais foram submetidas as N-fenilcitraconimidas para testar a 

hipótese de que os primeiros também sejam ativos. (Figuras 20, 22, 24, 26 e 28). 

Dos testes realizados com os ácidos N-fenilcitraconâmicos, conclui-se 

que esta classe de compostos também possui efeito analgésico. No caso da 

hipótese de serem metabólitos diretos das N-fenilcitraconimidas, devem 

desempenhar importante papel no efeito dessas. Em um caso pode-se observar 

um padrão de efeito semelhante entre a amida e o ácido âmico, como é o caso do 

par ácido (2Z)-2-metil-4-[(4-metilfenil)amino]-4-oxobut-2-enóico / N-(4-

metilfenil)citraconimida (Figuras 26-27). A análise dos outros quatro exemplos, 

porém, sugere um padrão de efeito diferenciado em relação às duas fases do 

teste de formalina (Figuras 20-25; 28-29). 

A confirmação da existência de distintos mecanismos de analgesia 

atuando para a imida cíclica e seu respectivo ácido âmico e a relação entre 

estrutura e atividade analgésica dependem ainda de um estudo mais detalhado 

com uma ampla variedade de concentrações testadas. Existe, também, a 

necessidade de um tratamento  estatístico adequado para o reconhecimento de 

aspectos quantitativos envolvidos no fenômeno e, conseqüentemente, 

desenvolvimento de fármacos baseados nestes modelos. 
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grupo ácido N-fenilcitraconâmico, (36), (54,8 mg / kg, IP) 

grupo controle (óleo de girassol + 5 % DMSO) 
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Figura 20 Curvas tempo-resposta do ácido (2Z)-4-anilino-2-metil-4-oxobut-2-enóico, (36) na dose 
de 54,8 mg/kg e óleo de girassol + 5 % DMSO como controle no teste de formalina em 
camundongos. Ambos os agentes foram injetados IP 30 min antes da injeção IA de 
formalina. Os dados são apresentados como a média ± e. m. p. (6 camundongos) do 
número de respostas nociceptivas contra o tempo após a injeção de formalina.  

 

grupo N-fenilcitraconimida, (51), (50 mg / kg, IP) 

grupo controle (óleo de girassol + 5 % DMSO) 
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Figura 21 Curvas tempo-resposta da N-fenilcitraconimida, (51), na dose de 50 mg/kg e óleo de 
girassol + 5 % DMSO como controle no teste de formalina em camundongos. Ambos os 
agentes foram injetados IP 30 min antes da injeção IA de formalina. Os dados são 
apresentados como a média ± e. m. p. (6 camundongos) do número de respostas 
nociceptivas contra o tempo após a injeção de formalina. 
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grupo ácido N-(4-clorofenil)citraconâmico, (37), (13 mg / kg, IP) 

grupo controle (óleo de girassol + 5 % DMSO) 
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Figura 22 Curvas tempo-resposta do ácido (2Z)-4-[(4-clorofenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-enóico,  
(37) na dose de 13 mg/kg e óleo de girassol + 5 % DMSO como controle no teste de 
formalina em camundongos. Ambos os agentes foram injetados IP 30 min antes da 
injeção IA de formalina. Os dados são apresentados como a média ± e. m. p. (6 
camundongos) do número de respostas nociceptivas contra o tempo após a injeção de 
formalina. 

 

grupo N-(4-clorofenil)citraconimida, (52), (12 mg / kg, IP) 

grupo controle (óleo de girassol + 5 % DMSO) 
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Figura 23 Curvas tempo-resposta da N-(p-clorofenil)citraconimida, (52), na dose de 12 mg/kg e 
óleo de girassol + 5 % DMSO como controle no teste de formalina em camundongos. 
Ambos os agentes foram injetados IP 30 min antes da injeção IA de formalina. Os 
dados são apresentados como a média ± e. m. p. (6 camundongos) do número de 
respostas nociceptivas contra o tempo após a injeção de formalina. 
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grupo ácido N-(3,4-diclorofenil)citraconâmico, (38), (12,85 mg / kg, IP) 

grupo controle (óleo de girassol + 5 % DMSO) 
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Figura 24 Curvas tempo-resposta do ácido (2Z)-4-[(3,4-diclorofenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-
enóico, (38) na dose de 12,85 mg/kg e óleo de girassol + 5 % DMSO como controle no 
teste de formalina em camundongos. Ambos os agentes foram injetados IP 30 min 
antes da injeção IA de formalina. Os dados são apresentados como a média ± e. m. p. 
(6 camundongos) do número de respostas nociceptivas contra o tempo após a injeção 
de formalina. 

 

grupo N-(3,4-diclorofenil)citraconimida, (53), (12 mg / kg, IP) 

grupo controle (óleo de girassol + 5 % DMSO) 

0 10 20 30 40
0

50

100

150

Tempo (min)
 

Figura 25 Curvas tempo-resposta da N-(3,4-diclorofenil)citraconimida, (53), na dose de 12 mg/kg 
e óleo de girassol + 5 % DMSO como controle no teste de formalina em camundongos. 
Ambos os agentes foram injetados IP 30 min antes da injeção IA de formalina. Os 
dados são apresentados como a média ± e. m. p. (6 camundongos) do número de 
respostas nociceptivas contra o tempo após a injeção de formalina. 
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grupo ácido N-(4-metilfenil)citraconâmico, (39), (13 mg / kg, IP) 

grupo controle (óleo de girassol + 5 % DMSO) 
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Figura 26 Curvas tempo-resposta do ácido (2Z)-2-metil-4-[(4-metilfenil)amino]-4-oxobut-2-enóico,  
(39), na dose de 13 mg/kg e óleo de girassol + 5 % DMSO como controle no teste de 
formalina em camundongos. Ambos os agentes foram injetados IP 30 min antes da 
injeção IA de formalina. Os dados são apresentados como a média ± e. m. p. (6 
camundongos) do número de respostas nociceptivas contra o tempo após a injeção de 
formalina. 
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Figura 27 Curvas tempo-resposta da N-(4-metilfenil)citraconimida, (54), na dose de 12 mg/kg e 
óleo de girassol + 5 % DMSO como controle no teste de formalina em camundongos. 
Ambos os agentes foram injetados IP 30 min antes da injeção IA de formalina. Os 
dados são apresentados como a média ± e. m. p. (6 camundongos) do número de 
respostas nociceptivas contra o tempo após a injeção de formalina. 
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grupo ácido N-(4-metoxifenil)citraconâmico, (40), (13 mg / kg, IP) 

grupo controle (óleo de girassol + 5 % DMSO) 
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Figura 28 Curvas tempo-resposta do ácido (2Z)-4-[(4-metoxifenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-
enóico, (40), na dose de 13 mg/kg e óleo de girassol + 5 % DMSO como controle no 
teste de formalina em camundongos. Ambos os agentes foram injetados IP 30 min 
antes da injeção IA de formalina. Os dados são apresentados como a média ± e. m. p. 
(6 camundongos) do número de respostas nociceptivas contra o tempo após a injeção 
de formalina. 

 

grupo N-(4-metoxifenil)citraconimida, (55), (12 mg / kg, IP) 

grupo controle (óleo de girassol + 5 % DMSO) 
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Figura 29 Curvas tempo-resposta da N-(4-metoxifenil)citraconimida, (55), na dose de 12 mg/kg e 
óleo de girassol + 5 % DMSO como controle no teste de formalina em camundongos. 
Ambos os agentes foram injetados IP 30 min antes da injeção IA de formalina. Os 
dados são apresentados como a média ± e. m. p. (6 camundongos) do número de 
respostas nociceptivas contra o tempo após a injeção de formalina. 
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3.10 TESTE DE CARRAGENINA EM RATOS 

As N-fenilcitraconimidas foram testadas frente ao edema provocado 

pela injeção de carragenina (item 4.11) obtendo-se os resultados mostrados na 

Figura 30. 

Todos os cinco compostos testados apresentaram efeito 

antiinflamatório relevante, sobremaneira os compostos 52 e 54, que inibiram 

cerca de 40 % da formação de edema e o composto 51 com a surpreendente 

redução de 75 % da formação de edema, desempenho não alcançado pela 

indometacina (um dos mais potentes antiinflamatórios não esteroidais). Estes 

resultados são promissores e encorajam a continuação da investigação do efeito 

antiinflamatório desta classe de compostos, sendo ainda necessários estudos 

quantitativos para que se conheçam melhor os fatores envolvidos no efeito que 

estas moléculas produzem no sistema de nocicepção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30 Curvas tempo-resposta (aumento no volume da pata) do teste de carragenina em ratos 

(esquerda) e Inibição do edema calculada a partir da redução da área sob o gráfico do 

controle (direita) para as N-fenilcitraconimidas. 
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4 SEÇÃO EXPERIMENTAL 

4.1 REAGENTES E INSTRUMENTAÇÃO 

Utilizaram-se reagentes e solventes de grau de pureza P. A. 

purificados, quando necessário, conforme métodos de uso corrente.108 

As cromatografias em camada delgada (c. c. d.) foram realizadas 

utilizando-se placas de alumínio em sílica gel 60 F-254 de 0,2 mm de espessura. 

Utilizou-se aparelho Microquímica modelo MQRPF-301 para 

determinação de ponto de fusão. 

As análises de RMN 1H foram realizadas com um equipamento 

BRUCKER AC-200F. 

Todas as análises foram efetuadas na Central de Análises do 

Departamento de Química da Universidade Federal de Santa Catarina. 
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4.2 SÍNTESE DA SÉRIE DE ÁCIDOS N-FENILSSUCCINÂMICOS 

4.2.1 SÍNTESE DO ÁCIDO N-FENILSUCCINÂMICO 

NH
OH

O

O  

A uma solução de anidrido succínico em clorofórmio (2 . 10-2 mols em 

100 mL), adicionou-se uma solução de anilina em clorofórmio (2 . 10-2 mols em 50 

mL), mantendo-se a mistura em refluxo por 20 minutos. Filtrou-se o produto 

formado (sólido branco) em vácuo, lavando-se com clorofórmio resfriado. 

Rendimento 90 %; 

P. F. 143,5 – 144,4 ºC (acetato de etila / hexano) (Lit.96 143 – 145 ºC). 

Os compostos abaixo foram sintetizados por procedimento semelhante 

ao empregado neste item, utilizando-se a anilina devidamente substituída para 

cada caso (Esquema 1). 

4.2.2 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(p-CLOROFENIL)SUCCINÂMICO 

NH
OH

O

O

Cl

 

Rendimento 85 %; 
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P. F. 147,0 – 148,1 ºC (acetato de etila / hexano); 

RMN 1H ((CD3)2SO, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 12,17 (sl, 1H, RCOOH); 

10,11 (s, 1H, RNH); 7,62 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Ar-H); 7,34 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Ar-H); 

3,25-3,65 (m, 4H, HOOC-H2C-CH2-NHR). 

 

4.2.3 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(3,4-DICLOROFENIL)SUCCINÂMICO 

NH
OH

O

O

Cl

Cl

 

Rendimento 83 %; 

P. F. 143,5 – 144,0 ºC (acetato de etila / hexano); 

RMN 1H ((CD3)2SO, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 12,20 (sl, 1H, RCOOH); 

10,29 (s, 1H, RNH); 8,00 (s, 1H, Ar-H); 7,56 (d, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H); 7,47(d, J = 

8,7 Hz, 1H, Ar-H); 3,25-3,65 (m, 4H, HOOC-H2C-CH2-NHR). 

4.2.4 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(4-METILFENIL)SUCCINÂMICO 

NH
OH

O

O

CH3

 

Rendimento 84 %; 
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P. F. 152,0 – 153,0 ºC (acetato de etila / hexano) (Lit.97 150 ºC). 

4.2.5 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(4-METOXIFENIL)SUCCINÂMICO 

NH
OH

O

O

O
CH3

 

Rendimento 83 %; 

P. F. 161,7 – 162,8 ºC (acetato de etila / hexano) (Lit.98 163 ºC). 

4.3 SÍNTESE DA SÉRIE DE ÁCIDOS N-FENILMALEÂMICOS 

4.3.1 SÍNTESE DO ÁCIDO N-FENILMALEÂMICO 

NH
OH

O

O  

A uma solução de anidrido maléico em éter etílico (2,04 . 10-2 mols em 

30 mL) adicionou-se uma solução de anilina em éter etílico (2,14 . 10-2 mols em 

20 mL). Prontamente houve a formação de um precipitado amarelo claro que foi 

filtrado e lavado com éter etílico resfriado. 

Rendimento 95 %; 

P. F. 192,2 – 192,7 ºC (etanol) (Lit.96 194 – 195 ºC). 
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Os compostos a seguir foram sintetizados por procedimento 

semelhante ao empregado neste item, utilizando-se a anilina devidamente 

substituída para cada caso (Esquema 2). 

4.3.2 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(p-CLOROFENIL)MALEÂMICO 

NH
OH

O

O

Cl

 

Rendimento 95 %; 

P. F. 189,3 – 190,7 ºC (etanol / acetona) (Lit.99 193,8 – 194 ºC). 

4.3.3 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(3,4-DICLOROFENIL)MALEÂMICO 

NH
OH

O

O

Cl

Cl

 

Rendimento 89 %; 

P. F. 196,1 – 196,9 ºC (etanol) (Lit.99 200,7 – 202,3 ºC). 
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4.3.4 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(4-METILFENIL)MALEÂMICO 

NH
OH

O

O

CH3

 

Rendimento 95 %; 

P. F. 188,5 – 189,5 ºC (etanol / acetona); 

RMN 1H ((CD3)2SO, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 13,33 (sl, 1H, RCOOH); 

10,40 (s, 1H, RNH); 7,34 (m, 4H, Ar-H); 6,48 (d, J = 11,9 Hz, 1H, RCH=CHR’); 

6,32 (d, J = 11,9 Hz, 1H, RCH=CHR’); 2,27 (s, 3H, Ar-CH3). 

4.3.5 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(4-METOXIFENIL)MALEÂMICO 

NH
OH

O

O

O
CH3

 

Rendimento 95 %; 

P. F. 178,0 – 178,7 ºC (etanol / acetona); 

RMN 1H ((CD3)2SO, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 13,45 (sl, 1H, RCOOH); 

10,40 (s, 1H, RNH); 7,55 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar-H); 6,91 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar-H); 6,47 

(d, J = 12 Hz, 1H, RCH=CHR’); 6,30 (d, J = 12 Hz, 1H, RCH=CHR’); 3,73 (s, 3H, 

Ar-OCH3). Concorda com espectro publicado.100 
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4.4 SÍNTESE DA SÉRIE DE ÁCIDOS N-FENILCITRACONÂMICOS 

4.4.1 SÍNTESE DO ÁCIDO N-FENILCITRACONÂMICO 

NH
OH

O

O

CH3

 

A uma solução de anidrido citracônico em éter etílico (8,92 . 10-3 mols 

em 30 mL) adicionou-se uma solução de anilina em éter etílico (9,37 . 10-3 mols 

em 20 mL). Prontamente houve a formação de um precipitado branco amarelado 

que foi filtrado e lavado com éter etílico resfriado. 

 

Rendimento 90 %; 

P. F. 167,5 ºC (hexano / acetona) (Lit.61 170 – 172 ºC);   

RMN 1H ((CD3)2SO, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 7,40 (m, 5H, Ar-H); 6,17 

(d, J = 1,4 Hz, 1H, RHC=CR’); 2,06 (s, 3H, CH3-CH=CR). 

Os compostos abaixo foram sintetizados por procedimento semelhante 

ao empregado neste item, utilizando-se a anilina devidamente substituída para 

cada caso (Esquema 3). 
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4.4.2 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(p-CLOROFENIL)CITRACONÂMICO 

NH
OH

O

O

ClCH3

 

Rendimento 94 %; 

P. F. 181,0 – 181,5 ºC (hexano / acetona) (Lit.61 180 – 181 ºC); 

RMN 1H ((CD3)2SO, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 10,38 (s, 1H, RNH); 7,59 

(m, 4H, Ar-H); 6,16 (d, J = 1,5 Hz, 1H, RHC=CR’); 2,07 (s, 3H, CH3-CH=CR). 

4.4.3 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(3,4-DICLOROFENIL)CITRACONÂMICO 

NH
OH

O

O

Cl

Cl

CH3

 

Rendimento 86 %; 

P. F. 160,2 – 160,3 ºC (hexano / acetona); 

RMN 1H ((CD3)2SO, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 12,68 (sl, 1H, RCOOH); 

10,44 (s, 1H, RNH); 8,03 (s, 1H, Ar-H); 7,57 (d, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H); 7,48(d, J = 

8,7 Hz, 1H, Ar-H); 6,08 (s, 1H, RHC=CR’); 2,00 (s, 3H, CH3-CR’=CHR). 
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4.4.4 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(4-METILFENIL)CITRACONÂMICO 

NH
OH

O

O

CH3CH3

 

Rendimento 87 %; 

P. F. 175,2 – 175,9 ºC (etanol / acetona) (Lit.101 178 – 179 ºC); 

RMN 1H ((CD3)2SO, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 12,72 (sl, 1H, 

RCOOH);10,09 (s, 1H, RNH) 7,30 (m, 4H, Ar-H); 6,09 (d, J = 1,5 Hz, 1H, 

RHC=CR’); 2,24 (s, 3H, CH3-CH=CR). 

4.4.5 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(4-METOXIFENIL)CITRACONÂMICO 

NH
OH

O

O

O
CH3

CH3

 

Rendimento 92 %; 

P. F. 172,0 – 172,5 ºC (etanol / acetona) (Lit.61 175 – 176 ºC); 

RMN 1H ((CD3)2SO, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 12,72 (sl, 1H, 

RCOOH);10,07 (s, 1H, RNH);7,20 (m, 4H, Ar-H); 6,08 (d, J = 1,3 Hz, 1H, 

RHC=CR’); 3,72 (s, 3H, Ar-OCH3); 1,97 (s, 3H, CH3-CH=CR). 
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4.5 SÍNTESE DA SÉRIE DE ÁCIDOS N-FENILITACONÂMICOS 

4.5.1 SÍNTESE DO ÁCIDO N-FENILITACONÂMICO 

NH
OH

O

O

CH2

 

A uma solução de anidrido itacônico em éter etílico (4,46 . 10-3 mols em 

5 mL), adicionou-se uma solução de anilina em éter etílico (4,68 . 10 -3 mols em 5 

mL). Esta solução foi deixada sob agitação à temperatura ambiente por 12 h, 

quando o precipitado branco formado  foi filtrado e lavado com éter etílico 

resfriado. 

Rendimento 66 %; 

P. F. 160 – 160,1 ºC (hexano / acetato de etila / acetona) (Lit.62 160 – 

161 ºC); 

RMN 1H ((CD3)2SO, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 12,7 (s.l. 1H, 

RCOOH);10,10 (s, 1H, RNH); 7,40 (m, 5H, Ar-H); 6,26 e 5,83 (2 s, 2 H, H2C=CR’). 

Os compostos abaixo foram sintetizados por procedimento semelhante 

ao empregado neste item, utilizando-se a anilina devidamente substituída para 

cada caso (Esquema 4). 
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4.5.2 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(p-CLOROFENIL) ITACONÂMICO 

NH
OH

O

O

ClCH2

 

Rendimento 89 %; 

P. F. 172,5 – 173,5 ºC (etanol / acetona) (Lit.62 170 – 171 ºC); 

RMN 1H ((CD3)2SO, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 12,65 (sl, 1H, 

RCOOH);10,23 (s, 1H, RNH); 7,63 (m, 4H, Ar-H); 6,27 e 5,84 (2 s, 2H, H2C=CR’); 

3,31 (s, R-CH2-R’). 

4.5.3 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(3,4-DICLOROFENIL)ITACONÂMICO 

NH
OH

O

O

Cl

Cl

CH2

 

Rendimento 95 %; 

P. F. 155,8 – 157,3 ºC; 

RMN 1H ((CD3)2SO, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 12,5 (sl, 1H, RCOOH); 

10,42 (s, 1H, RNH); 7,81 (m, 3H, Ar-H); 6,28 e 5,86 (2 s, 2H, H2C=CR’); 3,30 (s, 

R-CH2-R’). 

42 

43 



 

 

60 

60 

4.5.4 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(4-METILFENIL)ITACONÂMICO 

NH
OH

O

O

CH3CH2

 

Rendimento 98 %; 

P. F. 175,0 – 175,9 ºC (etanol / acetona) (Lit.62 174 – 175 ºC); 

RMN 1H ((CD3)2SO, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 12,35 (sl, 1H, RCOOH); 

9,88 (s, 1H, RNH); 7,32 (m, 4H, Ar-H); 6,16 e 5,73 (2s, 2H, H2C=CR’); 3,21 (s, R-

CH2-R’). 

4.5.5 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(4-METOXIFENIL)ITACONÂMICO 

NH
OH

O

O

O
CH3

CH2

 

Rendimento 98 %; 

P. F. 170,4 – 171,7 ºC (hexano / acetato de etila / acetona) (Lit.62 172 – 

173 ºC); 

RMN 1H ((CD3)2SO, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 12,47 (sl, 1H, RCOOH); 

9,84 (s, 1H, RNH); 7,17 (m, 4H, Ar-H); 6,16 e 5,73 (2s, 2H, H2C=CR’); 3,71, (s, 3H, 

ArOCH3); 3,21 (s, R-CH2-R’). 
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4.6 SÍNTESE DA SÉRIE DE ÁCIDOS N-FENILFTALÂMICOS 

4.6.1 SÍNTESE DO ÁCIDO N-FENILFTALÂMICO 

NH
OH

O

O  

A uma solução de anidrido ftálico em clorofórmio (6,75 . 10-3 mols em 

20 mL), adicionou-se uma solução de anilina em clorofórmio (6,75 . 10 -3 mols em 

20 mL). Esta solução foi deixada sob agitação à temperatura ambiente por 24 h, 

quando o precipitado branco formado foi filtrado e lavado em clorofórmio 

resfriado. 

Rendimento 91 %; 

P. F. 208,9 – 209,1 ºC (etanol / água); 

Espectro de massa apresentou íon molecular = 241, conforme descrito 

na literatura,102 pico base 93 (ani lina), além do pico 223, representando a N-

fenilftalimida (M - H2O). 

Os compostos abaixo foram sintetizados por procedimento semelhante 

ao empregado no item 4.6.1, utilizando-se a anilina devidamente substituída para 

cada caso (Esquema 5). 
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4.6.2 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(p-CLOROFENIL)FTALÂMICO 

NH
OH

O

O

Cl

 

Rendimento 90 %; 

P. F. 181,3 – 181,9 ºC (etanol / água) (Lit.32 183,5 ºC). 

4.6.3 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(3,4-DICLOROFENIL)FTALÂMICO 

NH
OH

O

O

Cl

Cl

 

Rendimento 90 %; 

P. F. 184,1 – 184,4 ºC (etanol / água); 

O espectro de massa apresenta dois picos em 291 e 293, 

representando a M+ – H2O dos dois isótopos do cloro. 

4.6.4 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(4-METILFENIL)FTALÂMICO 

NH
OH

O

O

CH3

 

Rendimento 70 %; 
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P. F. 157,4 – 158,2 ºC (etanol / água) (Lit.32 158 – 159 ºC); 

4.6.5 SÍNTESE DO ÁCIDO N-(4-METOXIFENIL)FTALÂMICO 

NH
OH

O

O

O
CH3

 

Rendimento 95 %; 

P. F. 204,8 – 205,4 ºC (etanol / água); 

O espectro de massa apresenta Mz 253, representando a M+ – H2O. 

4.7 SÍNTESE DA SÉRIE DE  N-FENILCITRACONIMIDAS 

4.7.1 SÍNTESE DA SÉRIE DE N-FENILCITRACONIMIDAS POR 
DESIDRATAÇÃO DE ÁCIDOS N-FENILCITRACONÂMICOS SUBSTITUÍDOS 
(MÉTODO A) 

4.7.1.1 SÍNTESE DA  N-FENILCITRACONIMIDA 

N

O

O
CH3

 

Em um erlenmeyer de 50 mL, foram adicionados 4,87 . 10-3 mols de 

ácido N-fenilcitraconâmico, (36), 2,44 . 10 -3 mols de acetato de sódio anidro e 

1,95 . 10-2 mols de anidrido acético. Esta solução foi aquecida a 80 ºC por 1 h, 
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quando foi vertida sobre gelo moído sob vigorosa agitação. O precipitado formado 

foi filtrado e lavado com água e éter de petróleo. 

Rendimento 78 %; 

P. F. 97,5 – 97,9 ºC. (hexano / acetona) (Lit.103 99 ºC); 

RMN 1H (CDCl3, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 7,40 (m, 5H, Ar-H); 6,48 (d, J 

= 1,8 Hz, 1H, RHC=CR’); 2,17 (d, J = 1,7 Hz, 3H, CH3-CH=CR). 

Os compostos abaixo foram sintetizados por procedimento semelhante 

ao empregado neste item, utilizando-se o ácido citraconâmico devidamente 

substituído para cada caso (Esquema 6). 

4.7.1.2 SÍNTESE DA  N-(P-CLOROFENIL)CITRACONIMIDA   

N

O

O

Cl

CH3
 

Rendimento 85 %; 

P. F. 118,0 – 118,4 ºC (etanol / água) (Lit.103 117 ºC); 

RMN 1H (CDCl3, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 7,36 (m, 4H, Ar-H); 6,48 (d, J 

= 1,6 Hz, 1H, RHC=CR’); 2,17 (d, J = 1,5 Hz, 3H, CH3-CH=CR). 
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4.7.1.3 SÍNTESE DA  N-(3,4-DICLOROFENIL)CITRACONIMIDA 

N

O

O

Cl

Cl

CH3
 

Rendimento 90 %; 

P. F. 114,0 – 115,0 ºC (hexano / acetona) (Lit.103 106 ºC); 

RMN 1H (CDCl3, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 7,41 (m, 3H, Ar-H); 6,50 (d, J 

= 1,7 Hz, 1H, RHC=CR’); 2,18 (d, J = 1,7 Hz, 3H, CH3-CH=CR). 

4.7.1.4 SÍNTESE DA  N-(4-METILFENIL)CITRACONIMIDA 

N

O

O

CH3

CH3
 

Rendimento 78 %; 

P. F. 115,0 ºC (hexano) (Lit.104 114 – 115 ºC); 

RMN 1H (CDCl3, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 7,26 (m, 4H, Ar-H); 6,46 (d, J 

= 1,8 Hz, 1H, RHC=CR’); 2,17 (d, J = 1,8 Hz, 3H, CH3-CH=CR). 
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4.7.1.5 SÍNTESE DA  N-(4-METOXIFENIL)CITRACONIMIDA 

N

O

O

O
CH3

CH3
 

Rendimento 73 %; 

P. F. 120,5 – 121,5 ºC (acetato de etila ) (Lit.105 121 – 122 ºC); 

RMN 1H (CDCl3, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 7,38 (m, 4H, Ar-H); 6,74 (d, J 

= 9 Hz, 1H, RHC=CR’); 2,07 (d, J = 11 Hz, 3H, CH3-CH=CR). 

4.7.2 SÍNTESE DA SÉRIE DE N-FENILCITRACONIMIDAS POR IMIDIZAÇÃO 
DIRETA DO ANIDRIDO CITRACÔNICO COM ANILINAS SUBSTITUÍDAS EM 
ÁCIDO ACÉTICO(MÉTODO B) 

4.7.2.1 SÍNTESE DA  N-FENILCITRACONIMIDA 

Em um balão de 50 mL, foram adicionados 1,0 g (1,78 . 10-2 mols) de 

anidrido citracônico, 2,28 g (1,78 . 10 -2 mols) de anilina e 15 mL de ácido acético 

glacial. Esta solução foi aquecida refluxada por 2 h, quando foi vertida sobre gelo 

moído sob vigorosa agitação até a formação de precipitado (aproximadamente 20 

min) que foi filtrado, lavado com água e éter de petróleo. 

Rendimento 89 %; 

P. F. 97,5 – 97,9 ºC (hexano); 

RMN 1H (CDCl3, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 7,40 (m, 5H, Ar-H); 6,48 (d, J 

= 1,8 Hz, 1H, RHC=CR’); 2,17 (d, J = 1,7 Hz, 3H, CH3-CH=CR). 
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Os compostos abaixo foram sintetizados por procedimento semelhante 

ao empregado neste item, utilizando-se a anilina devidamente substituída para 

cada caso (Esquema 7). 

4.7.2.2 SÍNTESE DA  N-(P-CLOROFENIL)CITRACONIMIDA 

Rendimento 78 %; 

P. F. 118,0 – 118,4 ºC (etanol / água); 

RMN 1H (CDCl3, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 7,36 (m, 4H, Ar-H); 6,48 (d, J 

= 1,6 Hz, 1H, RHC=CR’); 2,17 (d, J = 1,5 Hz, 3H, CH3-CH=CR). 

4.7.2.3 SÍNTESE DA  N-(3,4-DICLOROFENIL)CITRACONIMIDA 

Rendimento 90 %; 

P. F. 114,0 – 115,0 ºC (hexano / acetona); 

RMN 1H (CDCl3, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 7,41 (m, 3H, Ar-H); 6,50 (d, J 

= 1,7 Hz, 1H, RHC=CR’); 2,18 (d, J = 1,7 Hz, 3H, CH3-CH=CR). 

4.7.2.4 SÍNTESE DA  N-(4-METILFENIL)CITRACONIMIDA 

Rendimento 92 %; 

P. F. 115,0 ºC (hexano); 

RMN 1H (CDCl3, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 7,26 (m, 4H, Ar-H); 6,46 (d, J 

= 1,8 Hz, 1H, RHC=CR’); 2,17 (d, J = 1,8 Hz, 3H, CH3-CH=CR). 
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4.7.2.5 SÍNTESE DA  N-(4-METOXIFENIL)CITRACONIMIDA 

Rendimento 92 %; 

P. F. 120,5 – 121,5 ºC (acetato de etila ); 

RMN 1H (CDCl3, TMS, 200 MHz) δ (ppm): 7,38 (m, 4H, Ar-H); 6,74 (d, J 

= 9 Hz, 1H, RHC=CR’); 2,07 (d, J = 11 Hz, 3H, CH3-CH=CR). 

4.8 ANÁLISE DA ISOMERIZAÇÃO DOS ÁCIDOS N-FENILCITRACONÂMICOS 
VIA ESPECTROMETRIA DE RMN 1H 

Estudou-se a isomerização entre os ácidos (2Z)-4-anilino-2-metil-4-

oxobut-2-enóicos, (23), e (2Z)-4-anilino-3-metil-4-oxobut-2-enóicos, (22), por 

RMN 1H ((CD3)2SO, TMS, 200 MHz), sendo a primeira leitura realizada no resíduo 

total da mistura reacional (seco em rota-evaporador) e as subseqüentes a três 

diferentes tempos e temperaturas conforme sumarizado na Tabela  10.  

Tabela 10 Cronograma das leituras de RMN 1H com as respectivas temperaturas 

Leitura Tempo (min) Temperatura (°C) 

01 13 27 

02 + 110 35 

03 + 110 65 

04 + 110 95 

 

Determinou-se o percentual relativo entre os dois isômeros por 

comparação das integrais dos sinais do H olefínico de cada isômero.   
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4.9 ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA FRENTE À Artemia salina 

O ensaio de toxicidade aguda sobre a Artemia salina foi executado 

segundo a metodologia proposta por SOLIS et al..78 As diluições foram feitas pelo 

método de diluições aritméticas em solução aquosa de sal marinho sintético (35 

g/L). Utilizou-se o método Probitos para a obtenção das DL50. 

4.9.1 SOLUÇÕES  INIC IAIS 

A massa de cada amostra foi medida em 0,5 mmol por conveniência no 

preparo das soluções iniciais. Os testes de toxicidade aguda foram realizados 

utilizando-se duas soluções iniciais, que serviram de partida para as diluições 

utilizadas nos testes (6,25 %, 12,5 %, 25 %, 50 % e 100 %): 

a) solução-mãe: transferiu-se a massa de cada amostra (0,5 mmol) 

para um balão volumétrico de 30 mL contendo tampão fosfato pH 7,2, agitou-se 

por turbilhonamento e ultra-som. Retirou-se 10 mL dessa solução e acrescentou-

se 0,35 g de sal marinho sintético; 

b) solução 10 % da solução-mãe: transferiu-se 1 mL da solução-mãe 

inicial (sem o sal) para um balão volumétrico de 10 mL, acrescentou-se 9 mL de 

tampão fosfato pH 7,2 e 0,35 g de sal marinho sintético. 

4.9.2 BIOENSAIOS COM Artemia salina 

Os testes de toxicidade aguda com náuplios do crustáceo Artemia 

salina foram realizados no Laboratório de Avaliação Ecotoxicológica – 

Departamento de Bioquímica – UFSC. 
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Para a eclosão dos cistos de Artemia salina seguiu-se a metodologia 

da agência estadunidense de proteção ambiental (USEPA).109 

Foram utilizados náuplios de 6 a 8 horas de vida, obtidos cerca de 24 h 

após o preparo dos cistos para a eclosão, a fim de que fossem utilizados náuplios 

no estágio II de desenvolvimento. 

O meio utilizado para a eclosão dos cistos e para as diluições foi obtido 

pela dissolução de 35 g de sal marinho sintético em 1 L de água deionizada, 

ajuste do pH a 6,5 e posterior esterilização por calor úmido (autoclave) a 1 atm 

por 15 min. 

Inoculou-se aproximadamente 150 mg de cistos em 150 mL do meio 

em erlenmeyer de 500 mL e deixou-se a mistura sob agitação a 30 ºC por 30 h. 

Após este período, separaram-se as larvas que eclodiram dos cistos restantes, 

preparando-se suspensões contendo aproximadamente 200 larvas / mL. 

4.9.3 TESTES DE SENSIBILIDADE 

Realizaram-se testes de sensibilidade com dicromato de potássio 

(K2Cr2O7) com o objetivo de avaliarem-se os lotes dos microcrustáceos, 

qualificando-os ou não, para a realização dos testes de toxicidade aguda com as 

amostras. Para cada lote de organismos utilizados nos testes de toxicidade aguda 

foi feito um teste de sensibilidade (em triplicata), com 5 concentrações (100 mg / 

L, 56 mg / L, 32 mg / L, 18 mg / L e 10 mg / L), com duas repetições cada uma e 

controles com a solução salina (pH 6,5 e 35 g / L de sal marinho sintético). Os 
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resultados obtidos estavam dentro do limite de confiança de 95 %, estipulado para 

24 h de duração do teste. 

4.9.4 TESTES DE TOXICIDADE AGUDA COM AS DROGAS 

Executaram-se os testes segundo metodologia proposta por SOLIS et 

al.78 em placas de teste multi-poços (6x4), com 2 repetições para cada 

concentração, além dos controles com meio salino. Inocularam-se das diferentes 

diluições testadas 150 µL de suspensão com os náuplios. 

Os ensaios de toxicidade aguda com as drogas tiveram duração de 48 

h, sendo que a cada 24 h de exposição, observou-se e anotou-se o número de 

organismos móveis ou imóveis. 

Realizaram-se testes tanto em diluições da solução-mãe de cada 

droga, quanto em diluições das soluções 10 % da solução-mãe. 

4.9.5 CÁLCULOS PARA A CL50 

Utilizou-se o método Probitos para a obtenção das CL50, sendo os 

cálculos efetuados utilizando-se o programa computacional Trimmed Spearman-

Karber Method, da Burlington Research INC, a partir do número de organismos 

mortos ou imóveis em cada concentração após os períodos de observação de 24 

h (testes de sensibilidade) e 48 h (testes de toxicidade aguda com as soluções-

teste). 
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4.10 TESTE DE FORMALINA EM RATOS 

4.10.1 ANIMAIS 

Utilizaram-se ratos wistar fêmeas pesando entre 150 – 200 g, criados 

no biotério central da Universidade Federal de Santa Catarina, mantidos em ciclo 

de claro / escuro 12 / 12 horas, com livre acesso à água e ração. 

4.10.2 DROGAS 

Morfina, Naloxona e Formalina (Merk lab.). 

4.10.3 TESTE DE INCAPACITAÇÃO ARTICULAR INDUZIDA POR FORMALINA 

4.10.3.1 SISTEMA DE REGISTRO DE NOCICEPÇÃO ARTICULAR 

O registro de nocicepção foi realizado por método anteriormente 

publicado106 que se constitui de um cilindro de aço inox (30cm largura X 30cm 

diâmetro), coberto com uma tela de trama fina de arame de aço inox, que gira a 

uma velocidade de 3 rpm. O cilindro, tem sua superfície dividida em 3 trilhas 

iguais e sua superfície permanece ligada ao fio terra de um microcomputador. O 

sistema se completa com as polainas metálicas, que são dispositivos de contato 

elétrico colocados nas patas posteriores do animal e conectados à porta de 

entrada de dados do microcomputador. 

Os registros do estado funcional das articulações foram realizados 

colocando-se o animal sobre o cilindro em rotação e medindo-se, por meio de um 
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programa específico no microcomputador, o tempo durante o qual a pata direita 

posterior do animal deixa de tocar a superfície do cilindro. A deambulação sobre o 

cilindro obriga as patas posteriores a, alternadamente, deixarem de apoiar o 

animal. Acumulando-se o tempo em que a pata direita não toca o cilindro durante 

um período de observação de 60 segundos obtivemos o tempo de elevação da 

pata (TEP). O TEP de animais com articulação não estimulada varia em torno de 

10 segundos. Um aumento do TEP, em relação ao controle,  indica 

desenvolvimento de incapacitação. Os registros de 60 segundos foram repetidos 

a cada 5 minutos, após a aplicação  intra-articular (IA) de 50 µL de formalina 3 % 

no joelho, durante 60 min. 

As injeções IA foram feitas com o animal acordado. Com uma das 

mãos segurou-se o animal gentilmente em decúbito dorsal e flectiu-se sua perna 

posterior direita. A injeção na articulação do joelho foi feita com agulha (13 x 3.8), 

introduzindo-se cerca de 1/3 de seu comprimento, não excedendo o volume de 50 

µl de solução. 

A resposta típica dos animais frente ao estímulo de formalina constitui-

se de um período de resposta intensa com elevados valores de TEP, que se inicia 

segundos após a injeção e é registrada como tempo 0. Segue-se a esta primeira 

fase uma acomodação dos animais que se caracteriza pela quase total ausência 

de resposta, registrada 5 minutos após a estimulação. Após esta fase de 

"silêncio", chamada quiescência, ocorre um novo período de respostas, que se 

inicia em torno dos 10 minutos após a injeção e atinge o máximo no tempo 20 e 

25 minutos, declinando a seguir. Sessenta minutos após o estímulo inicial os 

animais já estão deambulando normalmente. 
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4.10.3.2 INJEÇÃO E DILUIÇÃO DE DROGAS 

As drogas em estudo foram administradas por via intraperitoneal (IP) 

em solução com óleo vegetal puro (girassol), ou com óleo mais 5% de DMSO, 1 

hora antes do estímulo nociceptivo intra-articular. O mesmo procedimento aplicou-

se para o estudo de seus efeitos sobre o edema inflamatório. 

4.10.4 TESTE DE COORDENAÇÃO MOTORA 

Possíveis alterações na capacidade motora dos animais tratados 

podem ser detectadas, com suficiente precisão, durante o teste de deambulação 

forçada sobre o sistema de registro de nocicepção articular. O sistema exige que 

os animais procurem o ponto mais alto do cilindro para evitar a queda. Animais 

sedados ou com problemas de transmissão de placa motora apresentam também 

nítida dificuldade em caminhar sobre o cilindro. 

4.11 TESTE DE CARRAGENINA EM RATOS 

A quantificação do edema inflamatório induzido pela aplicação 

subcutânea de carragenina realizou-se pela imersão das patas injetadas em uma 

cuba contendo uma solução de 2,5 % de lauril sulfato de sódio em água. A cuba 

contendo o líquido foi adaptada a uma balança eletrônica rápida e a variação de 

peso do sistema, quando a pata foi imersa, pôde ser diretamente correlacionada 

com o volume da pata em questão. 
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4.12 TESTE DE FORMALINA EM CAMUNDONGOS 

Realizou-se este teste segundo método previamente publicado87 e 

idêntico ao descrito na seção 4.10.3. 

4.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS TESTES FARMACOLÓGICOS 

Os dados foram analisados através de análise de variância apropriada 

seguida de um teste post-hoc, quando foi necessário. O nível de significância 

mínimo foi de 5 %. Os grupos experimentais compuseram-se de 6 animais. 
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5 CONCLUSÕES 

O trabalho desenvolvido leva às seguintes conclusões: 

a) a reação entre o anidrido citracônico e uma anilina forma o 

respectivo ácido (2Z)-4-anilino-2-metil-4-oxobut-2-enóico, (23); 

b) a reação entre o anidrido itacônico e uma anilina forma o respectivo 

ácido 2-(2-anilino-2-oxoetil)acrílico, (27); 

c) os ácidos N-fenilmaleâmicos são tóxicos às larvas de Artemia salina 

e, segundo o método manual de Topliss, compostos com substituintes nas 

posições 3 e ou 5 do anel (3-Cl; 3-CH3; 3-OCH3; 3-N(CH3)2; 3-CF3; 3,5-Cl2) 

possivelmente devam ser mais tóxicos que a série testada (hipótese que deverá 

ser comprovada com síntese e ensaios com a nova série); 

d) os ácidos N-fenilcitraconâmicos são tóxicos às larvas de Artemia 

salina e, segundo o método manual de Topliss, (assim como no caso dos ácidos 

N-fenilmaleâmicos) compostos com substituintes nas posições 3 e ou 5 do anel 

(3-Cl; 3-CH3; 3-OCH3; 3-N(CH3)2; 3-CF3; 3,5-Cl2) possivelmente devam ser mais 

tóxicos que a série testada (hipótese que deverá ser comprovada com síntese e 

ensaios com a nova série); 

e) os ácidos N-fenilitaconâmicos não são tóxicos às larvas de Artemia 

salina; 

f) os ácidos N-fenilsuccinâmicos são pouco tóxicos às larvas de 

Artemia salina e, segundo o método manual de Topliss, substituintes com alto 

valor da combinação paramétrica 2 π - σ possivelmente devam ser mais tóxicos 
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que a série testada (hipótese que deverá ser comprovada com síntese e ensaios 

com a nova série); 

g) os ácidos N-fenilftalâmicos possuem toxicidade frente às larvas de 

Artemia salina, porém não se pôde verificar a relação estrutura atividade por falta 

de dados; 

h) a toxicidade às larvas de Artemia salina pode depender da presença 

do sistema alfa-beta insaturado R-C=C-CONHR’ na molécula. 

i) as N-fenilcitraconimidas e os ácidos N-fenilcitraconâmicos possuem 

potente efeito analgésico, provavelmente por diferentes mecanismos de ação; 

j) as N-fenilcitraconimidas produzem potente efeito antiinflamatório. 
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