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RESUMO

Na busca do desenvolvimento de farmacos com interesse terapéutico foram
sintetizadas séries de acidos N-fenilsuccindmicos, N-fenilmaledmicos, N-
fenilcitraconamicos, N-fenilitaconamicos, N-fenilftalamicos e N-fenilcitraconimidas.
Esses compostos foram submetidos a ensaios toxicolégicos frente as larvas de
Artemia salina, determinando-se a correlacdo entre estrutura e atividade segundo
o método manual de Topliss. °" Estudou-se o potencial analgésico das
citraconimidas, trabalhando-se com a hip6tese de que estas sejam pré-farmacos.
Por isso, foram realizados testes de formalina das N-fenilcitraconimidas, dos
acidos N-fenilcitraconamicos, comparando-se o efeito entre as duas classes de
compostos. Estudou-se também a estereosseletividade da reacdo entre o
anidrido citraconico e o anidrido itacbnico com anilinas, caracterizando-se 0s

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 INTRODUCAO

1.1 IMIDAS MONOCICLICAS E SUA UTILIZACAO EM SISTEMAS
BIOLOGICOS

As imidas monociclicas (1) sdo compostos derivados de /O
R
um acido dicarboxilico com a aménia ou outra amina primaria pela _II\I
o 0 R
eliminacdo de agua.’ 1 1

As glutarimidas (2) possuem numerosas atividades biolégicas, v.g., a
talidomida ((x)-ftalimidoglutarimida)
(3) teve, recentemente, atividade
comprovada no tratamento A§;>:
Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA),>* de doencas auto-imunes como artrite reumatéide e doenca de
Crohn, de alguns tipos de cancer como o mieloma mudltiplo e da tuberculose?
Derivados glutarimidicos sdo usados contra canceres estrogenodependentes,
possuindo efeitos muscarinicos, H,C—0O

atividades anticonvulsivantes,? e _/_\_ / \ @

antagonistas serotoninérgicos, como é

O
0 caso da succinimidobutilpiperazina
). o F
/ O H,C
As  succinimidas  (5) N—R //
demonstraram  possuir  atividades \\ N \ /
0 VN

anticonvulsivantes, como se pode 5 @) 6



exemplificar com uma 3-fenilsuccinimida (6) sintetizada e testada por

pesquisadores poloneses® e uma aminometilsuccinimida desenvolvida por

estadunidenses (7).°

Succinimidas (5) e ftalimidas (8) entre 0
H,N
outras imidas ciclicas, demonstraram potente 2 /\Q\?/@
atividade hipolipidémica em camundongos.’ 7

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

tiveram recentemente comprovados efeitos como inibidores da

0
/
Prostaglandina Endoperdxido Sintetase (PGHS, EC 1.14.99.1),
N—R
podendo vir a ser futuros analgésicos ou antiinflamatérios.® \
8
O

O

[N | M

\09 H4C \\ 10

Demonstrou-se que maleimidas (9) e citraconimidas (10) com
substituintes de baixo peso molecular possuem potente atividade repelente de

roedores.’

. A . o HO
As citraconimidas constituem uma porcao /

N
. . CLs sy A Y

(demonstrada aqui em negrito) do antibibtico HO H
oH O 12

nucleosidico de ocorréncia natural showdomicina (12).1°

As imidas ciclicas (1) s&o assimiladas por microorganismos, que
possuem sistemas enzimaticos que as degradam, podendo até servir como Unica

fonte de carbono. Parece que o papel fisiologico da atividade de transformacao



das imidas ciclicas € o de degradacdo de xenobidticos, uma vez que existem

poucas imidas de ocorréncia natural.!*

As imidas ciclicas e seus derivados continuam sendo alvo promissor
como busca de novos farmacos, como se evidencia em recente revisdo na

literatura

A N-etilmaleimida produz efeito diurético, porém maleimidohipouratos e

maleimidobenzoatos ndo modificam a funcdo renal em cdes.'®

Algumas 3,4-dicloromaleimidas, maleimidas e succinimidas foram

efetivas no modelo de contracdo abdominal induzida por acido acético.'*

Recentemente demonstrou-se alta atividade analgésica entre as N-

arilglutarimidas (13). Constatou-se, porém, que o produto da hidrélise destes
compostos, os acidos N-arilglutaramicos (14) provocaram efeitos da mesma
ordem de poténcia em relacdo as imidas as quais sdo relacionados.'® Esta
constatacdo reforca a hipétese de que, em alguns casos, as imidas funcionariam
na pratica como pré-farmacos, sendo metabolizadas aos respectivos metabalitos
ativos. A seguir séao o o

7. / X / X
arrolados alguns papéis

N NH

desempenhados por e}
o . 0 13 OH 14
acidos amicos objetos de

estudo desta dissertacdo em sistemas vivos a partir de uma breve revisdao na

literatura.



1.2 UTILIZACAO DE MONOAMIDAS DOS ACIDOS SUCCINICOS,
CITRACONICOS E ITACONICOS COMO INTERFERENTES DE SISTEMAS
BIOLOGICOS

Os 4&cidos N-fenilsuccindmicos (15) 0

(acidos 4-anilino-4-oxobutandicos) e compostos O\ NH @X
15

quimicamente relacionados possuem atividade HO

biolégica variada. Testaram-se suas propriedades edulcorantes (adocantes),®

foram patenteados para tratamento da doenca de Alzheimer,'"!®

pesquisados
como potenciais pesticidas,*® viricidas?®® e antimicrobianos,?* especialmente para
bactérias Gram negativas.”> Os &cidos succinAmicos s&do sintetizados em
organismos Vvivos, sendo reconhecidos como 0s principais metabdlitos da 3,4-
dicloroanilina em cultura de fungos,?® bem como em ratos.?* Testou-se o potencial
mutagénico de &cidos succinamicos clorados com resultados negativos.®
Derivados glicidicos foram testados como anti-hipertensivos.?® Os &acidos N-
fenilftalamicos foram patenteados na Franca®?’ e na Alemanha®® como
antiinflamatorios. Seus complexos com metais como Pd(Il), Co(ll), Ni(ll) e Cu(ll)
tiveram comprovada atividade fungistatica contra patégenos.?® Derivados
(amidas) do &cido 6-aminopenicilanico com &cidos N-fenilftalamicos
demonstraram atividade bactericida in vitro contra organismos produtores de
penicilinase.® Foram estudados por suas atividades hiperlipidémicas e aumento
de peso corporal em camundongos3 Na agricultura foram estudados como
potenciais inseticidas® e pesticidas,® estimulantes do amadurecimento®* e do
rendimento®**® da producéo de tomates, reguladores de crescimento na producéo
de sementes de trevo branco (Trifolium repens),®’ trevo vermelho,*® trigo, arroz*°

e milho*° aumento na producéo de sementes e capacidade de germinacdo da



beterraba,** aumento na producdo de sementes de girassol. O &cido N-(m-

tolil)ftalamico (16) € comercializado nos E.U.A. com o nome Duraset para

incremento no rendimento das culturas de feijgo-de-Lima e tomates.*?

Recentes estudos demonstram que o acido

O
N-etilmaledmico ndo é toxico a E. coli, mesmo a altas |
NH
~ 43 ;- . . A+
concentracoes. O acido o-nitrofenilmaleamico OH CH,
demonstrou aumentar a radiossensibilidade da E. o) 16

coli** Ja os é&cidos N-fenilmaleAmicos tiveram comprovados seus efeitos
antibacterianos e antifingicos.*® Foram patenteados como inibidores do
crescimento de algas em redes de pesca.** Complexos de &cidos N-
fenilmaleamicos com Pd(ll) exibiram atividade fungistatica contra patégenos,?
bem como antibolor para tintas a base de latex. Derivados (amidas) do acido 6-
aminopenicilanico com &cidos N-fenilmaledmicos demonstraram atividade
bactericida in vitro seletivamente contra organismos gram-positivos?’ e atividade

48 0Os Aacidos N-fenilmaleamicos inibem a catecol-o-metiltransferase.*®

viricida.
Demonstrou-se que reduzem o nivel de colesterol,*° triglicerideos e fosfolipidios
plasmaticos em ratos.>! Os &cidos N-fenilmaleamicos, quando aplicados ao sorgo,
sdo antidotos eficientes aos danos causados pelo herbicida Alachlor® (2-Cl-2",6'-
dietil-N-(metoximetil)acetanilida).>> Foram patenteados como reguladores de

crescimento vegetal.>®

Ndo ha relatos de testes de efeitos biolégicos dos acidos N-
fenilcitraconamicos.

Os 4acidos N-fenilitaconamicos foram patenteados como fungicidas.>

Demonstrou-se atividade herbicida® e reguladora do crescimento vegetal.*®



1.3 METODO MANUAL DE TOPLISS

O método manual de Topliss®’ para o desenvolvimento de drogas néo
envolve metodologia estatistica pelo qual um grupo andlogo com diferentes
padrbes de substituicdo € sintetizado inicialmente. O grupo inicial consiste em
compostos com o0s primeiros 5 dubstituintes da Tabela 1, que possuem valores
diferenciados dos parametros p (constante de hidrofobicidade do substituinte) e s
(constante eletronica do substituinte, ou s de Hammett). Tais compostos devem

ser prontamente acessiveis do ponto de vista sintético. Estes 5 compostos tém
sua poténcia testada e séo, deste modo, ordenados segundo essa. A ordem de
poténcia é comparada com uma tabela que ordena os parametros p e s entre 0s 5
substituintes, bem como algumas combinacbes mateméaticas entre esses
(v.Tabela 2). Essas representam diferentes pesos paramétricos que possam estar
influenciando o efeito testado. Incluem-se também efeitos estereoquimicos na
posicdo 4 do anel (E4). Contando com a similaridade de algumas dependéncias
paramétricas e com variacdes da resposta dos sistemas biol6gicos envolvidos,
podem-se esperar discrepancias na comparacdo da ordem de poténcia testada
com a tedrica. Por este motivo, quanto maior for a faixa de possivel variacao do

efeito biologico testado, melhores resultados poderdo ser alcangados.

Apoés a determinacdo dos parametros envolvidos sintetiza-se a nova
série de compostos, utilizando-se substituintes que possuam como caracteristica
um valor incrementado desses parametros ou da combinagdo ponderada
envolvida lancando m&o de uma tabela que classifica varios substituintes de
acordo com sua similaridade de efeitos eletrénicos ou estereoquimicos (v. Tabela

3).



Tabela 1 Valores dos parametros®

Substituintes D S p-s 2p-s p-25 p-33 S p+s 2p-p°
H 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4-C| 0,717 0,23 0,48 1,19 0,25 0,02 -0,23 0,94 0,92
3,4-Cl, 1,25 0,52 0,73 1,98 0,21 -0,31 -0,52 1,77 0,94
4-CHs 0,56 -0,17 0,73 1,29 0,90 1,07 0,17 0,39 0,81
4-OCHgs; -0,02 -0,27 0,25 0,23 0,52 0,79 0,27 -0,29 -0,04
3-CF3,4-Cl 159 0,66 093 2,52 291 -0,39 -0,66 2,25 0,65
3-CF3,4-NO> 0,60 121 -061 -0,01 -1,82 -2,97 -1,21 1,81 0,84
4-CF3 0,88 054 0,34 1,22 -0,20 -0,74 0,54 1,42 0,99
2,4-Cl, 1,42 0,46 0,96 2,38 0,50 0,04 -0,46 1,88 0,82
c-CsHg 2,14 -0,02 2,16 4,30 2,18 220 0,02 212 -0,30
c-CeH11 251 -022 273 5,24 295 3,17 0,22 229 -1,28
4-CH(CHas)2 153 -0,05 158 3,11 1,63 1,68 0,05 1,48 0,72
4-C(CHa3)s 198 -0,20 2,18 4,16 2,38 258 0,20 1,78 0,04
3,4-(CH3)> 0,99 -0,30 1,29 2,28 1,59 1,89 0,30 0,69 1,00
4-O(CH2)sCHs 155" -0,32 187 342 219 251 032 123 070
4-OCH,Ph 2,13 -0,42 2,55 4,68 297 339 042 1,71 -0,28
4-N(C2Hs)2 1,18 -0,83 2,01 3,19 3,84 467 0,83 0,35 0,97
4-N(CH3)2 0,18 -0,83 1,01 1,19 184 267 083 -065 0,33
4-NH, -1,23 -0,66 -0,57 -1,80 0,09 0,75 0,66 -1,89 -3,97
4-NHC4Hg 145 -051 196 2,39 247 298 051 094 0,80
4-OCH(CHz3)> 1,03 -0,45 1,48 2,51 193 2,38 045 0,58 1,00
3-CH34-OCH; 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 0,88 043 045 1,43 0,02 217 -043 1,31 0,99
4-CoHs 1,02 -0,15 1,17 2,19 1,32 1,47 0,15 0,87 1,00
4-O(CH»),CHs 1,05 -0,25 1,30 2,35 1,55 1,80 0,25 0,80 1,00
3-CHj3,4-Cl 1,29 0,17 1,12 241 0,95 0,78 -0,17 1,46 0,92
3-ClI o771 037 034 1,05 -0,03 -0,30 -0,37 1,08 0,92
3-CHs 0,56 -0,07 0,63 1,19 0,70 0,77 0,07 0,49 0,81
3-OCHgs; -0,02 0,12 -0,14 -0,26 -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-Cl; 125 0,75 050 1,75 -0,25 -1,00 -0,75 2,20 0,94
2-Cl 0,717 0,23 0,48 1,19 0,25 0,02 -0,23 0,94 0,92
2-CHs3 0,56 -0,17 0,73 1,29 0,90 1,07 0,17 0,39 0,81
2-OCHjs; -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 -194 -097 -0,97 0,00 -0,97 -2,88
4-NHSO,CH3 -1,18 0,03 -121 -2,39 -1,24 -1,27 -0,03 -1,15 -3,75
4-NO> -0,28 0,78 -1,06 -1,34 -184 -2,62 -0,78 0,50 -0,64
4-COCHj3 -055 050 -105 -160 -1,55 -2,05 -050 -0,05 -1,40
4-SO,CHs3 -163 0,72 -235 -398 -3,07 -3,79 -0,72 -0,72 -5,92
4-CONH> -1,49 036 -1,85 -3,34 -2,21 -2,57 -0,36 -1,13 -5,20
4-SO2NH; -1,82 0,57 -239 -421 -301 -353 -057 -1,25 -6,95

% C. Hansch, A. Leo, S. H. Unger, K. H. Kim, D. Nikaitani, e E. J. Lien
(1973). ® Valor estimado.

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

, J. Med. Chem., 16, 1207



Tabela 2 Ordem de Poténcia para Varias Dependéncias Paramétricas

Parametros

Substituintes p 2p-p° S -S p+ts 2p-s p-sS p-2s p-3s E,®

3,4-Cl, 1 1-2 1 5 1 1 1-2 34 5 2-5

4-Cl 2 1-2 2 4 2 2-3 3 3-4 34 2-5

4-CHs 3 3 4 2 3 2-3 1-2 1 1 2-5

4-OCH3s 4-5 45 5 1 5 4 4 2 2 2-5
H 4-5 45 3 3 4 5 5 5 3-4 1

(Tabela traduzida de Topliss, J. G.”")

Tabela 3 Selecéo de Novos Substituintes

Provaveis parametros Selecédo do novo substituinte
operativos
p,p+S,S 3-CF3, 4-Cl; 3-CF3, 4-NOy; 4-CF3; 2,4-c-CsHo; 4-c-CeH 1

p, 2p -S,P-S 4-CH(CH3)2; 4-C(CH3)3; 3,4-(CH3)2; 4-O(CH2)3CH3; 4-OCH,Ph; 4-N(C2H5)2

p-2s,p-3s,-S 4-N(CzHs)2; 4-N(CHs)2; 4-NH2; 4-NHC 4Ho; 4-OH; 4-OCH(CHs),; 3-CH3, 4-OCHs

2p-p* 4-Br; 3-CF3; 3,4-(CHs)2; 4-C2Hs; 4-O(CH2)2CHs; 3-CHs, 4-Cl

ES 3-Cl; 3-CHs; 3-OCH3; 3-N(CHs)z; 3-CF3; 3,5-Cl,

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

Outros 4-F: 4-NHCOCHs3:; 4-NHSO,CHs; 4-NO,; 4-COCHs; 4-SO,CH3; 4-CONH2; 4-SO,NH»

(Tabela taduzida de Topliss, J. G.°" ; ® ndo consta no artigo originalmente publicado por erro de
impresséo, conforme contato com o autor via correio eletrénico)



2 OBJETIVOS

1. Sintese e caracterizacdo de séries de 5 acidos N-fenilsuccinamicos,
N-fenilmaleémicos, N-fenilcitraconamicos, N-fenilitaconamicos, N-fenilftalamicos e

N-fenilcitraconimidas;

2. Realizacdo de ensaios toxicolégicos frente as larvas de Artemia
salina e determinar correlacdo entre estrutura e atividade segundo o método

manual de Topliss dos compostos supracitados ;

3. Realizacdo de ensaios farmacoldgicos de antinociceptividade das N-

fenilcitraconimidas;

4. Realizacdo de ensaios farmacoldgicos de antinociceptividade dos
acidos N-fenilcitraconadmicos e comparacdo com o efeito das respectivas N-

fenilcitraconimidas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SINTESE DOS ACIDOS N-FENILSUCCINAMICOS

Sintetizou-se uma série de 5 &cidos N-fenilsuccindmicos conforme
técnica descrita por Liwschitz et al®® para a sintese de &cidos N-
alguilmaleamicos, utilizando-se como solvente CHCl; e aquecimento, uma vez
gue o anidrido succinico ndo tem boa solubilidade em éter etilico como no método

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

O

7 /

CHCI,
0 * —_— NH
refluxo, 20 min
\ / OH

o) X o)
17 18 15

X

Esquema 1 Sintese dos &cidos N-fenilssuccinamicos substituidos, onde X = H, 4-Cl, 3,4-dicloro, 4-
Me e 4-OMe.

3.2 SINTESE DOS ACIDOS N-FENILMALEAMICOS

Sintetizou-se uma série de 5 acidos N-fenilmaledmicos conforme
técnica descrita por Liwschitz et al.>® (Esquema 2) para a sintese de &cidos N-

alquilmaleamicos, obtendo-se rendimentos entre 89 e 95 % (item 4.3).

10
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o) \H, /o
% . N
\ T 15 min oH X
o) X o) 20

19 18

Esquema 2 Sintese dos acidos N-fenilmaledmicos substituidos, onde X = H, 4-Cl, 3,4-dicloro, 4
Me e 4-OMe.

3.3 SINTESE DOS ACIDOS N-FENILCITRACONAMICOS

Sintetizou-se uma série de 5 acidos N-fenilcitraconamicos por aminolise
do anidrido citracénico em éter etilico Esquema 3), conforme método descrito

|.%8 para a sintese de &cidos N-alquilmaleAmicos, posteriormente

por Liwschitz et a
utilizado por Mehta et al.>°, Kirby e Lancaster®® bem como por Baydar e Boyd®:

para a sintese de acidos N-fenilcitraconamicos. Os rendimentos ficaram entre 86

/o
Hll\z/i<NH
asc)

/ NH2
‘ Et,O o 22
O + _—

T 15 min

\ amb’ Hl o
o) X /
21 18 NH
OH X
0/ 23 |

Esquema 3 Sintese dos acidos N-fenilcitraconamicos substituidos, onde X = H, 4-Cl, 3,4-dicloro,

e 94 % (item 4.4).

4-Me e 4-OMe.
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3.3.1. DETERMINACAO ESTRUTURAL DO ACIDO N-FENILCITRACONAMICO

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

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

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

um. Através da comparacdo do padrdo de deslocamentos quimicos dos

hidrogénios olefinicos obtido @ RMN *H em (CD3),SO entre 6,08 e 6,17 ppm)

com o da literatura® (Tabela 4), assumiu-se que as estruturas isoladas s&o do

tipo 1.

Tabela 4 Propor¢cBes dos acidos citraconamicos Il e | nas misturas reacionais

obtidas a partir de aminas e anidrido citrac6nico [residuo da mistura reacional]

d[(CD3)»S0O]

Amina HIl HI Razéao (1) : ()
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 Bovd."" 1981 (traduzida)
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3.3.2 ESTUDO DA ISOMERIZACAO ENTRE ACIDOS CITRACONAMICOS

Mehta et al.>®

concluiram que as reac¢des entre o anidrido citracénico e
aminas primarias produzem, invariavelmente, uma mistura de dois acidos amicos
isoméricos que podem ser separados por sua diferenca de solubilidade em
solventes apropriados. Kirby e Lancaster®® detectaram, por c.c.d., uma segunda
mancha que sugeriram representar um segundo isdmero que, entretanto, nao
pode ser separado por c.c.d., cromatografia em papel, eletroforese, nem por
cromatografia em coluna convencional ou de troca idnica. Concluiram, entéo,
tratar-se de um Unico composto (sem isdbmeros). J& Baydar e Boyd®! detectaram
dois isémeros e realizaram um estudo cinético por RMN 'H e chegaram a
conclusao que se forma, inicialmente, o acido (2Z)-4-anilino-3-metil-4-oxobut-2-
endico, (22), (produto de controle cinético) que, dependendo do solvente e
temperatura, isomeriza-se no acido (2Z)-4-anilino-2-metil-4-oxobut-2-endico, (23)

(produto de controle termodinamico).

Em nossos experimentos, na sintese da série de 5 &acidos N-
fenilcitraconamicos detectouse, também por c.c.d., a presenca de dois produtos
(possivelmente os dois isdbmeros previstos). A massa reacional, quando purificada
por recristalizacdo, apresentou-se, porém, com ponto de fusédo definido e com

uma Unica mancha em c.c.d.

Com o intuito de esclarecer a formacdo dos produtos e possivel
isomerizacdo, repetiu-se o experimento realizado por Baydar e Boyd®!, conforme
descrito na secdo experimental (item 4.8). Os resultados demonstram
inicialmente a formacdo majoritaria do acido (2Z)-4-anilino-3-metil-4-oxobut-2-

endico, (22), com a consequente formagcdo do &cido (2Z)-4-anilino-2-metil-4-

13
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oxobut-2-endico, @3), em menor proporcdo. Essa proporcdo inverteu-se com o
aumento do tempo e temperatura, estabilizando-se em seguida em cerca de 1:1
(Figuras 1-5), resultado que nao reproduziria os achados de Baydar e Boyd®! (a
isomerizacdo, em dimetilsulféxido, ocorreria até que restassem 33 % do produto
cinético (II) em propor¢cdo ao termodinamico, ap6és 110 minutos, a 95 °C) .

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

progressiva formacdo de acido citraconico, (24), no meio O
(detectado por deslocamento caracteristico no espectro de RMN OH
OH
'H), resultante da hidrélise (os solventes utilizados ndo foram H,;C ”
O

secos) dos dois isdmeros. Tal hidrélise, por acontecer em
grande proporcdo (63 a 80 %), possivelmente, prejudicou a andlise da

concentracgao relativa dos isbmeros a partir da terceira leitura (Figuras 6-10).
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%/
— HIl ) NH‘@

Leitura 3 (+ 110 min, 65 °C)

Leitura 2 (+ 110 min, 35 °C)

Leitura 1 (13 min, 27 °C)

N RAREE B

6.0 ppm

80%
70%
60%

S0 -, e oY% H I
— ¥ —a @ . —m % H Il

7

ao isomeérica

relativa

~

40%
30%
20% T T T

Composig

(36)

Leituras

Figura 1 Composicao relativa entre o acido (2Z)-4-anilino-3-metil-4-oxobut-2-endico (HA) e o
acido (22)-4-anilino-2-metil-4-oxobut-2-enéico (HB) em (CD3),SO acompanhada por RMN H

(item 4.8)
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HI O 0
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(¢] [¢]

4 /‘ Leitura 4 (+ 110 min, 95 °C)

Leitura 3 (+ 110 min, 65 °C)

Leitura 2 (+ 110 min, 35 °C)

Leitura 1 (13 min, 27 °C)

lll’llI'l'lll'Il'll

6.0 5y Ppm

80%

70%
60% —

o \/ e %H |
0

— —m % H Il

7

ao isomeérica
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~

40% —————
30%

20% T T .
1 2 3

Composic

@37

I

Leituras

Figura 2 Composicéo relativa entre o acido (2Z)-4-[(4-clorofenil)amino]-3-metil-4-oxobut-2-endico
(HA) e o acido (2Z)-4-[(4-clorofenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-enéico (HB) em (CD3),SO

acompanhada por RMN H (item 4.8)

16



17

/ OH
OH
/—Hllij«
Leitura 4 (+ 110 min, 95 °C)

Leitura 3 (+ 110 min, 65 °C)

Leitura 2 (+ 110 min, 35 °C)

Leitura 1 (13 min, 27 °C)

5.0 5 pPpm
- 80%
O /\
8 » 60%
2 8 % H |
S 5 50% Y
S o —=— % H I
'g = 40%
(@)
©) 20% . . .
1 2 3 4 (38)
Leituras

Figura 3 Composicao relativa entre o acido (2Z)-4-[(3,4-diclorofenil)amino]-3-metil-4-oxobut-2-
enodico (HA) e o acido (22)-4-[(3,4-diclorofenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-endico (HB) em (CD3),SO
acompanhada por RMN H (item 4.8)

17



18

O

¢OH
OH

O o
4
ﬁH [ ONHHQ_
(o]

| eitiira 4 (+ 110 min QR °C)

Leitura 3 (+ 110 min. 65 °C)

II'I'Ii'II'I"F'I"IT

6.0 ppm

| eitiira 2 (+ 110 min 2K °C)

| eitiira 1 (12 min 27 °C)\

80%
70%

7

60%

ao isomeérica

50%

—o—% H I

relativa

40%

—a—%HI

30%
20% T

Composic
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Figura 4 Composicao relativa entre o acido (22)-3-metil-4-[(4-metilfenil)amino] -4-oxobut-2-endico
(HA) e o &cido (22)-2-metil-4-[(4-metilfenil)amino]-4-oxobut-2-enéico (HB) em (CD3),SO

acompanhada por RMN H (item 4.8)
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Figura 5 Composicdo relativa entre o acido (2Z)-4-[(4-metoxifenil)amino]-3-metil-4-oxobut-2-
endico (HA) e o acido (2Z)-4-[(4-metoxifenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-endico (HB) em (CD3),SO
acompanhada por RMN 'H (item 4.8)
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HI 0O O

O
7\ ACOH Hid Nk
AgH -@ /—OH 7 OH @
O o]

(o]

80.0%

60.0% /
—o—H |
40.0% ":‘\ /

—s—Ac. citrac.

20.0% —a—H Il

0.0% . . .
1 2 3 4 (36)

Figura 6 Hidrolise dos acidos isoméricos (2Z)-4-anilino-3-metil-4-oxobut-2-endico (HA) e (22)-4-

anilino-2-metil-4-oxobut-2-endico (HB) em (CD3),SO acompanhada por RMN 'H (item 4.8)

HI 0 (o]

o]
4 NH Cl Ol 4 Cl
O A
0 o)

(0]

100.0%
80.0% /
60.0% —H
20.0% ‘\\ /'/ —=— Ac. citrac.
. 0
—A—H I
20.0% .\‘?&‘\

0.0% | T |

(37)

Figura 7 Hidrélise dos acidos isoméricos (22)-4-[(4-clorofenil)amino]-3-metil-4-oxobut-2-endico
(HA) e (22)-4-[(4-clorofenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-endico (HB) em (CD3),SO acompanhada por
RMN H (item 4.8)
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HI 0O

Cl (o] (o] Cl
4 NH@Cl OH Hll / NH@Cl
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100.0%
80.0% ‘_—_‘/\ /
60.0% H |
20,004 \/ —a— Ac. citrac.
et —a—HI
20.0%
0.0% e I
1 2 3 4 (38)

Figura 8 Hidrolise dos acidos isoméricos (2Z2)-4-[(3,4-diclorofenil)amino]-3-metil-4-oxobut-2-endico
(HA) e (22)-4-[(3,4-diclorofenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-endico (HB) em (CD3),SO acompanhada
por RMN 'H (item 4.8)

(0] (0]
LD~ A O
(6] (6] (0]

70.0%
60.0%

50.0% — = / y
40.0% —4‘% < .
30.0% —a— Ac. citrac.
20.0% // ‘\‘ —a—H 1l
10.0%

0.0% | | |

(39)

Figura 9 Hidrélise dos acidos isoméricos (2Z)-3-metil-4-[(4-metilfenil)amino] -4-oxobut-2-endico
(HA) e (22)-2-metil-4-[(4-metilfenil)amino]-4-oxobut-2-endico (HB) em (CD3),SO acompanhada por
RMN H (item 4.8)
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70.0%
60.0% 2
50.0% /

40.0% - / H ! .

30.0% —a— Ac. citrac.
. 0

20.0% -~ \‘\\. A—H

10.0% .
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(40)

Figura 10 Hidrolise dos acidos isoméricos (2Z)-4-[(4-metoxifenil)amino]-3-metil-4-oxobut-2-endico
(HA) e (22)-4-[(4-metoxifenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-endico (HB) em (CD3),SO acompanhada
por RMN 'H (item 4.8)

3.4 SINTESE DOS ACIDOS N-FENILITACONAMICOS

A sintese de uma série de 5 acidos N-fenilitaconamicos realizou-se por

amindlise do anidrido itacénico em éter etilico Esquema 4), conforme método

descrito por Liwschitz et al.>®

para a sintese de &cidos N-alquilmaledmicos e
posteriormente utilizado por Pyriadi e Fraih®?, que utilizaram THF como solvente e
nao caracterizaram estruturalmente qual isémero foi formado. Obteve-se, no

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

No final da década de 80, pesquisadores bascos®® prepararam mono e

diésteres do acido itacdnico e tampouco realizaram a sua determinagdo estrutural.

64,65,66

Ja na década de 90, pesquisadores japoneses sintetizaram acidos N-

22



23

fenilitaconamicos e, novamente, ndo determinaram o0s possiveis isémeros

formados.
o}
? NH OH «
o}
o + _EbO 26 |
P \ T, . 12h

o X
25 18 NH
OH X
© 27 I

Esquema 4 Sintese dos 4cidos N-fenilitaconamicos substituidos, onde X = H, 4-Cl, 3,4-dicloro, 4
Me e 4-OMe.

3.4.1 DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS ACIDOS N-FENILITACONAMICOS

Nas reacfes das anilinas substituidas com o anidrido itaconico existe a
possibilidade da formacéo de dois isomeros (Esquema 4, estruturas | e Il). Neste
caso, mais uma vez observouse a formacgéo de dois produtos (verificados por
c.c.d.), sendo recuperado apenas um deles. Até o presente, conforme exemplos
anteriormente citados, ndo se encontraram na literatura argumentos para a
atribuicdo das estruturas | ou Il ao acido N-fenilitaconamico isolado da reacéo. O
espectro de RMN *H do produto obtido (Figura 11a) foi compativel com ambas as

estruturas.
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Figura 11 Espectros de RMN 'H do 4cido N-fenilitaconamico como isolado (a) e do seu sal sédico

(b).
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O espectro de RMN *3C acoplado em (CD3),SO apresenta, em campo baixo, dois
sinais relativos aos dois carbonos carbonilicos, com d 168,4 ppm e 169,2 ppm
(Figura 12a) e um tripleto em campo alto relativo ao carbono metilénico (Figura

12b).

1 T T
169 168 42 40 38
PEM PPM

Figura 12 Partes do espectro de RMN 3¢ acoplado do acido N-fenilitaconamico isolado (carbono

metilénico a direita e carbonos carbonilicos a esquerda)

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

espectrais, seguindo-se as estratégias que seguem:
12 Estratégia

Para definir qual carbono carbonilico estava proximo ao carbono

quaternario e qual ao carbono metilénico, compararam-se o espectro de RMN C

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

hidrogénios do carbono secundario [d 40,1]) (Figura 13).
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Figura 13 Partes do espectro de RMN 3¢ parcialmente acoplado (irradiados os hidrogénios do

carbono secundario) do acido N-fenilitacon&mico isolado (regido do carbono secundario

a direita e carbonos carbonilicos a esquerda)

Verificou-se que, ao se irradiar os hidrogénios do carbono secundario,

o carbono carbonilico de d 169,2 ppm perdeu o

acoplamento. Desta forma demonstrou-se que
ligado ao carbono metilénico encontrava-se o

carbono carbonilico de d 169,2 ppm e,
consequentemente, o de d 168,4 ppm era vizinho

do carbono quaternario.

22 Estratégia

N

R CH,

d=169,2 ppm

d=168,4 ppm

CH,

7

Ry

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

cada carbonila, restava ainda a duvida a respeito do grupo ligado ao outro lado
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das mesmas (NHCgsHs ou —OH). Em busca desta resposta, tirando proveito da
presenca do grupo acido carboxilico, sintetizowse o sal sédico da molécula
problema (Figura 11b) e observou-se qual carbono carbonilico passou a integrar

o grupo carboxilato (Figura 14).

O espectro de RMN *3C acoplado do derivado sédico demonstrou que

a carbonila que apresentava d 168,4 ppm (mais préxima do cation soédio)
deslocou-se no espectro para d 172,2 ppm (Dd= 3,8 ppm), enquanto que a de d
169,2 ppm (mais longe do céation sodio) passou a apresentar d 170,5 ppm (Dd=

1,3 ppm).

o

I 1 T : | ' T ' T
172 170
PPM 46 44 Pﬁd 40 38

F|gura 14 Partes do espectro de RMN **C acoplado do sal sédico do acido N-fenilitaconamico
isolado, onde a carbonila que no acido ressoava em 168,4 ppm passou, no sal, a
ressoar em 172,2 ppm (Od = 3,8 ppm) e a que apresentava d= 169,2 no acido, no sal
passou a apresentar d= 170,5 (Dd= 1,3 ppm).

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

anilino-2-oxoetil)acrilico, (27)(Esquema 4, estrutura I1).
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3.5 SINTESE DOS ACIDOS N-FENILFTALAMICOS

Sintetizou-se uma série de 5 acidos N-fenilftalamicos por método
descrito por Liwschitz et al®® para a sintese de &cidos N-alquilmaleamicos,
utilizando-se CHCI; como solvente, obtendo-se rendimentos entre 70 e 95 %

(item 4.6)

@ @ 2= Qf@

Esquema 5 Sintese dos acidos N-fenilftalamicos substituidos, onde X = H, 4-Cl, 3,4-dicloro, 4-Me
e 4-OMe.

3.6 SINTESE DE N-FENILCITRACONIMIDAS

Sintetizou-se uma série de 5 citraconimidas por desidratacdo do
respectivo acido N-fenilcitraconamico>® e, também, por reac&o direta do anidrido
citraconico com a anilina devidamente substituida, em &cido acético®’ (item 4.7),
obtendo-se, em ambos os casos, 0s mesmos produtos com rendimentos entre 78

e 90 % no primeiro método e entre 78 e 92 no segundo.
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o) o)
/ NH@ Ac,O/AcONa ‘ N@
o «  80°C,1h { y
o 23 O 30

Esquema 6 Sintese das N-fenilcitraconimidas substituidas (método A), onde X = H, 4Cl, 3,4
dicloro, 4-Me e 4-OMe.

0 NH; 0
AcOH /
R RS
refluxo, 2 h
\ X \ "
o] o]
20

18 30
Esquema 7 Sintese das N-fenilcitraconimidas substituidas (método B), onde X = H, 4Cl, 3,4-

dicloro, 4-Me e 4-OMe.

3.7 TOXICIDADE AGUDA FRENTE A Artemia salina

O ensaio de toxicidade frente as larvas de Artemia salina, um crustaceo
do Mediterraneo, tem sido utilizado para determinar a toxicidade nao especifica

68.69.70.71 toxicidade de microorganismos,’® de plantas’®

de compostos organicos,
bem como associado a outros efeitos mais especificos como fototoxicidade,™
balneabilidade de praias,” hepatotoxicidade a camundongos,’® toxicidade a
organismos patdégenos ao homem, como o T. cruzi (causador da doenca de
Chagas)’’ e protozoarios do género Plasmodium (causadores da malaria),’

atividade inseticida inespecifica’ e toxicidade a vetores de doencas como o

mosquito Aedes aegypt (vetor da febre amarela e dengue, entre outras
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doencas).?’ Este teste tem sido também utilizado na triagem de possiveis agentes

antineoplasicos (anticancer) 81:82:83:84.8

Os resultados para uma seérie de acidos N-fenilmaledmicos estéo

mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 Resultado dos testes de toxicidade aguda (Artemia salina) para os
acidos N-fenilmaleamicos substituidos.

Clso 48 h Clso 48 h  Ordem Calc.
Composto (mg / 100 mL) (M) poténcia  Es
(0]
31 / NH@ 0,0421 2,2 1 1
OH
(0]
(0]
32 / NHOCI >100 >4432 2-5 2-5
OH
(0]
(0]
&8 / NH cl >100 >3835 2-5 2-5
OH
(0] Cl
O
34 / NHOCHg >100 >4873 2-5 2-5
OH
4
(0]
Gy——
/ \NH O/
35 N\ / >100 >4521 25 2-5
OH
O

Seguindo o método manual de Topliss, foram ordenados os compostos
por ordem de poténcia no teste de A. salina (quarta coluna). De posse dessa

informacé&o, consultou-se a Tabela 2, constatando-se que esta coincide com a do
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parametro E4. Este resultado sugere que substituicbes na posicdo 4 do anel
anilidico inviabilizam o efeito testado, indicando um impedimento estereoquimico
nesta posicdo. De posse do possivel parametro interferente no efeito, consultou
se a Tabela 3, que sugere que o0 novo grupo de compostos sintetizados possua
substituintes eletrorretiradores e eletrodoadores nas posi¢coes 3 e ou 5 do anel (3-

Cl, 3-CHs, 3-OCHs, 3-N(CHs)s, 3-CF3, 3,5-Cly).

Tabela 6 Resultado dos testes de toxicidade aguda (Artemia salina) para os
acidos N-fenilcitraconamicos substituidos.

C t Clso 48 h Clso 48 h  Ordem Calc.
omposto (mg /100 mL) (UM)  poténcia Es

0

</ _
36 HaC / NH4<_/> 0,00640 0,31 1 1

OH

o

o

37 HaC / NHOCI 0,01715 0,72 3 2-5
OH
0

0
38 HaC / NH cl 0,02300 0,84 4-5 2-5
OH
o) cl
o
39 H3C / NHOCHs 0,00875 0,40 2 2-5
OH
0

0
/CH 3
40 HL / NHOO 0,02000 0,85 4-5 2-5
OH
o
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Os resultados para a série de acidos N-fenilcitraconamicos estéo
demonstrados na Tabela 6. Seguindo, novamente, o0 método manual de Topliss,
0s compostos foram ordenados por ordem de poténcia no teste de Artemia salina
(quarta coluna), verificando-se que a ordem de poténcia dos cinco compostos,
assim como no caso dos acidos N-fenilmaleamicos, coincide com a ordem do
parametro E4, indicando que substituicdes na posicdo 4 do anel benzénico
diminuem o efeito sobre a letalidade as larvas de Artemia salina. O proximo passo
seria a sintese de novos compostos conforme sugestdo da Tabela 3 para
sistemas que ndo possuam demanda estereoquimica na posicdo 4 do anel, ou
seja, utilizando-se substituintes nas posicoes 3 e ou 5 do anel (3-Cl, 3-CHs, 3-

OCHg, 3-N(CHz),, 3-CF3, 3,5-C).

Os resultados de toxicidade frente a Artemia salina para a série de 5
acidos N-fenilitaconamicos (Tabela 7) sugerem que estes ndo sdo toxicos a larva
do crustaceo, mesmo quando expostos a concentracées aproximadamente de
3500 a 5000 M. O método manual de Topliss, obviamente, ndo se aplica nesse

caso.

Os resultados para a série de acidos N-fenilsuccinamicos estéao

expostos na Tabela 8. Seguindo o método manual de Topliss, ordenaram-se 0s
compostos por ordem de poténcia no teste de Artemia salina (quarta coluna),
verificando-se que a ordem de poténcia destes coincide com a combinacao
paramétrica 2p -s, sugerindo que compostos com substituintes no anel benzénico
eletrodoadores e que, ao mesmo tempo, conferem hidrofobicidade a molécula
aumentam o efeito sobre a letalidade as larvas de Artemia salina, tendo a

hidrofobicidade a metade da importancia conferida ao efeito eletrodoador.
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Conforme sugestdo da Tabela 3, a sintese com substituintes com valor elevado
de 2 p - s (4-CH(CHs)2; 4-C(CHs)s; 3,4-(CHg)2; 4-O(CH2)3CHs; 4-OCHqPh; 4-

N(C2Hs),2) deve gerar compostos mais potentes.

Tabela 7 Resultado dos testes de toxicidade aguda (Artemia salina) para 0s

acidos N-fenilitaconamicos substituidos.

C|_50 48 h CL5o 48 h
Composto (mg /100 mL) (mM)

O
/
41 H,C NH@ >100 >4873
OH
(0]

J
42 HZC:<;O\HNH4<\_/>7CI >100 >4172
7

O

43 H,C NH cl >100 >3648
OH
o} cl
o)
OH
0
0
{
0 >100 >4251

45 H,C NH \ /
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Tabela 8 Resultado dos testes de toxicidade aguda (Artemia salina) para o0s

acidos N-fenilsuccinamicos substituidos.

c ¢ CLs048 h CLs048 h
omposto (mg / 100 mL) (mv))
O
46 NH@ 112,73 5835
OH
(0]
(@]
47 NHOCI 31,04 1363
OH
J
(0]
48 NH cl 29,04 1108
OH
J '
(]
Y
49 NHOCHs 29,50 1423
OH
(@]
50 44 87 2010

(0]
/e
O
OH
o

Na Tabela 9 estdo os resultados do teste de toxicidade aguda frente as

larvas de Artemia salina para uma série de acidos N-fenilftalamicos substituidos,

que demonstram a presenca de toxicidade com o composto 4-cloro-substituido.

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

fazer a analise de correlacdo 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 o0s

acidos N-fenilftalamicos substituidos.

ClLsp 48 h CLso 48 h

Composto (mg /100 mL) (M)

0
56 NH@ 261 1080
OH
o
o
57 NH@CI 144 521
OH
o
o
58 NH cl - -
OH
0 cl
0
V4
59 NHOCHS - -
OH
o

O
/"
60 NHOO 282 1041
OH
(0]

A andlise conjunta dos  éacidos  N-fenilmaleamicos, N-
fenilcitraconamicos, N-fenilitaconamicos, N-fenilsuccinamicos e N-fenilftalamicos
leva, ainda, a hipétese de que o sistema R-C=C-CONHR’ seja parte fundamental
no efeito testado, ja que os acidos itaconamicos e succinamicos, que nao tém a
dupla conjugada com a porcéo amidica, e ainda os N-fenilftalamicos, cuja ligacao

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

A injecdo subcutanea de formalina (solucdo aquosa 37 % (p/p) de

formaldeido) provoca um estimulo tdnico composto por duas fases distintas:

primeira fase — inicia-se imediatamente apds a injecao 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;%

segunda fase — inicia-se entre 15 e 20 minutos apdés a injecdo e dura
de 20 a 40 minutos.?’

Este estimulo induz uma resposta comportamental com duracdo da
ordem de 1 hora, diferentemente dos testes com estimulos mais efémeros como
os testes tail-flick, tail-pinch ou hot-plate. O estimulo de longa duracéo facilita a
observacéo da retro-modulacédo e do papel dos sistemas enddgenos de regulacao

da dor, tais como sistemas opi6ides®1%’ 89.90.91

e sistemas monoaminérgicos.
roedores, as respostas as duas diferentes fases do teste podem ser utilizadas
para direcionar-se a diferentes aspectos da nocicep¢do, uma vez que a primeira
fase parece ser devida a estimulacdo quimica direta dos nociceptores, enquanto
que a segunda fase é dependente da inflamacéo periférica e mudancas no

processamento central da dor.

Farmacos reconhecidamente analgésicos fracos em humanos
geralmente tém efeitos antinociceptivos claros no teste de formalina no
camundongo 9293948791 - Antiinflamatoérios ndo esteroidais (AINES) tém efeito
somente na segunda fase do teste®%® Os efeitos dos AINES sdo melhores
reconhecidos usando-se baixas concentracdes de formalina, mas, mesmo assim,
o AINE indometacina reduz a resposta apenas na segunda fase do teste.*® Desta
forma, parece que a dor induzida na segunda fase do teste é particularmente (util
na avaliacdo 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 mmolkg, IP, 1 hora antes )
apresentou efeito inibitério dose-dependente sobre as duas fases da
incapacitacdo motora induzida pela formalina, demonstrando um potente efeito
analgésico. A dose maior (534 mmolkg) causou incoordenacdo motora nos
animais, o que nao ocorreu com as doses de 134 e 267 nmol/kg (Figura 15). A
eficacia deste composto em inibir também a primeira fase da resposta a formalina
sugere um mecanismo de acéo central da droga, que pode ser semelhante ao dos

opidides. Estudos cinéticos preliminares indicam meia-vida plasmatica em torno

de 1 hora.
60 —&@—Controle
% —®— 134 mcmol/kg
7 —a&A—267 mcmol/kg
50 NH —@— 534 mcmol/kg

0 T T T T T T T T T T T T
-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo (min)

Figura 15 Curvas tempo-resposta da N-fenilcitraconimida nas doses de 134 pumol/kg, 267 pmol/kg,
534 pmol/kg e 6leo de girassol como controle no teste de formalina. Todos os agentes foram
injetados IP 30 min antes da injecdo IA de formalina. Os dados sé@o apresentados como a média +

e. m. p. (6 ratos por linha) do TEP contra o tempo apds a injecdo de formalina.
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A N-(p-clorofenil)citraconimida ndo apresentou efeito analgésico sobre
a primeira fase, mas um potente efeito sobre a segunda (Figura 16). Esta
observacdo sugere que o composto apresente mecanismo analgésico diferente

da N-fenilcitraconimida, possivelmente semelhante a um AINE.

60 —@— Controle
O —e— 27 mcmol/kg
7 —&A— 54 mcmol/kg
50 - NH@U —— 108 mcmol/kg
OH
(@]

40

30

20

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

Figura 16 Curvas tempo-resposta da N-(p-clorofenil)citraconimida nas doses de 27 pmol/kg, 54
pmol/kg, 108 pmol/kg e 6leo de girassol como controle no teste de formalina. Todos os agentes
foram injetados IP 30 min antes da injecdo IA de formalina. Os dados s&o apresentados como a
média + e. m. p. (6 ratos por linha) do TEP contra o tempo apés a injecdo de formalina.

Os animais tratados com a N-(3,4-diclorofenil)citraconimida na dose de
390 nmmol/kg apresentaram contor¢bes abdominais durante os primeiros 15
minutos apo6s a injecdo de formalina, o que impossibilitou a avaliacdo durante a
primeira fase da resposta. Essa dose porém causou inibicdo da resposta

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

efeito inibitorio sobre a segunda metade da segunda fase. A N-(3,4-
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diclorofenil)citraconimida, curiosamente, apresentou um efeito hiperalgésico sobre
a primeira metade da segunda fase da resposta a formalina. Este efeito foi
claramente registrado para a dose de 98 mmolkg (Figura 17). Nao foi possivel
sugerir mecanismos para este efeito, pois esta resposta dupla (hiperalgésica e
analgésica), até o0 momento, nao encontra paralelo em nenhuma substancia de
nosso conhecimento que tenha sido testada neste modelo e apresentado efeito
semelhante. J& a dose de 47 mmol/kg apresentou reducdo moderada da resposta

nociceptiva na primeira fase e acentuada durante toda a segunda fase.

60 o) al —@— Controle

—@— 27 mcmol/kg
/ NH cl —&A— 54 mcmol/kg
»—OH —— 108 mcmol/kg

O

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo (min)

Figura 17 Curvas tempo-resposta da N-(3,4-diclorofenil)citraconimida nas doses de 23 pmol/kg,
47 umol/kg, 98 pmol/kg, 195 pmol/kg, 390 umol/kg e 6leo de girassol como controle no teste de
formalina. Todos os agentes foram injetados IP 30 min antes da inje¢do IA de formalina. Os dados
sdo apresentados como a média = e. m. p. (6 ratos por linha) do TEP contra o tempo apds a

injecdo de formalina.
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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 nmol/kg,

reforcando a existéncia de mais que um mecanismo de acgdo, porém ainda

inexplicavel (Figura 18).

60 S

—— Controle

—@— 60 mcmol/kg
—ah— 124 mcmol/kg

—®— 248 mcmol/kg

20 25 30

35 40 45 50 55 60
Tempo (min)

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

pmol/kg, 248 pmol/kg e 6leo de girassol como controle no teste de formalina. Todos os agentes

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

média £ e. m. p. (6 ratos por linha) do TEP contra o tempo apés a inje¢do 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 farmaco analgésico no que

concerne a poténcia dose-dependente (Figura 19).
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Q —@—Controle

60
7 / / —&@— 14 mcmol/kg
NH (0] —aA—28 mcmol/kg
50 : —®—55 mcmol/kg
—O—115mcmol/kg

40

30

20

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

Figura 19 Curvas tempo-resposta da N-(4-metoxifenil)citraconimida nas doses de 14 pmol/kg, 28
pmol/kg, 55 umol/kg, 115 pmol/kg e 6leo de girassol como controle no teste de formalina. Todos
os agentes foram injetados IP 30 min antes da injecdo IA de formalina. Os dados sao
apresentados como a média + e. m. p. (6 ratos por linha) do TEP contra o tempo apés a injecdo de

formalina.

3.9 TESTE DE FORMALINA EM CAMUNDONGOS

O teste de formalina em camundongos € semelhante ao efetuado em
ratos, porém, menos sensivel, 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 acidos N-fenilcitracondmicos (com o0s
mesmos substituintes que as citraconimidas). A escolha baseouse no fato dos
testes em ratos com as N-fenilcitraconimidas terem demonstrado grande efeito
analgésico e na hipotese de sofrerem metabolizac&o (inicialmente uma hidrolise)

depois de administradas no organismo vivo, e que 0s produtos desta
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metabolizacdo sejam as respectivas monoamidas do &cido citraconico (&cidos
citraconamicos). Os possiveis metabolitos foram sintetizados e efetuados os
mesmos testes aos quais foram submetidas as N-fenilcitraconimidas para testar a

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

Dos testes realizados com os acidos N-fenilcitraconamicos, conclui-se
gue esta classe de compostos também possui efeito analgésico. No caso da
hipotese de serem metabdlitos diretos das N-fenilcitraconimidas, devem
desempenhar importante papel no efeito dessas. Em um caso pode-se observar
um padréo de efeito semelhante entre a amida e o acido amico, como € o caso do
par acido (22)-2-metil-4-[(4-metilfenil)amino]-4-oxobut-2-endico /  N-(4-
metilfenil)citraconimida (Figuras 26-27). A andlise dos outros quatro exemplos,
porém, sugere um padrdo de efeito diferenciado em relacdo as duas fases do

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

A confirmacdo da existéncia de distintos mecanismos de analgesia
atuando para a imida ciclica e seu respectivo acido amico e a relacao entre
estrutura e atividade analgésica dependem ainda de um estudo mais detalhado
com uma ampla variedade de concentracfes testadas. Existe, também, a
necessidade de um tratamento estatistico adequado para o reconhecimento de
aspectos quantitativos envolvidos no fenbmeno e, consequentemente,

desenvolvimento de farmacos baseados nestes modelos.
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—- grupo acido N-fenilcitraconamico, (36), (54,8 mg / kg, IP)
—4A— grupo controle (6leo de girassol + 5 % DMSO)

150- o
@
» HsC / NH@
e g ) OH
o> 100 4 36
.y
R
T O
o o
5 2 50-
e
\D
Z
0 T T T T T T 1

Tempo (min)

Figura 20 Curvas tempo-resposta do acido (2Z)-4-anilino-2-metil-4-oxobut-2-endico, (36) na dose
de 54,8 mg/kg e 6leo de girassol + 5 % DMSO como controle no teste de formalina em
camundongos. Ambos os agentes foram injetados IP 30 min antes da injecdo IA de
formalina. Os dados sé@o apresentados como a média + e. m. p. (6 camundongos) do
namero de respostas nociceptivas contra o tempo apoés a injecéo de formalina.

— 9rupo N-fenilcitraconimida, (51), (50 mg / kg, IP)
—4A— grupo controle (6leo de girassol + 5 % DMSO)

N 100+ o
i |
2 O
gg 757 H3C \
=] 51
O o
T © 507
o o
D =
S 254
Z

0 T T T 1

0 10 20 30 40

Tempo (min)

Figura 21 Curvas tempo-resposta da N-fenilcitraconimida, (51), na dose de 50 mg/kg e 6leo de
girassol + 5 % DMSO como controle no teste de formalina em camundongos. Ambos os
agentes foram injetados IP 30 min antes da injecdo IA de formalina. Os dados sédo
apresentados como a média + e. m. p. (6 camundongos) do nimero de respostas
nociceptivas contra o tempo apés a injecdo de formalina.
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—4A— grupo controle (6leo de girassol + 5 % DMSO)

Numero de respostas

nociceptivas
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grupo acido N-(4-clorofenil)citraconamico, (37), (13 mg / kg, IP)

100+ 0
Y,
HaC / NHQG
757 OH
0o 37
50
25+
0 T T T 1
0 10 20 30 40

Tempo (min)

Figura 22 Curvas tempo-resposta do acido (22)-4-[(4-clorofenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-enéico,

(87) na dose de 13 mg/kg e 6leo de girassol + 5 % DMSO como controle no teste de
formalina em camundongos. Ambos os agentes foram injetados IP 30 min antes da
injecdo IA de formalina. Os dados sdo apresentados como a meédia =+ e. m. p. (6
camundongos) do nimero de respostas nociceptivas contra o tempo apdés a injecéo de
formalina.

—@— 9rupo N-(4-clorofenil)citraconimida, (52), (12 mg / kg, IP)

—4A— grupo controle (6leo de girassol + 5 % DMSO)

NUumero de respostas

nociceptivas

100 0
/
757 HaC
o 52
507
257
0 T T T 1
0 10 20 30 40

Tempo (min)

Figura 23 Curvas tempo-resposta da N-(p-clorofenil)citraconimida, (52), na dose de 12 mg/kg e

Oleo de girassol + 5 % DMSO como controle no teste de formalina em camundongos.
Ambos os agentes foram injetados IP 30 min antes da injecdo IA de formalina. Os
dados sdo apresentados como a média = e. m. p. (6 camundongos) do nimero de
respostas nociceptivas contra o tempo apos a injecao de formalina.
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—— grupo acido N-(3,4-diclorofenil)citraconamico, (38), (12,85 mg/ kg, IP)
—4A— grupo controle (6leo de girassol + 5 % DMSO)
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Figura 24 Curvas tempo-resposta do acido (2Z)-4-[(3,4-diclorofenil)amino]-2-metil-4-oxobut-2-
enoico, (38) na dose de 12,85 mg/kg e 6leo de girassol + 5 % DMSO como controle no
teste de formalina em camundongos. Ambos os agentes foram injetados IP 30 min
antes da injecao IA de formalina. Os dados sdo apresentados como a média + e. m. p.
(6 camundongos) do numero de respostas nociceptivas contra o tempo apés a injecao
de formalina.

—— 9rupo N-(3,4-diclorofenil)citraconimida, (53), (12 mg / kg, IP)
—4A— grupo controle (6leo de girassol + 5 % DMSO)
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Figura 25 Curvas tempo-resposta da N-(3,4-diclorofenil)citraconimida, (53), na dose de 12 mg/kg
e 6leo de girassol + 5 % DMSO como controle no teste de formalina em camundongos.
Ambos os agentes foram injetados IP 30 min antes da inje¢do IA de formalina. Os
dados sao apresentados como a média + e. m. p. (6 camundongos) do nimero de
respostas nociceptivas contra o tempo apés a injecdo de formalina.
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—@— 9grupo acido N-(4-metilfenil)citraconamico, (39), (13 mg / kg, IP)
—4A— grupo controle (6leo de girassol + 5 % DMSO)
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Figura 26 Curvas tempo-resposta do acido (2Z)-2-metil-4-[(4-metilfenil)amino]-4-oxobut-2-endico,
(39), na dose de 13 mg/kg e dleo de girassol + 5 % DMSO como controle no teste de
formalina em camundongos. Ambos os agentes foram injetados IP 30 min antes da
injecdo IA de formalina. Os dados sdo apresentados como a média + e. m. p. (6
camundongos) do nimero de respostas nociceptivas contra o tempo apds a injecdo de
formalina.

—@— 9rupo N-(4-metilfenil)citraconimida, (54), (12 mg / kg, IP)
—4A— grupo controle (6leo de girassol + 5 % DMSO)
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Figura 27 Curvas tempo-resposta da N-(4-metilfenil)citraconimida, (54), na dose de 12 mg/kg e
Oleo ke girassol + 5 % DMSO como controle no teste de formalina em camundongos.
Ambos os agentes foram injetados IP 30 min antes da inje¢éo IA de formalina. Os
dados sdo apresentados como a média * e. m. p. (6 camundongos) do nimero de
respostas nociceptivas contra o tempo apds a injecdo de formalina.
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—@— 9grupo acido N-(4-metoxifenil)citraconamico, (40), (13 mg / kg, IP)
—4A— grupo controle (6leo de girassol + 5 % DMSO)
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Figura 28 Curvas tempo-resposta do acido (22)-4-[(4-metoxifenillamino]-2-metil-4-oxobut-2-
enoico, (40), na dose de 13 mg/kg e 6leo de girassol + 5 % DMSO como controle no
teste de formalina em camundongos. Ambos os agentes foram injetados IP 30 min
antes da injecdo IA de formalina. Os dados sdo apresentados como a média + e. m. p.
(6 camundongos) do nimero de respostas nociceptivas contra o tempo apés a injecao
de formalina.

—f— 9rupo N-(4-metoxifenil)citraconimida, (55), (12 mg / kg, IP)
—4A— grupo controle (6leo 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
Oleo de girassol + 5 % DMSO como controle no teste de formalina em camundongos.
Ambos os agentes foram injetados IP 30 min antes da inje¢éo IA de formalina. Os
dados sao apresentados como a média + e. m. p. (6 camundongos) do nimero de
respostas nociceptivas contra o tempo apés a injecéo de formalina.
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3.10 TESTE DE CARRAGENINA EM RATOS

As N-fenilcitraconimidas foram testadas frente ao edema provocado
pela injecdo de carragenina (tem 4.11) obtendo-se os resultados mostrados na

Figura 30.

Todos o0s cinco compostos testados apresentaram efeito
antiinflamatorio relevante, sobremaneira os compostos 52 e 54, que inibiram
cerca de 40 % da formacgédo de edema e o composto 51 com a surpreendente
reducéo de 75 % da formacdo de edema, desempenho n&o alcancado pela
indometacina (um dos mais potentes antiinflamatorios ndo esteroidais). Estes
resultados s&o promissores e encorajam a continuacao da investigagéo do efeito
antiinflamatoério desta classe de compostos, sendo ainda necessarios estudos
quantitativos para que se conhecam melhor os fatores envolvidos no efeito que

estas moléculas produzem no sistema de nocicepc¢ao.

1.2 1 =1 753 W (51) 267 mcmol/kg

(52) 54 mcmol/kg

—&— Controle

1.0 A1 704
(55) 115 mcmol/kg
E 08 *—(51) 267 memol/kg| | (53) 47 mcmol/kg
© S (54) 124 mcmol/kg
g ——(52) 54 mcmol/kg || S |
s 06 g
© S 38.4
£ —&—(54) 124 mcmol/kg|| & « 4371
504 S
o ©
> (=} ]
—o—(55) 115 mcmol/kgf &
0.2 2
c

—4A—(53) 47 mcmol/kg

o©
o

0 1 2 3 4 104

Tempo (horas)

Figura 30 Curvas tempo-resposta (aumento no volume da pata) do teste de carragenina em ratos
(esquerda) e Inibicdo do edema calculada a partir da reducdo da area sob o gréafico do

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

4.1 REAGENTES E INSTRUMENTACAO

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

purificados, quando necessario, conforme métodos de uso corrente.!®®

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

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

Utilizou-se aparelho  Microquimica modelo MQRPF-301 para

determinacao de ponto de fuséo.

As andlises de RMN 'H foram realizadas com um equipamento

BRUCKER AC-200F.

Todas as andlises foram efetuadas na Central de Andalises do

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina.
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4.2 SINTESE DA SERIE DE ACIDOS N-FENILSSUCCINAMICOS

4.2.1 SINTESE DO ACIDO N-FENILSUCCINAMICO

0
/
OH
0 46

A uma solucdo de anidrido succinico em cloroférmio (2 . 102 mols em
100 mL), adicionou-se uma soluc&o de anilina em cloroférmio (2 . 10 mols em 50
mL), mantendo-se a mistura em refluxo por 20 minutos. Filtrowrse o produto

formado (solido branco) em vacuo, lavando-se com cloroférmio resfriado.
Rendimento 90 %;
P. F. 143,5— 144,4 °C (acetato de etila / hexano) (Lit.%® 143 — 145 °C).

Os compostos abaixo foram sintetizados por procedimento semelhante

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

cada caso (Esquema 1).

4.2.2 SINTESE DO ACIDO N-(p-CLOROFENIL)SUCCINAMICO

O

NH@CI
/) OH

0o 47
Rendimento 85 %;
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P.F. 147,0— 148,1 °C (acetato de etila / hexano);

RMN 'H ((CD3),SO, TMS, 200 MHz) d (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-H,C-CH2>-NHR).

4.2.3 SINTESE DO ACIDO N-(3,4-DICLOROFENIL)SUCCINAMICO

O Cl
/
NH cl
OH
9) 48

Rendimento 83 %;
P. F. 143,5-144,0 °C (acetato de etila / hexano);

RMN H ((CD3)2SO, TMS, 200 MHz) d (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-H>C-CH>-NHR).

4.2.4 SINTESE DO ACIDO N-(4-METILFENIL)SUCCINAMICO

O
/

OH

o 49

Rendimento 84 %;
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P. F. 152,0— 153,0°C (acetato de etila / hexano) (Lit.*" 150 °C).

4.2.5 SINTESE DO ACIDO N-(4-METOXIFENIL)SUCCINAMICO

O
4

CH,
/
NHQO

OH

o 50

Rendimento 83 %;

P. F. 161,7-162,8 °C (acetato de etila / hexano) (Lit.*® 163 °C).

4.3 SINTESE DA SERIE DE ACIDOS N-FENILMALEAMICOS

4.3.1 SINTESE DO ACIDO N-FENILMALEAMICO

0
/

C el )

31
@)

A uma solucéo de anidrido maléico em éter etilico (2,04 . 10 mols em
30 mL) adicionou-se uma solucéo de anilina em éter etilico (2,14 . 10 mols em
20 mL). Prontamente houve a formacéo de um precipitado amarelo claro que foi

filtrado e lavado com éter etilico resfriado.
Rendimento 95 %;

P. F. 192,2—192,7 °C (etanol) (Lit.%® 194 — 195 °C).
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Os compostos a seguir foram sintetizados por procedimento
semelhante ao empregado neste item, utlizando-se a anilina devidamente

substituida para cada caso (Esquema 2).

4.3.2 SINTESE DO ACIDO N-(p-CLOROFENIL)MALEAMICO

O

/ NH@CI
O/ OH -

Rendimento 95 %;

P. F. 189,3—190,7 °C (etanol / acetona) (Lit.*® 193,8 — 194 °C).

4.3.3 SINTESE DO ACIDO N-(3,4-DICLOROFENIL)MALEAMICO

O Cl
/
/ NH Cl
OH
33

@]
Rendimento 89 %;

P. F. 196,1— 196,9 °C (etanol) (Lit.*® 200,7 — 202,3 °C).
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4.3.4 SINTESE DO ACIDO N-(4-METILFENIL)MALEAMICO

O
/

/ NH@CH3
OH

3 34

Rendimento 95 %;
P. F. 188,5- 189,5 °C (etanol / acetona);

RMN 'H ((CD3),SO, TMS, 200 MHz) d (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=CHRY);

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

4.3.5 SINTESE DO ACIDO N-(4-METOXIFENIL)MALEAMICO

O
4 CH
/ ;o
NH @)
OH

@)
Rendimento 95 %;
P.F. 178,0-178,7 °C (etanol / acetona);

RMN 'H ((CD3);SO, TMS, 200 MHz) d (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=CHRY); 6,30 (d, J = 12 Hz, 1H, RCH=CHR'); 3,73 (s, 3H,

Ar-OCHjs). Concorda com espectro publicado.*®
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4.4 SINTESE DA SERIE DE ACIDOS N-FENILCITRACONAMICOS

4.4.1 SINTESE DO ACIDO N-FENILCITRACONAMICO

@)
/
H,C / NH@
OH
0 36

A uma solucdo de anidrido citraconico em éter etilico (8,92 . 10 mols
em 30 mL) adicionou-se uma solucdo de anilina em éter etilico (9,37 . 10 mols
em 20 mL). Prontamente houve a formacdo de um precipitado branco amarelado

que foi filtrado e lavado com éter etilico resfriado.

Rendimento 90 %;
P. F. 167,5 °C (hexano / acetona) (Lit.®* 170 - 172 °C);

RMN *H ((CD3),SO, TMS, 200 MHz) d (ppm): 7,40 (m, 5H, Ar-H); 6,17
(d, J = 14 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 substituida para

cada caso (Esquema 3).
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4.4.2 SINTESE DO ACIDO N-(p-CLOROFENIL)CITRACONAMICO

O

Rendimento 94 %;

P. F. 181,0—181,5 °C (hexano / acetona) (Lit.%* 180 - 181 °C);

RMN H ((CD3),SO, TMS, 200 MHz) d (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, CHs-CH=CR).

4.4.3 SINTESE DO ACIDO N-(3,4-DICLOROFENIL)CITRACONAMICO

o) cl
/
H.C /" \H Cl
OH
38

0]
Rendimento 86 %;
P. F. 160,2- 160,3 °C (hexano / acetona);

RMN H ((CD3),SO, TMS, 200 MHz) d (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).

56



57

4.4.4 SINTESE DO ACIDO N-(4-METILFENIL)CITRACONAMICO

0
/

HaC / NHQCHS
OH

3 39

Rendimento 87 %;

P. F. 175,2—-175,9 °C (etanol / acetona) (Lit.101 178 — 179 °C);

RMN 'H ((CD3),SO, TMS, 200 MHz) d (ppm): 12,72 (sl, 1H,
RCOOH);10,09 (s, 1H, RNH) 7,30 (m, 4H, Ar-H); 6,09 (d, J = 15 Hz, 1H,

RHC=CR); 2,24 (s, 3H, CH3-CH=CR).

4.4.5 SINTESE DO ACIDO N-(4-METOXIFENIL)CITRACONAMICO

0
4 CH

4 /s
H.C NH 0

/—OH

0

Rendimento 92 %;
P. F.172,0—172,5 °C (etanol / acetona) (Lit.°* 175 — 176 °C);

RMN 'H ((CD3);SO, TMS, 200 MHz) d (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=CRY); 3,72 (s, 3H, Ar-OCHs); 1,97 (s, 3H, CH3-CH=CR).
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4.5 SINTESE DA SERIE DE ACIDOS N-FENILITACONAMICOS

4.5.1 SINTESE DO ACIDO N-FENILITACONAMICO

o)
4
H,C NH@
OH
3 41

A uma solucéo de anidrido itacdnico em éter etilico (4,46 . 10" mols em
5 mL), adicionou-se uma solucéo de anilina em éter etilico (4,68 . 10  mols em 5
mL). Esta solugdo foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente por 12 h,
quando o precipitado branco formado foi filtrado e lavado com éter etilico

resfriado.
Rendimento 66 %;

P. F. 160 — 160,1 °C (hexano / acetato de etila / acetona) (Lit.*? 160 —
161 °C);

RMN 'H ((CD3),SO, TMS, 200 MHz) d (ppm): 12,7 (s.). 1H,
RCOOH);10,10 (s, 1H, RNH); 7,40 (m, 5H, Ar-H); 6,26 € 5,83 (2 s, 2 H, H,C=CR).

Os compostos abaixo foram sintetizados por procedimento semelhante

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

cada caso (Esquema 4).
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4.5.2 SINTESE DO ACIDO N-(p-CLOROFENIL) ITACONAMICO

O

Rendimento 89 %;
P. F.172,5-173,5°C (etanol / acetona) (Lit.°> 170 — 171 °C);

RMN 'H ((CD3),SO, TMS, 200 MHz) d (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, H,C=CR));

3,31 (s, R-CH»-R).

4.5.3 SINTESE DO ACIDO N-(3,4-DICLOROFENIL)ITACONAMICO

0 Cl
V4
H,C NH cl
OH
4 43

Rendimento 95 %;
P. F. 155,8—-157,3 °C;

RMN H ((CD3),SO, TMS, 200 MHz) d (ppm): 12,5 (sl, 1H, RCOOH);
10,42 (s, 1H, RNH); 7,81 (m, 3H, Ar-H); 6,28 € 5,86 (2 s, 2H, H,C=CR); 3,30 (s,

R-CH-R)).

59



60

4.5.4 SINTESE DO ACIDO N-(4-METILFENIL)ITACONAMICO

0
/

H,C NHQCHS
OH

3 44

Rendimento 98 %;
P. F. 175,0—175,9 °C (etanol / acetona) (Lit.°? 174 — 175 °C);

RMN *H ((CD3),SO, TMS, 200 MHz) d (ppm): 12,35 (sl, 1H, RCOOH);
9,88 (s, 1H, RNH); 7,32 (m, 4H, Ar-H); 6,16 e 5,73 (2s, 2H, H,C=CR): 3,21 (s, R-

CH»-R).

4.5.5 SINTESE DO ACIDO N-(4-METOXIFENIL)ITACONAMICO

O
4 CH3
/
OH
(@]
Rendimento 98 %;

P. F. 170,4 — 171,7 °C (hexano / acetato de etila / acetona) (Lit.°> 172 —

173 °C);

RMN H ((CD3),SO, TMS, 200 MHz) d (ppm): 12,47 (sl, 1H, RCOOH);
9,84 (s, 1H, RNH); 7,17 (m, 4H, Ar-H); 6,16 e 5,73 (2s, 2H, H,C=CR); 3,71, (s, 3H,

ArOCHa); 3,21 (s, R-CH,-R)).
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4.6 SINTESE DA SERIE DE ACIDOS N-FENILFTALAMICOS

4.6.1 SINTESE DO ACIDO N-FENILFTALAMICO

0
/

OH

A uma solucdo de anidrido ftalico em cloroférmio (6,75 . 10 mols em
20 mL), adicionou-se uma solucdo de anilina em cloroférmio (6,75 . 10 > mols em
20 mL). Esta solucao foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente por 24 h,
quando o precipitado branco formado foi filtrado e lavado em cloroférmio

resfriado.
Rendimento 91 %;
P. F. 208,9- 209,1 °C (etanol / agua);

Espectro de massa apresentou ion molecular = 241, conforme descrito
na literatura,'® pico base 93 (anilina), além do pico 223, representando a N-

fenilftalimida (M - H20).

Os compostos abaixo foram sintetizados por procedimento semelhante
ao empregado no item 4.6.1, utilizando-se a anilina devidamente substituida para

cada caso (Esquema 5).
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4.6.2 SINTESE DO ACIDO N-(p-CLOROFENIL)FTALAMICO

O
OH
O/ 57

Rendimento 90 %;

P. F. 181,3—181,9 °C (etanol / 4gua) (Lit.** 183,5 °C).

4.6.3 SINTESE DO ACIDO N-(3,4-DICLOROFENIL)FTALAMICO

Cl

@)
[/
OH £g
O
Rendimento 90 %;

P. F. 184,1-184,4 °C (etanol / agua);

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

representando a M* — H,O dos dois isétopos do cloro.

4.6.4 SINTESE DO ACIDO N-(4-METILFENIL)FTALAMICO

O

OH

o 59

Rendimento 70 %;
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P. F. 157,4—158,2 °C (etanol / 4gua) (Lit.*> 158 — 159 °C);

4.6.5 SINTESE DO ACIDO N-(4-METOXIFENIL)FTALAMICO

Rendimento 95 %;
P.F. 204,8 - 205,4 °C (etanol / agua);

O espectro de massa apresenta Mz 253, representando a M* — H,O.

4.7 SINTESE DA SERIE DE N-FENILCITRACONIMIDAS

471 SINTESE DA SERIEE DE N-FENILCITRACONIMIDAS POR

DESIDRATAGAO DE ACIDOS N-FENILCITRACONAMICOS SUBSTITUIDOS
(METODO A)

4.7.1.1 SINTESE DA N-FENILCITRACONIMIDA

O
H,C \
o) 51

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

acido N-fenilcitraconamico, (36), 2,44 . 10  mols de acetato de sédio anidro e

1,95 . 102 mols de anidrido acético. Esta solugdo foi aquecida a 80 °C por 1 h,
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quando foi vertida sobre gelo moido sob vigorosa agitacdo. O precipitado formado

foi filtrado e lavado com agua e éter de petroleo.
Rendimento 78 %;
P. F. 97,5— 97,9 °C. (hexano / acetona) (Lit.}%® 99 °C);

RMN *H (CDCls, TMS, 200 MHz) d (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 acido citraconamico devidamente

substituido para cada caso (Esquema 6).

4.7.1.2 SINTESE DA N-(P-CLOROFENIL)CITRACONIMIDA

@)
ﬁN@CI
HaC \é 52
Rendimento 85 %;

P.F.118,0 — 118,4 °C (etanol / 4gua) (Lit.1>® 117 °C);

RMN *H (CDCls, TMS, 200 MHz) d (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 SINTESE DA N-(3,4-DICLOROFENIL)CITRACONIMIDA

0 cl
| N cl
H e~ X
Y 53

Rendimento 90 %;
P.F.114,0 — 115,0 °C (hexano / acetona) (Lit.1%® 106 °C);

RMN *H (CDClz, TMS, 200 MHz) d (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 SINTESE DA N-(4-METILFENIL)CITRACONIMIDA

0
| N@CH3
H4C \
5 54

Rendimento 78 %;
P. F. 115,0 °C (hexano) (Lit.1°* 114 — 115 °C);

RMN *H (CDCls, TMS, 200 MHz) d (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 SINTESE DA N-(4-METOXIFENIL)CITRACONIMIDA

0
CHy
| N 0
H e~ X
Y 55

Rendimento 73 %;
P.F.120,5-121,5°C (acetato de etila) (Lit.1% 121 — 122 °C);

RMN *H (CDClz, TMS, 200 MHz) d (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 SINTESE DA SERIE DE N-FENILCITRACONIMIDAS POR IMIDIZAGAO

DIRETA DO ANIDRIDO CITRACONICO COM ANILINAS SUBSTITUIDAS EM
ACIDO ACETICO(METODO B)

4.7.2.1 SINTESE DA N-FENILCITRACONIMIDA

Em um baldo de 50 mL, foram adicionados 1,0 g (1,78 . 10 mols) de
anidrido citraconico, 2,28 g (1,78 . 10 2 mols) de anilina e 15 mL de acido acético
glacial. Esta solucao foi aquecida refluxada por 2 h, quando foi vertida sobre gelo
moido sob vigorosa agitacao até a formacao de precipitado (aproximadamente 20

min) que foi filtrado, lavado com agua e éter de petrdleo.
Rendimento 89 %;
P.F.97,5-97,9 °C (hexano);

RMN *H (CDClz, TMS, 200 MHz) d (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 substituida para

cada caso (Esquema 7).

4.7.2.2 SINTESE DA N-(P-CLOROFENIL)CITRACONIMIDA

Rendimento 78 %;
P.F.118,0-118,4 °C (etanol / agua);

RMN *H (CDCls, TMS, 200 MHz) d (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 SINTESE DA N-(3,4-DICLOROFENIL)CITRACONIMIDA

Rendimento 90 %;
P.F.114,0 - 115,0 °C (hexano / acetona);

RMN *H (CDCls, TMS, 200 MHz) d (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 SINTESE DA N-(4-METILFENIL)CITRACONIMIDA

Rendimento 92 %;
P. F. 115,0 °C (hexano);

RMN 'H (CDCls, TMS, 200 MHz) d (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 SINTESE DA N-(4-METOXIFENIL)CITRACONIMIDA

Rendimento 92 %;
P.F.120,5-121,5 °C (acetato de etila);

RMN H (CDCls, TMS, 200 MHz) d (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 ANALISE DA ISOMERIZAGCAO DOS ACIDOS N-FENILCITRACONAMICOS
VIA ESPECTROMETRIA DE RMN *H

Estudouse a isomerizacdo entre os acidos (2Z)-4-anilino-2-metil-4-
oxobut-2-endicos, (23), e (2Z)-4-anilino-3-metil-4-oxobut-2-endicos, (22), por
RMN !H ((CD3),SO, TMS, 200 MHz), sendo a primeira leitura realizada no residuo

total da mistura reacional (seco em rota-evaporador) e as subsequentes a trés

diferentes tempos e temperaturas conforme sumarizado na Tabela 10.

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

Leitura Tempo (min) Temperatura (°C)
01 13 27
02 +110 35
03 +110 65
04 +110 95

Determinou-se o0 percentual relativo entre os dois isébmeros por

comparacao das integrais dos sinais do H olefinico de cada isdmero.
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4.9 ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA FRENTE A Artemia salina

O ensaio de toxicidade aguda sobre a Artemia salina foi executado
segundo a metodologia proposta por SOLIS et al..”® As diluicdes foram feitas pelo
método de diluicbes aritméticas em solucdo aquosa de sal marinho sintético (35

g/L). Utilizouse o método Probitos para a obtencédo das DLsy.

4.9.1 SOLUCOES INICIAIS

A massa de cada amostra foi medida em 0,5 mmol por conveniéncia no
preparo das solucdes iniciais. Os testes de toxicidade aguda foram realizados
utilizando-se duas solugdes iniciais, que serviram de partida para as diluicdes

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

a) solucdo-mae: transferiu-se a massa de cada amostra (0,5 mmol)
para um baldo volumétrico de 30 mL contendo tampéo fosfato pH 7,2, agitou-se
por turbilhonamento e ultra-som. Retirou-se 10 mL dessa solucéo e acrescentou

se 0,35 g de sal marinho sintético;

b) solucdo 10 % da solucdo-mée: transferiu-se 1 mL da solugcdo-mae
inicial (sem o sal) para um baldo volumétrico de 10 mL, acrescentou-se 9 mL de

tampao 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 nauplios do crustaceo Artemia
salina foram realizados no Laboratério de Avaliacdo Ecotoxicolégica -

Departamento de Bioquimica— UFSC.

69



70

Para a eclosdo dos cistos de Artemia salina seguiu-se a metodologia

da agéncia estadunidense de protecdo ambiental (USEPA).1®

Foram utilizados nauplios de 6 a 8 horas de vida, obtidos cerca de 24 h
apos o preparo dos cistos para a eclosao, a fim de que fossem utilizados nauplios

no estagio Il de desenvolvimento.

O meio utilizado para a eclosdo dos cistos e para as dilui¢cdes foi obtido
pela dissolugcdo de 35 g de sal marinho sintético em 1 L de agua deionizada,
ajuste do pH a 6,5 e posterior esterilizagdo por calor umido (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 agitagéo a 30 °C por 30 h.
Apoés este periodo, separaram-se as larvas que eclodiram dos cistos restantes,

preparando-se suspensdes contendo aproximadamente 200 larvas / mL.

4.9.3 TESTES DE SENSIBILIDADE

Realizaram-se testes de sensibilidade com dicromato de potassio
(K2Cr,07) com o objetivo de avaliarem-se os lotes dos microcrustaceos,
qualificando-os ou néo, para a realizacéo 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 concentra¢gdes (100 mg /
L,56mg/L,32mg/L,18 mg/Le 10 mg/L) comduas repeticbes cada uma e

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

24 h de duracao do teste.

4.9.4 TESTES DE TOXICIDADE AGUDA COM AS DROGAS

Executaram-se os testes segundo metodologia proposta por SOLIS et
al.’® em placas de teste multi-pocos (6x4), com 2 repeticdes para cada
concentracdo, além dos controles com meio salino. Inocularam-se das diferentes

diluicbes testadas 150 pL de suspensdo com os nauplios.

Os ensaios de toxicidade aguda com as drogas tiveram duracdo de 48
h, sendo que a cada 24 h de exposicédo, observou-se e anotou-se 0 numero de

organismos moveis ou imoveis.

Realizaram-se testes tanto em diluicbes da solucdo-mée de cada

droga, quanto em diluicbes das soluc¢des 10 % da solugao-mae.

4.9.5 CALCULOS PARA A ClLs

Utilizou-se 0 método Probitos para a obtencdo das Clso, sendo os
calculos efetuados utilizando-se o programa computacional Trimmed Spearman
Karber Method, da Burlington Research INC, a partir do nimero de organismos
mortos ou imoveis em cada concentragdo apos os periodos de observacao de 24
h (testes de sensibilidade) e 48 h (testes de toxicidade aguda com as solucfes-

teste).
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4.10 TESTE DE FORMALINA EM RATOS

4.10.1 ANIMAIS

Utilizaram-se ratos wistar fémeas 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 a agua e racao.

4.10.2 DROGAS

Morfina, Naloxona e Formalina (Merk lab.).

4.10.3 TESTE DE INCAPACITACAO ARTICULAR INDUZIDA POR FORMALINA

4.10.3.1 SISTEMA DE REGISTRO DE NOCICEPCAO ARTICULAR

O registro de nocicepgcdo foi realizado por método anteriormente

publicado®

gue se constitui de um cilindro de aco inox (30cm largura X 30cm
diametro), coberto com uma tela de trama fina de arame de ago inox, que gira a
uma velocidade de 3 rpm. O cilindro, tem sua superficie dividida em 3 trilhas
iguais e sua superficie permanece ligada ao fio terra de um microcomputador. O
sistema se completa com as polainas metalicas, que sao dispositivos de contato

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

entrada de dados do microcomputador.

Os registros do estado funcional das articulacdes foram realizados

colocando-se o animal sobre o cilindro em rotagéo e medindo-se, por meio de um
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programa especifico no microcomputador, o tempo durante o qual a pata direita
posterior do animal deixa de tocar a superficie do cilindro. A deambulacdo sobre o
cilindro obriga as patas posteriores a, alternadamente, deixarem de apoiar 0
animal. Acumulando-se o tempo em que a pata direita ndo toca o cilindro durante
um periodo de observacdo de 60 segundos obtivemos o tempo de elevacédo da
pata (TEP). O TEP de animais com articulacdo nao estimulada varia em torno de
10 segundos. Um aumento do TEP, em relacdo ao controle, indica
desenvolvimento de incapacitacdo. Os registros de 60 segundos foram repetidos

a cada 5 minutos, apos a aplicacdo intra-articular (IA) de 50 ni de formalina 3 %

no joelho, durante 60 min.

As injegcbes IA foram feitas com o animal acordado. Com uma das
maos segurou-se o animal gentilmente em decubito dorsal e flectiv-se sua perna
posterior direita. A injecéo na articulacdo do joelho foi feita com agulha (13 x 3.8),
introduzindo-se cerca de 1/3 de seu comprimento, ndo excedendo o volume de 50

m de solucéo.

A resposta tipica dos animais frente ao estimulo de formalina constitui-
se de um periodo de resposta intensa com elevados valores de TEP, que se inicia
segundos apos a injecao e é registrada como tempo 0. Segue-se a esta primeira
fase uma acomodacdo dos animais que se caracteriza pela quase total auséncia
de resposta, registrada 5 minutos apds a estimulacdo. Apos esta fase de
"siléncio”, chamada quiescéncia, ocorre um novo periodo de respostas, que se
inicia em torno dos 10 minutos apds a injecao e atinge 0 maximo no tempo 20 e
25 minutos, declinando a seguir. Sessenta minutos apés o estimulo inicial os

animais ja estdo deambulando normalmente.
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4.10.3.2 INJECAO E DILUICAO DE DROGAS

As drogas em estudo foram administradas por via intraperitoneal (IP)
em solucdo com oOleo vegetal puro (girassol), ou com 6leo mais 5% de DMSO, 1
hora antes do estimulo nociceptivo intra-articular. O mesmo procedimento aplicou-

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

4.10.4 TESTE DE COORDENACAO MOTORA

Possiveis alteracbes na capacidade motora dos animais tratados
podem ser detectadas, com suficiente precisdo, durante o teste de deambulacao
forgcada sobre o sistema de registro de nocicepgéo articular. O sistema exige que
0S animais procurem o ponto mais alto do cilindro para evitar a queda. Animais
sedados ou com problemas de transmissao de placa motora apresentam também

nitida dificuldade em caminhar sobre o cilindro.

4.11 TESTE DE CARRAGENINA EM RATOS

A quantificagdo do edema inflamatério induzido pela aplicacdo
subcutanea de carragenina realizou-se pela imersdo das patas injetadas em uma
cuba contendo uma solucéo de 2,5 % de lauril sulfato de sédio em agua. A cuba
contendo o liquido foi adaptada a uma balanca eletronica rapida e a variacao de
peso do sistema, quando a pata foi imersa, pode ser diretamente correlacionada

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

Realizou-se este teste segundo método previamente publicado®’ e

idéntico ao descrito na secédo 4.10.3.

4.13 ANALISE ESTATISTICA DOS TESTES FARMACOL OGICOS

Os dados foram analisados através de andlise de variancia apropriada
seguida de um teste post-hoc, quando foi necessario. O nivel de significancia

minimo foi de 5 %. Os grupos experimentais compuseram-se de 6 animais.
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5 CONCLUSOES

O trabalho desenvolvido leva as seguintes conclusdes:

a) a reacdo entre o anidrido citraconico e uma anilina forma o

respectivo acido (22)-4-anilino-2-metil-4-oxobut-2-endico, (23);

b) a reacdo entre o anidrido itacénico e uma anilina forma o respectivo

acido 2-(2-anilino-2-oxoetil)acrilico, (27);

c) os acidos N-fenilmaleamicos sdo toxicos as larvas de Artemia salina
e, segundo o método manual de Topliss, compostos com substituintes nas
posicbes 3 e ou 5 do anel (3-Cl; 3CHjs; 3-OCHjs; 3-N(CHs),; 3-CF3; 3,5-Cly)
possivelmente devam ser mais toxicos que a série testada (hipotese que devera

ser comprovada com sintese e ensaios com a nova serie);

d) os acidos N-fenilcitraconamicos sdo toxicos as larvas de Artemia
salina e, segundo o método manual de Topliss, (assim como no caso dos acidos
N-fenilmaledmicos) compostos com substituintes nas posicées 3 e ou 5 do anel
(3-Cl; 3-CHs; 3-OCHs; 3-N(CHzs)y; 3-CF3; 3,5-Cly) possivelmente devam ser mais
toxicos que a série testada (hipétese que devera ser comprovada com sintese e

ensaios com a nova série);

e) os acidos N-fenilitacondmicos nao sdo toxicos as larvas de Artemia

salina;

f) os acidos N-fenilsuccinamicos sé@o pouco toxicos as larvas de
Artemia salina e, segundo o método manual de Topliss, substituintes com alto

valor da combinacdo paramétrica 2 p - s possivelmente devam ser mais toxicos
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gue a série testada (hipétese que devera ser comprovada com sintese e ensaios

com a nova série);

g) os acidos N-fenilftalamicos possuem toxicidade frente as larvas de
Artemia salina, porém nao se pbde verificar a relacdo estrutura atividade por falta

de dados;

h) a toxicidade as larvas de Artemia salina pode depender da presenca

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

i) as N-fenilcitraconimidas e os acidos N-fenilcitracondmicos possuem

potente efeito analgésico, provavelmente por diferentes mecanismos de acao;

J) as N-fenilcitraconimidas produzem potente efeito antiinflamatorio.
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