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RESUMO

O interesse no estudo de novas imidas vém crescendo nos ultimos
anos, devido principalmente as diversas e importantes atividades biolégicas
que estes compostos tém apresentado. Neste trabalho, descreve-se a sintese
de novas imidas ciclicas obtidas através da reagdo entre a 4-aminoantipirina e
diferentes anidridos. Apés a a;/aliagéo da atividade biolégica dos compostos
sintetizados, 0 composto mais promissor foi selecionado e diferentes
modificagdes estruturais foram realizadas. Nao foram encontrados relatos
quanto a estrutura dos compostos sintetizados, eles foram obtidos em
moderados a excelentes rendimentos (37-95%) e suas estruturas foram
confirmadas por dados espectroscépicos (IV e RMN). Os resultados mostraram
que alguns dos compostos sintetizados apresentaram aﬁvidade analgésica
bastante significativa. O composto mais ativo revelou-se cerca de 12 a 15
vezes mais ativo que os farmacos de referéncia analisados no mesmo modelo,
apresentando um valor calculado de Dls, de 3,8 (1,7-8,6)mg/kg [10.8 (4.8-
24 .4)umol/kg] com inibicdo maxima (IM) de 99+1%. Este composto também foi
ativo no modelo da formalina e da capsaicina e camundongos. Por outro lado,
os compostos nido apresentaram potencial antimicrobiano contra algumas
bactérias e levedura patogénicas selecionadas. Os resultados obtidos
permitem concluir que as imidas estudadas podem servir de protétipo para a

obtengao de novos agentes analgésicos.



ABSTRACT

During the last few years, the medicinal interest in cyclic imides has
increased considerably. Previous studies have evidenced that these
compounds exerted different and important bioblogical properties. This study
describes the synthesis of new cyclic imides obtained by reaction between 4-
aminoantipyrine and different anhydrides with further cyclization with acetic
acid under reflux. The compounds were investigated on their possible
biological activities: analgesic, antibacterial and antifungal. The most active
compound tested was selected and other substances structuraily related were
synthesized. All the substances are news and were obtained in moderate to
good yields (40-95%). Their structures were confirmed by spectral data (IR and
NMR). The results showed that some of the compounds studied exhibited
significant biological activity, being several times more potent than some
standard drugs used for comparison. On the other hand, the compounds did
not show antimicrobial activity against some pathogenic selected bacteria. In
conclusion, the results indicate that some compounds may be used as model to

obtain new analgesic agents.



CAPITULO1

1. INTRODUGAO

A necessidade do desenvolvimento de novos farmacos, que sejam
efetivos contra algumas patologias ainda sem um tratamento adequado, e que
possam substituir os existentes, porém a custos menores e dotados de
menores efeitos colaterais, tem impulsionado a comunidade cientifica a novas
e incessantes pesquisas nesta area. Neste contexto, a sintese organica tem
sido de fundamental importancia, representando uma majoritaria fatia deste
mercado, sendo responsavel por cerca de 75% dos farmacos existentes no
mercado farmacéutico’. Cabe ressaltar, porém, que muitos destes farmacos
s&o oriundos de protétipos advindos de produtos naturais, especiaimente de
plantas, que tém, ao longo dos anos, possibilitado a descobeljta de
inGmeras moléculas bio-ativas®®.

Muitas classes de compostos orgénicos tém demonstrado
promissores efeitos biolégicos e a literatura cientifica relata um crescimento
significativo de novas moléculas com poténcia similar ou superior aquela
requerida para um farmaco, sendo que muitos deles encontram-se em estudos
pré-clinicos e clinicos avangados e pormenorizados. Entre estas substancias,
pode-se inserir as imidas ciclicas, e os pirazoles.

As imidas ciclicas sdo compostos que contém o grupo ~CO-N(R)-
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CO-, sendo R um atomo de hidrogénio, grupo alquila ou.grupo arila. Tais
compostos podem ser divididos em sub-classes, incluindo as maleimidas,
succinimidas, glutarimidés, ftalimidas, naftalimidas, etc., e seus respectivos
derivados. Em 1970, Hargreaves e colaboradores’ publicaram uma reviséo
abordando varios aspectos quimicos, industriais e biolégicos. das imidas
ciclicas. Nos ultimos anos, esta classe de compostos tem ressurgido e atraido
a atengéo da comunidade cientifica, devido, principalmente, as suas
potencialidades terapéuticas. Como exemplo, podemos citar o caso da
Talidomida (1), que apesar dos significativos efeitos adversos do passado,
ocasionando praticamente 100% de teratogenicidade, mesmo em doses
clinicas modestas, sendo sua indicagio especifica para uso na gravidez®, os
recentes estudos tém evidenciado um possivel uso desta substancia para o
tratamento de varias patologias incluindo o cancer®.

Os departamentos de Quimica e Farmacologia da UFSC e o
Nicleo de Investigagbes Quimico-Farmacéuticas (NIQFAR) da UNIVALI
iniciaram os estudos com esta classe de compostos a partir da descoberta do
alcaléide natural Filantimida (2), isolado das partes aéreas do Phyllanthus
sellowianus™. Este cohposto, derivado da glutarimida, apresentou moderado

efeito antimicrobiano'', antiespasmédico™ e analgésico™™*

, sendo entdo usado
como modelo ou protétipo para a sintese de inimeros anélogos. Estas imidas
ciclicas apresentaram uma variedade de efeitos biolégicos, os quais serdo
abordados no decorrer deste trabalho, permitindo também a elucidagéo de

varios fatores estruturais relacionados com as respectivas atividades

biolégicas.
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A antipirina (3), um derivado da 5-pirazolona, foi um dos
primeiros e mais importantes farmacos obtidos sinteticamente (1887), porém
foi descoberto por acaso, quando pesquisava-se antipiréticos do tipo quinoiina.
Isto ocasionou o inicio da grande indistria de medicamentos alema, que
dominou o mercado por 40 anos. Desde entdo muitas modificagoes tém sido
feitas na estrutura deste composto, com o objetivo de encontrar farmacos mais
potentes e menos téxicos. Alguns exemplos bem conhecidos sao a aminopirina
e a dipirona.

Neste trabalho, buscou-se unir as estruturas de imidas ciclicas com a

antipirina, com o objetivo de obter compostos biologicamente ativos.

(CH3)2



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Métodos Sintéticos Gerais para Obtencao de Imidas Ciclicas
Sao conhecidos varios métodos aplicaveis a preparagdo da
maioria das imidas alifaticas simples. Outros, aplicam-se a imidas aromaticas e
ciclicas, nas quais a natureza do sistema anelar conduz a métodos especiais
de obtencao.
| Quando tem-se disponivel o acido dicarboxilico como material de
partida, este constitui-se num dos mais convenientes métodos de obtencao de
imidas ciclicas. O acido pode ser aquecido a temperaturas que nio excedam
os 200°C, corh uma unantidade equimolar de amodnia, ou um composto que

possa produzi-la in situ, ou ainda, um derivado substituido da aménia’

(Esquema 1).
0 T
,<C NHz, " WH + H20
o \ﬁ/
o) o
Esquema 1

Partindo-se do anidrido de acido, rendimentos satisfatérios
podem ser alcangcados (60 — 80%) na obtencdo de imidas ciclicas e seus
respectivos derivados N-substituidos’.

Alguns trabalhos descrevem um método onde anidridos de acidos
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dicarboxilicos, dissolvidos em éter, sdo tratados com aménia ou uma amina
superior, obtendo-se, desta forma, o respectivo acido amico. O acido é entéo
ciclizado na forma imidica através da ag&o do anidrido acético, a quente, na
presengca de acetato de sédip anidro. Este método apresenta bons
rendimentos e tem_ sido intensivamente utilizado, constituindo-se numa forma
mais segura (no que se refere a pureza do produto) de obter imidas
ciclicas"'m"*m.

Embora varios métodos sintéticos sejam aplicaveis para a
obtengdao de imidas ciclicas, algumas sub-classes, como as glutarimidas,
maleimidas, succinimidas, etc., possuem suas particularidades. No entanto,
muitos métodos de sintese, descritos na revisdo de Hargreaves e
colaboradores’, ainda s&o usados, eventualmente com pequenas
modificagoes. A utilizacdo de espectroscopia de infravermelho consiste em um
método simples e importante para distinguir os sistemas ciclicos (imidas)
daqueles de cadeia aberta (acidos a&micos), analisando as diferengas nas

bandas caracteristicas dos grupamentos carbonifa’?.

A seguir sao
mencionadas as principais propriedades quimicas e biolégicas para estas sub-

classes de imidas ciclicas.

2.2. Maleimidas

o Aspectos quimicos:

Embora muitas metodologias tenham sido descritas para a sintese de
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maleimidas e compostos relacionados, muitas delas mencionadas na reviséo
de Hargreaves de 19707, o método experimental mais apropriado e versatil
para a sintese destes compostos parece ser aquele indicado no esquema
abaixo (Esquema 2). O anidrido maleico reage com a amina apropriada para a
formacédo do respectivo acido maleamico. Este acido pode ser ciclizado com
facilidade através do uso de distintos agentes desidratantes de facil acesso,
como por exemplo, o &cido acético, o acetato de sodio anidro, entre outros,
sob aquecimento. Estas reagbes permitem o uso de diferentes aminas, como
as anilinas substituidas, para obter-se derivados maleimidicos, possibilitando a
obtengdo de produtos com bons rendimentos’. As tentativas para obter as |
maleimidas diretamente, sem passar pela purificagéo do acido dmico, usando
AcOH/reﬂuxo, foram sem éxito, proporcionando baixos rendimentos (~10%) do

produto®.

—R
o + NHzRag—-.?—:a? | N: CHiCOOH, | N—R + H0
Esquema 2

Nosso grupo de pesquisa tem usado o método em pauta nos ultimos
anos, obtendo resultados exitosos quanto aos rendimentos e facilidade dev
purificagio dos compostos supracitados*'>%,

No entanto, novas e importantes abordagens sobre a sintese destes

compostos tém sido descritas. Neste contexto, Faul e colaboradores®
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recentemente desenvolveram um método que permite a obtengcédo de
maleimidas, em uma Unica etapa, através da condensacdo de ésteres
glioxilatos com acetamidas, conforme indicado no esquema 3. O método é
altamente versatil e ds produtos geralmente séo obtidos com excelentes

rendimentos (67-99%).

R=CHs, CH2CHs R1=CsHs, etc. R2=CsHs, CeH12, etc.

Esquema 3

A N-fenilmaleimida e outras maleimidas sdo substéncias muito usadas
para a sintese de derivados com potencial farmacolégico®. A clorossulfonagéo
da N-fenilmaleimida, usando 6 mois de acido clorossulfonico e aquecimento
leva ao respectivo cloreto de sulfonila (4), com rendimento superior a 80%. Tal
composto pode ser usado para a obtengdo de diferentes sulfonamidas, através
de reagbes com aminas apropriadas. A ocorréncia de uma reagdo competitiva,
como a‘ introdugdo da amina na dupla ligagdo imidica, se da pela
susceptibilidade deste composto a adicdo nucleofilica que os compostos
apresentam®. O.esquema 4 ilustra a adigdo da dimetilamina ao composto (4),

e também a substituicdo nucleofilica no cloro do cloreto de sulfonila:
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HSOC
(6 mols)
—@ = | N~@$OzCI
(4) NH(CH s)2
J/é) N-@—SOz—N(CHs)z
(CHa)2N \g

Esquema 4

Estes mesmos autores observaram que o composto 4 pode ser um
versatil diendfilo em reagées de Diels-Alder de demanda eletrénica "normal”,
na qual o diendfilo é ativado com grupamentos elétron-sacadores, tal como o
grupamento carbonila entre outros'®®. Desta forrha, (4) reage com varios
dienos, como o ciclopentadieno, furano, antraceno, etc., fornecendo os
-respectivos adutos, conforme indicado no equema § pela formagdo do N-p-

clorosulfonilfenilnorbornenosuccinimida.

benzeno
Eé:—@—soam + |:> N‘@402cn
O

30°C

Esquema $
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Beyer e colaboradores® usaram diferentes maleimidas para preparar
derivados de 5-fluoracil e 5’-deoxi—5-ﬂu6rouridina, dois farmacos com
propriedades anticancer, com a finalidade de que o grupo maleimido atue
como um grupo carreador no sistéma biolégico. Os esquemas 6 e 7 mostram

as etapas sintéticas realizadas:

&
Eg@gw %c8nt

— Ve
jj} | ‘@- CHe—C —ﬁ’—“k [:g @ CH—C \N
Fu \ PP | §\ g”'”

+ Eén—cnzcmo— e M,[gw—cmcmo—c’o
i | \N__f
formaldeido MEC 5\ N—H

4 N
HOCHa__ N j OCH2\
(VKN i"l I

Z
~T

é m-MBA
H20H DCC/DMAP)

Esquema 6



Reviséo de literatura . 22

F
HN |
H3 O N
0O H H
HN
I OH /0
N
H H _
OH OH
DFUR ET2N e
+ HN
Q * |
—CI N
. Hs_O
N H H
H
m-MBCI o 0O H

Esquema 7

As maleimidas ocorrem muito raramente na natureza, sendo que
o composto 2-etil-3-metil-maleimido-N-p-D-glucopiranosideo (5), isolado das
folhas de Garcfnia mangostana”, parece ser um dos poucos exemplos de

maleimidas naturais.

Ac
Ac OAc

AcC
(5)
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e Aspectos biolégicos:

Os efeitos bioldgicos de maleimidas e compostos relacionados vem
sendo estudados ha muitos anos. Hargreaves e colaboradores’ destacam
especialmente os efeitos antiflingico, antibacteriano e inseticida, desta classe
de compostos. Nunes'® verificou que as maleimidas sao mais ativas do que as
succinimidas em relagdo a atividade antiftingica, sugerindo a importancia da
dupla ligagao imidica na agao bioldgica. A importancia deste fator estrutural foi
posteriormente confirmada em estudos desenvolvidos por nosso grupo, os
quais serao mencionados a seguir. |

Algumas N-alquilfenilmaleimidas (6) apresentaram atividade contra
diferentes bactérias patogénicas aos seres humanos, freqlientemente
encontradas em infecgdes do trato urinario ou intestinal, como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, entre outros''®. Elas também
foram ativas contra varios fungos leveduriformes e miceliais, responsaveis por
distintas micoses em humanos, como Microsporum canis, Candida albicans,

Penicilium, etc.'*%®

sendo inativos neste trabalho contra Aspergillus flavus. Ja
as N-alquilariimaleimidas (7) apresentaram pouca variagdo quanto as suas
atividades, quando comparadas ao composto n&o substituido, sugerindo a

interferéncia de fatores estéricos %

Q o) ii_(cm)@

X =4-OCH3;4-Cl;34-Cl;4-CH3

n=1-2
(6) (7N
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N-arilmaleimidas (8) e N-alquilfenil-3,4-dicloromaleimidas (9) foram
testadas contra diferentes microorganismos, a fim de avaliar suas atividades
antifingicas, sendo que alguns compostos apresentaram um efeito inibitério
fnaior que o cetoconazol, um antifingico de amplo espectro utilizado na
terapéutica. Os resultados demonstraram que a introdugéo de dois atomos de
cloro na dupla ligagdo do anel imidico ndo aumentou significativamente a
atividade antifiingica. Contudo, a distdncia entre o anel aromatico e o anel
imidico parece ser um importante fator relacionado a atividade antiftingica
destes compostos®. Recentemente, estes compostos foram testados contra
diferentes fungos patogénicos, comprovando que a atividade dos compostos

cresce com o aumento da distancia entre o anel imidico e o anel aromatico™.

/P X
DRGNS
S | N—(CHz)n©
Ci N

X=4-Cl ; 4-OMe ; 4-NO2 ; 4-Br;
4-Et ; 3,4-(Me) ; 3,4-Ck n=0:1:2:3

®) @)

Estes compostos apresentaram também uma importante atividade
analgésica e antiespasmoédica, quando testados em diversos modelos
experimentais “in vivo’e “in vitro” **. A introdugéo de grupos elétron-doadores
no anel aromatico da N-fenetiimaleimida (10), tais como 4-OCHjs, 3,4-(OCH5); e
4-CH,, aumentou a atividade analgésica. Ao contrario, a introdugdo de 4-Cl,

um atomo elétron-retirador, diminuiu a atividade analgésica, indicando que
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paradmetros eletrdnicos podem estar envolvidos na atividade e que grupos
elétron-doadores aumentam o efeito. Foi também verificado que a dupla
ligagdo no anel imidico é importante para a atividade, uma vez que

succinimidas analogas apresentam somente uma fraca atividade analgésica®'.

X
| N-—CHchr@

X = 4-OCHs ; 4-Cl ; 3,4-(OCHa)2 ;-
(10)

Substancias estruturalrﬁente relacionadas as maleimidas, mas contendo
o grupo sulfonil na posicdo 4- do anel aromatico foram descritas como
potentes analgésicos no modelo de contor¢bes abdominais induzidas pelo
acido acético em camundongos®®®.

O composto (11), que possui um atomo de cloro na posi¢cao 2 do anel
aromatico, foi mais ativo que outro composto no qual o atomo de cloro esta na
posicao 4 (12), sugerindo que parametros estéricos estdo envolvidos na

atividade analgésica®.

/0 /0
| N—CHzCHz‘Q | N—CHzCHz-@——cl
Cl

(11) (12)
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Ainda em relacdo a atividade analgésica de maleimidas ciclicas,
estudos experimentais revelaram que o composto (13), contendo a antipirina
ligada diretamente ao anel maleimidico, foi aproximadamente 50 vezes mais
ativo que alguns farmacos utiliiados na terapéutica, como a aspirina e o
paracetamol. Entretanto, todos os animais foram a ébito apds os testes, o que

sugere uma alta toxicidade deste composto®.

(13)

Recentemente, estudou-se vérias outras imidas derivadas da 4-
aminoantipirina, em modelos de avaliagdo da atividade aniinociceptiva. Entre
os compostos testados, oito deles apresentaram resultados_ estatisticamente
significativos, em especial a N-antipirino-3,4-dicloromaleimida (14), que
apresentou uma inibicdo de 99% das contor¢coes abdominais induzidas pelo
acido acético em camundongos (10 mg/Kg. i.p.)**. Considerando que este
composto foi selecionado para estudos adicionais, no decorrer deste trabatho
0 mesmo sera referido com o nimero 75.

O CHs CHs

Cl /

LD

(14)
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Em relagdo aos estudos envolvendo a relagdo estrutura quimica e
atividade analgésica de 3,4-dicloromaleimidas (15), observou-se que os efeifos
estéricos na posicao 4 do anel aromatico devem ser responsaveis pelo
decréscimo da atividade analgésica quando ha a presenga de grupos
substituintes. Tanto grupos elétron-doadores, quanto elétron-retiradores
diminuiram a atividade em relagéo ao composto nao sdbstituido, que foi cerca

de 45 a 48 vezes mais potente do que alguns farmacos usualmente utilizados

cl /0 X
DR @)
cl

N\

na clinica™.

X=H;4-OMe; 4-Cl; 3,4-Ci; 4-CHs
(15)

As 3.4-dicloromaleimidas (16) e 3-¢Ioro-4-X maleimidas (17) foram
ativas contra S. aureus e E. coli, demonstrando efeitos biolégicos promissores,
uma vez que todos os compostos (16) foram efetivos contra ambos os
microorganismos, alguns deles com resultados ligeiramente menores que os
antibiéticos tetraciclina e ampicilina, utilizados na terapéutica. A substitui¢io
do atomo de cloro por grﬁpamentos n&o planares (17), como piperidino ou
morfolino, levou a compostos totaimente inativos. Entretanto, a introdugéo de

sistemas rigidos, porém mais planares, como fendxidos, forneceram
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compostos que apresentaram a¢éo antibacteriana comparavel a apresentada

pelas dicloromaleimidas

36,37

X

L< —oun

X=H;4-OCHs; 4-Cl ; 3,4- 2;4-CHs; 4-NO2
=1-2

Algumas citraconimidas (18) foram capazes de

(16)

(CH 2)n@

N— 0 N—,

X = 4CHzCHs ; 4-Br ; 4-NO2

< 9
A

3
i
-

-2
- ()

inibir o

crescimento de bactérias patogénicas como E. coli S. aureus e Salmonela

typhimurium. Em geral,

a clorosulfonacdo do anel aromatico nao afetou

significativamente a atividade antibacteriana. Contudo, foi possivel observar

que os compostos néo substituidos e contendo o anel aromético conjugado ao

anel imidico ou separado por apenas um grupo metileno, produziram uma boa

atividade, enquanto que os compostos que possuam dois grupos metileno
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separando o nitrogénio imidico do anel aromatico nao apresentaram atividade

antibacteriana em ensaios de difuséo‘g.

X =H ; 4-S02Cl ; 4-SO2NHCsHs4-SO2NHCesHs4-Br
4-SO2NHCeH5-4-CH3;
n=0;1;2

(18)

2.3.Succinimidas:

o Aspectos Quimicos:

A metodologia mais comum utilizada para a sintese de
succinimidas consiste em partir de um composto maleimidico, utilizando-se um
nucledfilo em uma reagdo de adi¢ao a inéaturagéo olefinica do anel imidico,
sendo o benzeno o solvente apropriado e a mistura reacional aquecida por

refluxo suave por 30 — 40 minutos (Esquema 8)"3%%

N-—(CHz)«—@ + R - Hbenzeno, N—(CHz)»-@
{ refluxo {

R= (CH3)2N- ; (CH3CH2)2-N- y CsHs-NH- ; etc.

Esquema 8
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Lange e colaboradores® prepararam varios derivados da N-
hidroxisuccinimida, convertendo o apropriado acido fenil-succinico ao anidrido
com cloreto de acetila e posteriormente tratando o anidrido com a amina
desejada, conforme o esquema 9. Alternativamente, a adicdo da amina
apropriada ao acido fenil-succinimidico leva a formacdo de diferentes
succinimidas. Este procedimento é bastante versatil, possibilitando a obtengao

de inimeros derivados succinimidicos.

AL
| RN ArCHCHzCOOH -
Eoot -

CH COCI
: N
<2NOH NH2NHz
N -HzO -HzO —HzO
OH
-CH-Ar‘
Esquema 9

Cremlyn e colaboradores*', usando N-fenilmaleimidas clorossulfonadas
como material de partida, observaram que a adigdo de morfolina, piperidina ou
pirroiidina em metanol sob temperatura ambiente, a dupla ligagéo imidica, leva

a formagao da succinimida desejada, enquanto que a reagéo com dimetilamina
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em excesso (4 mols) em metanol (+ 50C) ocasiona a abertura do anel,

obtendo-se 0 composto 19 (Esquema 10).

(CHs)zNH
l SO0CI -—-—> SO2C|

(C H3)2N-COH(NC H S)CHZ-CO'NHC 6H4SOZN(C H3) R = morfolina, piperidina,
pirrolidina.

19

Esquema 10

Ashraf e colaboradores* estudaram os efeitos das radlagses de UV
(254 nm) sobre algumas succinimidas e observaram que ocorrem fotoreacdes
de diferentes tipos, levando a mistura de derivados. |

Recentemente, foi desenvolvida uma nova metodologia para a sintese
de derivados amino-succinimidicos, usando a 3,4-dicloro-N-fenil-maleimida
como material de partida®. O produto final é obtido através de uma reagéo de
nitrosacéo redutiva e as etapas mostradas no esquema. 11 fornecem bons

rendimentos.

c RNH
NHzNHz
| NA AcOH -Ar
Cl H2NH
H2N-N# Jj{f

R=CséHs, p-C-CeH4, p-CH3-CeH4 , etc...

?f

Esquema 11
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Mais recentemente, Obniska e colaboradores* sintetizaram novos
derivados pirimidinicos de 3-fenil e 3,3-difenilsuccinimidas, com o intuito de
avaliar suas propriedades anticonvulsivantes. As rotas sintéticas sdo indicadas

nos esquemas 12 e 13.

©: CH—CN + CHCH2CO0CzHs 2t o>

©

C{—C H2COOC2Hs
CN

\C—CH2C00H

(N

Piridina

©C\EC H.COOH — wepiSOt 25%

/

Q

~“Hidrdlise 6H)

:
QO

- R=H, 4-CH 3, 3-CHg3, etc.

Esquema 12

’@—CH——CWCOOH + NH
éOOH

R = 4F, 2-Cl, 2-OCH 3, etc. ON

Esquema 13
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o Aspectos Biolégicos:

As succinimidas apresentam, em geral, atividade antimicrobiana,
antiespasmédica‘ e analgésica inferior aquelas observadas para as
correspondentes maleimidas. Tais estudos, conduzidos por nosso grupo de
pesquisa, permitiram evidenciar a importancia da dupla ligacao do anel imidico
na atividade biolégica. Foi determinado, por exemplo, o efeito antibacteriano
de N-alquil-aril-maleimidas (7) e correspondentes succinimidas, e verificou-se
que os compostos derivados da maleimida apresentam CIM (concentracédo
inibitéria minima) de 15 a 40 ug / mL contra os microorganismos E. coli e S.
aureus, enquanto que as respectivas succinimidas foram praticamente
destituidas de agdo antimicrobiana''. Estes resultados foram confirmados
contra estas e outras bactérias pelo método de difusdo em agar™.

Do mesmo modo, foi comprovada a auséncia de efeitos antiflingicos
contra fungos patogénicos para alguns derivados succinimidicos®. A
importancia da dupla ligagdo imidica na agda biolégica foi demonstrada
anteriormente por Nunes'. Esta hipétese foi também confirmada na agéo

antiespasmédica'®*"*

e analgésica, onde as succinimidas foram
consideravelmente menos ativas do que as correspondentes maleimidas. Por
outro lado, a adi¢gdo do grupo clorossulfonil e sulfonilamidas no anel aromatico
de N-fenil-succinimidas (20) levou a um aumento no efeito analgésico em

camundongos®.
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N‘@—SOZX
Q ' X =Cl, N(CH3)2, etc.

(20)

Os derivados da fenilsuccinimida metasubstituidas (21) e derivados da
N-aminofenilsuccinimida (22) demonstraram, aiém de forte acédo
anticonvulsiva, em convulsdes induzidas pelo pentitrazol, protecdo contra o

derrame cerebral induzido por choques méaximos de eletricidade®.

R1 N—NH:2

R=Br;F;CFs;etc. Ri1=H;3-Br.

(21) (22)

Lange e colaboradores* postularam que a forte agdo anticonvulsivante
das succinimidas se deve ao fragmento —CO-NR-CO-, comum também aos
barbituratos e outros farmacos reconhecidamente anticonvulsivantes.

Outros derivados da succinimida também apresentaram propriedades

anticonvulsivantes , similares a da fenitoina e da carbamazepina, sugerindo
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que muitas imidas ciclicas atuam potenciaimente no sistema nervoso
central*“.
- O composto 3-fenil-2,3-dimetilsuccinimida (23) e seus derivados N-

metilados possuem notével atividade anticonvuisivante, particularmente contra

convulsées decorrentes de processos epiléticos, sem efeitos hipnéticos

colaterais®.
CHy 40
CH N—H
o
(23)
2.4.Ftalimidas:

o Aspectos Quimicos:

A ftalimida pode ser preparada a partir do acido dmico, o qual é formado
pela agitacdo em meio etéreo do anidrido ftalico com a amina apropriada, na
propor¢do molar 1:1, cujo acido amico formado € adicionado ao acido acético e

deixado em refluxo suave por 2 horas (Esquema 14)*.

CH;COOH
“refixo * N—R
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Objetivando obter novos fungicidas e pesticidas, Cremiyn e
colaboradores®' sintetizaram uma variedagie de compostos derivados
benzenossulfonilados da ftalimida (24). Foi observado experimentalmente que
dependendo do grupamento X e das condicées (solvente, temperatura),

poderia ocorrer a abertura no anel imidico, formando o composto (25).

o) 0
@@soa @—@—soa
< |
Y S Y
(24) (25)

X = N3 ; NHN=C(CH),...

Y=H;Cl

Caswell e colaboradores, investigando reagées de substituigio
nucleofilica ativadas pelo grupo imidico, descobriram que compostos do tipo
4 5-dicloro-ftalimidas (26) podem ser convertidos em compostos do tipo 4-
hidréxi-5-nitro-ftalimidas (27) pela ag¢do do nitrito de potassio, conforme

ilustrado no esquema 15 abaixo:

o . 0
cl 1) KNO2/DMF oK
N—R o, 220 N—R
C NO
25
0
HO 2) ' H:0 '
N—R
NO
26 O

Esquema 15
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Visando obter compostos estruturaimente relacionados a talidomida (1)
para posterior avaliacdo da atividade antivonvuisivante dos anélogos obtidos,
Poupaert e colaboradores™ sintetizaram intimeros compostos (28). Para tanto,
foi usado o anidrido ftalico derivado com a amina apropriada, em &acido acético

sob refluxo, ocorrendo a ciclizagao direta do anel imidico em uma (nica etapa

o - NHP@_ﬁ x/@:;]@/

X=NOz;CI;H
Y e Z = grupos alquilas

(Esquema 16)

Esquema 16

Bogdal e col.aborézdores49 elaboraram um novo método para sintetizar N-
alquilftalimidas, via alquilagéo da ftalimida em meio “seco” sob irradiagéo por
microondas. As reag¢des foram réalizadas misturando a ftalimida com haleto de
alquila adsorvido em carbonato de potassio. Os produtos foram obtidos com

bons rendimentos (49-95%) em tempo reduzido (4-10 min) (Esquema 17 ).

0 - 0
mnc’:(rgggi;as
N—R
NH *+ RX —iomin |
49-95%

Esquema 17
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Recentemente, Antunes e colaboradores™ também relataram o uso de
um forno microondas para obter derivados da ftalimida, os quais podem ser
diretamente preparados com bons rendimentos (60%), conforme ilustra o
esquema (Esquema 18):

Q forno de 0

0 + NH2CH2COOH "l‘;%’-,—‘:"ﬁﬁ» N—CH2COOH

(R=60%)

Esquema 18

Este composto foi posteriormente usado para o obtencdo de novos
derivados contendo o grupo oxadiazol®.

Kamal e colaboradores™ estudaram novas possibilidades para a sintese
de Ftalimidas N-substituidas e tiveram grande éxito reagindo anidrido ftalico e
azidas apropriadas em presenga' de iodotrimetilsilano, cujos compostos foram
obtidos com excelentes rendimentos apés poucos minutos de reacéo

(Esquema 19.)

0]
of- 0= 03O
CHsCN

a.R=Cl, 15 min, rend. = 95%
b. R=0CH3, 15 min, rend. = 95%

Esquema 19
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O procedimento descrito pode ser Gtil também para obter outros
derivados alifaticos da ftalimida, representando um método pratico, simples, de
baixo custo e alta eficiéncia para sintese de imidas ciclicas, particularmente

derivados da ftalimida e da naftalimida®'.

o Aspectos Biolégicos:

Algumas ftalimidas ciclicas'provenientes de alquil éteres, tioéteres,
sulféxidos e sulfonas, em doses de 10 e 20 mg/Kg, exerceram atividade
hipolipidémica em ratos®>.

Derivados ciclicos N-substituidos da ftalimida, particularmente os
compostos 2,3-dihidrohalazina-1,4-diona (29) e difenimida (30) reduziram os
niveis séricos de &cido urico em camundongos normais e hiperdricos com
doses de 20 mg/Kg/dia i.p. por 14 dias. Os compostos foram potentes
inibidores da atividade enzimética da xantina dehidrogenase e xantina

oxidase®.
O

NH

\ O~
R=-CH2CH20CHs ; efc.

29 30
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A atuacao potencial das imidas ciclicas no sistema nervoso central foi
comprovada pela atividade de diversos derivados da N-fenilftalimida com
atividades antivonvulsivantes similares a da fenitoina e da carbamazepina®“.

A N-fenil-ftalimida (31) e compostos relacionados apresentaram
atividade antibacteriana contra bactérias patogénicas, porém o efeito foi
menos pronunciado quando combarado com os derivados da maleimida e 3,4-

dicloromaleimida'%.

(31)

A talidomida (1), que possui uma estrutura molecular derivada da
ftalimida, porém também contendo um anel glutarimidico, pode ser
considerada a molécula mais relevante pertencente a esta classe de
compostos. Como mencionado anteriormente, apesar dos efeitos adversbs do
passado ocasionando ma formacao fetal, nos tltimos anos, a talidomida tem
sido tema de estudos de diversos grupos de pesquisa. E importante ressaltar
seus efeitos sobre o fator de necrose tumoral -a, uma cinina que estimula o
sistema imunolégico e que age eliminando diretamente o tumor, mas que
produz efeitos adversos para o:organismo, como a inducdo de inflamagéo no
tecido, estimulo da replicagdo do virus HIV e ag¢&o da promogio tumoral. O
composto (1) e alguris de seus derivados inibem a produgdo de FNT-a em

pacientes com AIDS®.
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Singal e colaboradores® indicaram que o composto (1) pode representar
uma grande esperan¢a para individuos com céncer, uma vez que tem
mostrado-se muito ativo contra o mieloma avanc¢ado, inclusive em pacientes
com mieloma multiplo.

Mais recentemente, Ribeiro e colaboradores”™ demonstraram que a
talidomida (1) apresenta potente efeito analgésico em varios modelos de dor,
cujo mecanismo parece estar associado a inibicdo da producdo de FNT-o e
n&o atua sobre o SNC.

Além das propriedades citadas, muitos outros efeitos = benéficos
relevantes e promissores tem sido relatado para a talidomida, tornando-a lea
molécula - lider para o futuro desenvolvimento de novos farmacos® .

Estudos recentes confirmaram os efeitos analgésicos de derivados da
ftalimida, especialmente o composto (32), o qual foi cerca de 50 vezes mais
potente do que a aspirina no modelo do acido acético, em camundongos,

atuando ainda na segunda fase (dor de origem inflamatéria) do teste da

(32)

formalina®.

N—
U
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2.5.Naftalimidas:

o Aspectos quimicos:

Os compostos sdo geralmente preparados de maneira simples, pela
adicao da amina apropriada (1mol) para cada mol de anidrido, sob refluxo com
acido acético. O produto pode ser purificado por recristalizagdo com etanol

(Esquema 20).

J .
@ éter
@ O+HN-R ————-———bagi taca0

\
O

OH  CH;cOOH
@ NH_—R refluxo

Esquema 20

Investigando novas substancias com possivel uso como corante para

material polimérico, Konstantinova e colaboradores®!®

sintetizaram alguns 4-
amino derivados da 1,8-naftalimida, contendo um grupo insaturado para
copolimerizagéo. A rota sintética esta indicada no esquema 21 e os compostos

foram obtidos com rendimentos acima de 90%.
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Posteriormente, diante do éxito nos trabalhos anteriores, os mesmos
autores exploraram sinteticamente o composto (33), obtendo novos derivados

para uso como brilho fluorescente e corante (Esquema 21)2%.

?HzCH=C H2
N

—

(33)

A=NHz; NH(CH2) ;NCHa N Y: N o N<:|  etc.
\__/

Esquema 21

o Aspectos biolégicos:

Algumas naftalimidas possuem atividade citostatica, sendo utilizadas na
oncologia. Muitos destes compostos, tiveram tal atividade avaliada e ja sao
utilizados na terapéutica. Um exemplo caracteristico é a mitonafida (N-[2-
(dimetilamino)etil}-3-nitronaftalimida) (34), a qual apresentou atividade
citostatica contra diversos tipos de tumores®®. A Amonofida (3-amino-N-(2-
dimetilamina)etilftalimida) (35), foi utilizada em estudos contra tumores
malignos, exercendo atividade em adenocarcinoma de mama e préstata, néo
sendo, porém, efetiva em células do pulmdo e do colo de (tero®.
Antagonicamente, algumas imidas ciclicas tém apresentado efeito teratogénico

em roedores®’.
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O
N—CHzCH—N
G-
NO2 (34)

()

,CHs

N—CH2CH—N
o R

@

(35)

Outros compostos relacionados a Mitonafida e Amonafida sdo fortes
candidatos ao desenvolvimento de estudos clinicos para obtengédo de novos
farmacos. Um exemplo disto é o derivado da Amonafida, o dietilaminetil, que
demonstrou uma pronunciada atividade anti-leucémica “in vivo™ %,

Novas N-arilnaftalimidas (36) e bis—N-ariInaftaIimidas (37) foram
avaliadas quanto aos seus efeitos analgésicos, no modelo de contorgoes
abdominais em camundongos (10 mg/kg, i.p.), apresentando uma inibicao de
aproximadamente 90% das contor¢des, ndo havendo diferencas significativas
entre os analogos. Observou-se a importancia de grupos substifuintes elétron-
doadores (como, metil e metéxi) no aumento da atividade analgésica. Alguns
destes compostos mostraram-se muito mais ativos do que a aspirina e o

paracetamol®®"°.
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(36)

X=H;
n=0

(37)

2.6.Glutarimidas:

o Aspectos quimicos:

Em 1988, foi isolado e identificado um novo alcaléide da fragado
alcaloidica ativa da planta Phyllanthus sellowianus'?. O composto é derivado
da glutarimida, sendo denominado Filantimida (2)'°. A descoberta deste
aicaléide foi o ponto de partida para nosso grupo de pesquisa iniciar os
estudos de sintese e atividade biolégica de imidas ciclicas. Neste contexto,
cabe mencionar que muitos compostos analogos da filantimida foram
sintetizados e estudados sob os aspectos biolégicos, obtendo-se varias imidas

ciclicas e compostos de estruturas moleculares semelhantes, que
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demonstraram relevantes agdes antibacterianas, fungicidas, antiespasmoédicas
e analgésicas®, cujos resultados estdo sendo enfatizados no decorrer deste
trabalho.

Em 1971, Dounchis e Volpp’_1 descreveram a sintese de varios analogos
do agente a_ntifﬁngico e antibacteriano streptimidone (38), isolado de fungos.
Os autores prepararam varios compostos, especialmente derivados do tiofeno
(39) e da acetofenona (40), usando a glutarimida-p-acetaldeido como material

de partida.

| o)

(38)
B
S OCH2CH(OH)CH N
(39) o

@—COCHwH(OH)CHz—d |
(40) 0

De e Pal™?, prepararam novos derivados da glutarimida com estrutura
relacionada a talidomida (1). Para tanto, o &acido 3-fenilglutarico (41) foi
convertido no anidrido-3-fenilglutarico (42) pela acdo do anidrido acético e
subsequentemente tratado com aménia e vérias outras aminas, para obter as

imidas correspondentes (43) (Esquema 22).
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/CH2000H
©_€\'-|¢ (CH3C0)20
H2COOH

0
(41) (42) o)
N—R RNH
0]
R = H, -CHs, -CH2CH3, -CsHs, etc.
(43)
Esquema (22)

A ciclizagdo dos derivados da giutarimida necessita de condi¢cdes
especiais, como o uso de um forte agente desidratante. Ao contrario, as
maleimidas podem ser ciclizadas em condigbes experimentais mais suaves.
Isto se verifica devido os correspondentes acidos maleamicos, que possuem
uma ligagdo dupla no anel imidico, proporcionam uma configuragio planar a
molécula. Por outro lado, os acidos glutaramicos, que poésuem um anel
imidico de 6 membros, estao mais tensionados, dificultando a ciclizagao™ .
Uma série de derivados da glutarimida contendo dois grupos ciano em

posicédo 3 e 5 (44) do anel imidico foi sintetizada por Patel e colaboradores™,

no intuito de encontrar novos compostos com potencial farmacolégico.

N
R, R1=-CH3, -CH2CHs, etc.
N—R2 Rz = piperidino, dietilamino,
R morfolino
o)
CN

(44)
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Goehring e colaboradores” desenvolveram uma importante e versatil
rota sintética para a obtengdo de 2-benzil-glutarimidas, partindo da glutarimida,
formando o respectivo sal da amida e adicionando eletréfilos apropriados,

como haletos de alquila, aldeidos, cetonas, etc (Esquema 23 )

CJ::LDZ NaNH_?I - @R
NH3 () + X—CH
N N 2Na _

H A

JSQ A

X=Cl Br
R=H, CH3s, Cl OCHs, etc.

Esquema ( 23)

Os compostos N-aril-glutarimidas podem ser obtidos através da reagéo
do anidrido glutarico com anilina ou anilinas substituidas em éter, resultando
nos respectivos acidos amicos substituidos. Estes s&o faciimente isolados do
meio reacional por filtragdo ou extragdo. Posteriormente, utiliza-se para
ciclizagcdo uma mistura de acido acético e cloreto de acetila 1:2 (refluxo por
duas horas), como agente desidratante, para a obtengéo das respectivas aril-

glutarimidas (Esquema 24)™.
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/0

éter OH
< éo +NH2—©:> agitacao NH—@
0]
/0
AcOH
CH3COC| N
refluxo \o

Esquema 24

Estes compostos podem ser geralmente isolados do meio reacional
através de precipitacdo em banho de agua-gelo e/ou extraidos primeiramente
com cloroférmio e, em seguida, com uma solugéo 5% de bicarbonato de sédio,
para neutralizar o acido em excesso’".

Recentemente, um novo alcaléide derivado da glutarimida foi isolado
das raizes de Crofon membranaceus, o qual foi denominado Jﬁlacrotina (45) e

possui uma estrutura molecular similar a filantimida™.

s
CHaCH2CH—C—

® (45)

o Aspectos bioldgicos:

Véarios compostos derivados da glutarimida, especialmente aqueles
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substituidos e posicdo B do anel imidico, apresentaram atividade antifingica
contra diferentes fungos patogénicos, como os compostos (38), (39), (40), (46),

@7,

.. -—H
0
CH I |
N\N OCH . N-H
(a7) Yo

Alguns derivados da glutarimida, particularmente aqueles substituidos
na posicao 3 pelo grupo fenila e na posi¢do 6, por diferentes grupos alquila,

(48) demonstraram atividade antitumoral em camundongos’z. .

OX- jER

R = H, CHs, CH2CHs, CeHs, etc
(48)
As glutarimidas pertencem a um grupo de compostos com vérias agbes
sobre o sistema nervoso central, causando desde depressées a convuisdes.
Uma pequena alteragdo na molécula da glutarimida pode fazé-la atuar como

agente convulsivo ou depressivo™.
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Algumas glutarimidas mostraram-se equipotentes e mais seletivas que o
diazepan, entre outros farmacos, como é o caso da buspirona (49)%. Estes
compostos tém sido investigados quanto as suas caracteristicas antipsicéticas,
acreditando-se que as afinidades aos receptores de dopamina, bem como a
habilidade de bloquear a catalepsia, sejam dependentes das caracteristicas
eletrdnicas e lipofilicas dos substituintes empregados. Um exemplo desta nova
classe de farmacos antipsicoticos €& a tiospirona (50), ja utilizada na
terapéutica, tendo demonstrado reduzidos efeitos colaterais e forte efeito

antagonista serotonérgico®'.

O

4 ~— N
N—(CH2)4-N N-</ }
o /' =

(49)

0]

4

/7 \
N—(CH2)+—N N
4 _/ S

o)

(50)

Como a buspirona esta inserida entre os farmacos mais utilizados no
tratamento de doengas mentais, demonstrando uma forte atividade ansiolitica,
alguns analogos, como as N-{4-(4-aril)-1-piperazinil-alquil}-5,7-dioxabiciclo
[2,2,2] octano-2,3-dicarhoximidas (51), foram obtidos a pértir de uma
cicloadicdo de Diels-Alder. Estas imidas ciclicas N-substituidas apresentaram
atividade sobre o sistema nervoso central, como a esperada atividade

ansiolitica®.
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Patel e colaboradores™ investigaram distintas propriedades
farmacolégicas dos derivados da glutarimida contendo 2 grupos ciano,
indicados anteriormente, observando que alguns compostos induzem
depressdo hipnética. Porém, sdo praticamente destituidos de efeitos
anticonvulsivantes, analgésicos e antipiréticos quando analisados em modelos
convencionais em ratos e camundongos’ em doses inferiores a 32 mg/Kg, via
i.p.

Goehring e colaboradores” éstudaram uma série de 2-
Benzilglutarimidas e seus N-métil analogos (52), observando que alguns
compostos apresentaram promissores efeitos anticonvulsivantes em ratos e
camundongos. O composto (53) foi o mais potente testado, emergindo como
um candidato a um novo farmaco, sendo mais potente do que alguns farmacos

usados na clinica e destituido de efeito toxico”.

1-Feq-N

(52) (53)

0" °N
CEHs
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O composto 2,2-dimetil-N-fenetil-glutarimida (54) e seu respectivo acido
amico (55), apresentaram promissor efeito analgésico ao inibir as contorgées
abdominais causadas pelo acido acético em camundongos. O composto (55)
causou uma discreta atividade analgésica, inibindo 31% das contorgbes
abdominais (30 mg/kg), enquanto o composto (55) apresentou uma Dlg, de 11
pmol/kg, sendo cerca de 12 vezes mais potente do que alguns medicamentos

utilizados na terapéutica como os analgésicos aspirina e paracetamol>*,

0] 0 ;
f EN—CHz——CHz—@ N;cm—cm-@
(54)

CHs ¢hs CHz &ps (55)

Mais recentemente, confirmou-se que as N-aril glutarimidas (56) e seus
respectivos acidos amicos (57) também séo efetivos analgésicos, tanto no
modelo de dor induzida pelo acido acético, como no modelo da formalina,
ambos em camundongos. Foi verificado que a maioria dos compostos testados

séo mais eficazes do que a aspirina, paracetamol e indometacina™.

GO0

56 57
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Estudos recentes tém demonstrado que o grupo glutarimidico -
substituido em posicdo a ou B no anel, age como uma molécula carreadora,
trasportando biologicamente os substituintes ativos através das membranas

celulares®.

2.7.0Outras Imidas Ciclicas:

e Aspectos guimicos e biolégicos:

Além das sub-classes de imidas ciclicas mencionadas anteriormente,
outras tém sido estudadas em menor grau, e alguns exemplos séo ilustrados a
seguir.

Fujinami e <_:o|aboradores84 investigaram o potencial antifiingico de
varias substancias (oxazolidinas) estruturalmente relacionadas a succinimida,
especialmente contra o fungo Sclerotinia sclerotiorum.

Os compostos foram obtidos pela rota indicada no esquema (25)' e

alguns deles demonstraram interessante perfil antifungico.

o R 3—-0 | 3—0
NHO—O—G—CN _bese, N o N
A R1 H R1
X k, X x*

HR2
X=H, 2-Cl, 3-C|, 4-C|, 2-Br....
R1=R2=H, CHs
Esquema 25
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Aboul-Enein®® obteve uma nova glutaconimida (58) com excelente
rendimento (96%) a partir da glutarimida (59), usando bicarbonato de sédio e

dimetil sulféxido a 80°C por uma hora , conforme ilustrado no esquema(26).

Br H2CHs H2CHs
CsHs —N-a-H—CEL CeHs
DMSO
N 80°C/1h N
J
59 58
Esquema 26

Buscando obter novos farmacos similares a Tiospirona (50), New e
colaboradores® sintetizaram varios analogos contendo heteroétomqs inseridos
no anel imidico. Entre os varios cdmpostos énalisados como possiveis agentes
antipsicéticos, o composto (60) foi o que apresentou os melhores resultados,
demonstrando um mecanismo de ac¢do seletivo e poucos efeitos colaterais,

sendo um forte candidato a novo farmaco.

£ N
7 N —(CH2)4 —NQN—(N@ '

O (e0)
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Pesquisadores poloneses tem focado a aten¢do para a descoberta de
compostos que atuam sobre o sistema nervoso central e constataram que
varias carboxiimidas atuam como antipsicéticos e antiansioliticos, alguns deles
82,87,88

possuindo afinidades com o receptor 5-HT1a

Tais compostos foram obtidos usando as rotas indicadas nos esquemas

15

TsOH

(27 e 28)

-

25% NHal
CHs método II
HN NHBrH{CHB B Ho)en N-(CH2)+-Br
2 Hs
Br-

Esquema 27
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o o 25% NHs HN NH
3 | 8
ABT
Br-
i
N N-R
Br-(CH2)a-N N-(CH2)+-Br L /\_/
13 /\ v
HN N-R
\,,
R-N N-(CH2)+-N N-(CH2)aN
\_/ -
9-12,14
s .
%—Q—F,—O,é @ —<’ \>
9 10 11 ==/ 42 N—
Esquema 28

N-R

Poucos estudos relativos a toxicidade de imidas ciclicas foram relatados

na literatura. Um dos raros estudos demonstrou que o derivado da ftalimida

(61) e uma difenamida (62) ndo apresentaram propriedades téxicas

comprometedoras em roedores e tampouco atuam sobre a fertilidade destes

aminais®.
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Hs

61 62

Os farmacos poliméricos tém recebido muita atengdo nos ultimos anos e
suas étividades biolégicas, tais como antitumoral, antivirai, antibacteriana e
fungicida, tem sido relatadas. Copolimeros do tipo poli (GMI-co-MA) (GMI - N-
glicinilmaleimida , e MA - acido metacrilico) (63) e poli (GMI-co-Vac) (Vac,

acetato de vinila) (64) apresentaram atividade antitumoral “in vivo™ %,

?Hs :
a CHz—(IZH——\T a CHz——(l:H—\
; ;il: \; COOH 2:,?:\; C=
CH2 CH2 (l.‘,Hs
éOOH é:OOH
\ y4l \\ on
63 64

Alquil éteres, tioéteres, sulféxidos e sulfonas derivados de succinimidas
ciclicas mostraram possuir potente atividade hipolipidémica em doses de 10 e

20 mg/Kg em roedores. Foi ainda estabelecida uma correlagdo entre a
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estrutura quimica dos compostos e a atividade biolégica aferida, bem como
mostrado o efeito causado pelas imidas ciclicas na absorgéo de lipidios do

intestino de roedores®*%*,

2.8. Antipirina e Derivados

A antipirina ou fenazona (3) foi descoberta em 1887, por Luswig Knorr,
enquanto ele buscava encontrar antipiréticos do tipo quinolina. Esta
descoberta foi responsavel pelo inicio da grande industria de medicamentos
alemd, que dominou o mercado por 40 anos. Desde sua introdugdo na

medicina, ja foram pesquisados mais de 1000 compostos visando encontrar

~ outros farmacos mais potentes e com menor toxicidade™.

Apés a descoberta da antipirina (3), aumentou muito o interesse nos
derivados do pirazol. Lefebvre e colaboradores® sintetizaram algumas amidas
piperidinicas, morfolinicas, pirrolidinicas e metilpiperazinicas do &cido
opidnico, pela reagdo de seus grupos aldeidicos com aminoantipirina,
resultando em iminas e avaliaram suas propriedades analgésicas. O composto
(65) foi o derivado que apresentou a maior atividade analgésica, causando
inibicao de 95%, no modelo de contorgdo abdominal induzida por &cido acético

em uma dose de 500 mg/kg via intraperitonial.
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CH= CHs
_‘ N—CHs

N

(65)

Muitas modificagGes na estrutura da antipirina (3) ja foram feitas com
sucesso, entre elas a aminopirina (66), a qual tem sido empregada como
antipirético e analgésico, porém apresenta uma a¢io mais lenta. Entretanto,
uma das suas principais desvantagens €& a possibilidade de produzir

agranulocitose fatal®.

Hs
N—CHs

O

(66)

Um estudo sobre o potencial reflexo espinhal em gatos sugere que a
acdo excitatéria da aminopirina (66) pode estar parcialmente relacionada a 5-
hidroxitriptamina e n&o ligada ao mecanismo GABAérgico. Entré os derivados
pirazolona estudados, a isopropilantipirina a 50 mg/kg, i.v. produziu aumento
do MSR e PSR (potencial reflexo mono- e poli-sinaptico) e a antipirina e a 4-

aminoantipirina na mesma dose n&o afetaram o potencial reflexo®.
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O composto (66) foi avaliado como um estimulante do SNC,
demonstrando previamente que seu efeito inibitério sobre o potencial reflexo
de origem dorsal foi revertido por diazepam, porém o efeito potencializador
sobre o potencial reflexo mono- e poli-sinéptico nao foi afetado pelo farmaco,
sugerindo mecanismos diferentes para a supressao e a potencializagdo dos
respectivos reflexos™.

Um estudo toxicolégico em pacientes cjue haviam sido tratados com
aminopirina (66), demonstrou a ocorréncia ndo usual da 4-aminoantipirina (4-
AAP) (67) em seus fluidos biolégicos, sangue efou urina. Esta detecgao,
realizada por espectroscopia de ultravioleta (UV) efou por cromatografia de
camada delgada (CCD), é muito importante no ponto de vista analitico, uma
vez que a 4-AAP deve estar presente em condigdes suficientemente altas, o
que pode dificultar a detecgdo de outras bases fracas que podem estar
presentes concomitantemente (por exemplo, clordiazepéxido, certos
antihistaminicos, entre outros). E, do ponto de vista clinico, a presenga da 4-
AAP sugere uma prévia ingestdo da aminopirina, levando a realizar-se uma
avaliagdo hematolégica do paciente. Além disso a anélise da 4-AAP no sangue
deve ser levada em conta nos casos de agranulocitose inexplicada™.

Atuaimente, novas formas de detecgdo da antipirina, bem como de seus
derivados fendlicos, tém sido estudadas, como a determinagdao em plasma com
extragdo por fase sélida e cromatografia liquida de alta perforrﬁance por fase
reversa com espectroscopia de massas (RP-HPLC-MS)%.

A antipirina (64) e seus analogos 4-substituidos , tais como a 4-

aminoantipirina (67), 4-dimetilaminoantipirina (aminopirina) (66) e 4-
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nitrosoantipirina (68) foram testados para a mutagenicidade contra Salmohella
typhimurium. Os compostos (3) e (66) ndo foram mutagénicos para todas as
cepas testadas, mesmo na presenga de S9 (modulador metabdlico). A 4-
aminoantipirina (67) foi diretamehte mutagénica somente para TA97 e, a

presenca de 89 aumentou levemente sua atividade®.

Hs
N—CHs (67)R=NH2

_. (68) R= NG,

A 4-aminoantipirina (67) foi tratada com diferentes aminoacidos N-
protegidos na presenca de N,N'-dicicloexilcabodiimida para formar N-
(antipirinilcabamoil) substituidos alquil benzamidas. Estes compostos foram
analisados quanto as suas atividades antidepressivas e, entre eles foi
observado que compostos contendo grupamentos etil (69) ou iéopropil (70)
foram os mais efetivos em todos os parametros testados. Eles foram mais

ativos que imipramina, um farmaco utilizado na terapéutica®.

CHs CHs
t“l—-—N ' llﬂ N
CH;—KKKO CH:——KKKO
NHCOCHCHs NHCOCH(CH3):2
ILIHCOCsHs HCOCeHs

(69) (70)
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Estudos anteriores foram realizados no NIQFAR e na UFSC procurando
obter compostos fannacologicamenté ativos e estruturalmente relacionados as
imidas ciclicas. Assim, foram sintetizados diferentes compostos e analisados
quanto a possivel atividade analgésica. O composto (13), mais ativo, continha
a estrutura da antipirina (3) diretamente ligada ao anel imidico. Este composto
foi aproximadamente 50 vezes mais ativo que farmacos de referéncia como
aspirina e paracetamol. Contudo, todos os animais morreram apés o
tratamento com este composto, sugerindo altos efeitos toxicos®.

Outros pesquisadores avaliaram alguns compostos oxazolicos quanto
as suas atividades analgésica e antiinflamatéria. Os resultados destes testes
demonstraram que a presenc¢a do residuo etil na posi¢do 5 do anel oxazélico
auméntou significativamente a atividade analgésica destes compostos. Os
compostos (71) e (72) exibiram uma atividade shperior a dos férmacos padrées
testados para efeito de comparagdo. Quanto a atividade antiinflamatéria,

nenhum dos compostos apresentou efeito promissor®.

200 o

CHs-— CHa—

sHs (lisHs
71) (72)
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Um derivado da aminopirina, a dipirona (73) é um efetivo analgésico e
antipirético néo esteroidal utilizado em larga escala nos ultimos tempos, porem
também tem sido o farmaco mais freqiientemente associado a agranﬁlocitose .
Nos Estados Unidos seu uso foi proibido desde 1977 e atualmente também
esta proibido no Canadd e em um grande numero de paises da Europa
ocidental®™. Porém esta especificado no “Martindale: The Extra Pharmacopéia”
que o uso da dipirona é justificado somente em casos de dor severa quando

nenhuma outra alternativa é disponivel e adequada'®.

Hs
~ CHs —N—CHs
N&'S03 CHol— |
O
| (73) |

O metabolismo da dipirona (73) é diminuido em portadores
assintomaticos de hepatite B viral. Clinicamente, infecgoes latentes com o
virus da hepatite B parece exercer um efeito diferencial sobre o metabolismo
do farmaco. Rotas oxidativas para produzir 4-aminoantipirina e 4-
formilaminoantipirina foram afetadas, enquanto que a acetilagdo permaneceu
intacta. Este estudo forhece um exemplo adicional sobre o efeito de um virus
sobre a disposigdo de um farmaco'®'.

Apés a administragéo oral da dipirona (73) ela é convertida por hidrélise

em 4-metilaminoantipirina e este é posteriormente metabolizado em 4-
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formilaminoantipirina, 4-aminonantipirina e 4-acetilaminoantipirina. Ainda é
discutido se o sitio de acdo da dipirona é o sistema nervoso central ou
periférico. Apés a administracdo sistémica de dipirona, todos os metabdlitos
foram encontrados no fluido cérebroespinhal. O curso concentragcéo-tempo dos
metabdlitos da dipirona no fluido cérebroespinhal ocorreu de acordo com a
concentragdo plasmatica e o efeito analgésico da dipirona'®.

Relatos espontdneos e resultados de estudos individuais podem
distorcer a avaliagdo da seguranca de farmacos. Foram identificados estudos
epidemiolégicos publicados de 01/1970 a 12/1995, que investigaram a
associacgdo de sérios efeitos adversos a aspirina, diclofenaco, acetaminofen e
dipirona para determinar e comparar o excesso de mortalidade associado com
0 uso a curto prazo dos farmacos. O excesso estimado de mortalidade devido
a comunidade adquirir agranulocitose, anemia aplastica, anafilaxia e sérias
corriplicapbes gastrointestinais foi de 185, 592, 20 e 25 por 100 milhdes,
respectivamente, aos farmacos mencionados acima. A estimativa foi
largamente influenciada pelo excesso de mortalidade associado com
complicagdes gastrointestinais'®.

A poténcia e a concentragido dependente para a antinocicepg¢ao
causada pela dipirona, administrada subplantarmente por rotas espinhal e
supraespinhal, contra a dor induzida pela formaiina e capsaicina é
particularmente relevante, pois a maioria dos farmacos antinﬂamatérios nao |
esteroidais testados foram relatados como inativos para prevenir a dor
neurogénica induzida pela formalina (primeira fase) ou capsaicina'™ '®. Tais

resultados sugerem que a dipirona tem um adicional e interessante mecanismo
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de acdo analgésica além da conhecida inibicdo dos produtos da
ciclooxigenase derivados do 4cido aracddnico'® """

O mecanismo preciso da ag¢do antinociceptiva da dipirona ainda n&o
estad totaimente determinado, mas é improvavel estar associado a uma
interacdo com peptideos opidides, receptores GABAg, sistema serotfonina,
- interagdo com ATP e canais sensiveis a potéséio, rotas de 6xido nitrico L-
arginina, participagdo da proteina G/G, sensivel a toxina pertussis
(administrada intracerebroventricular) ou por modulagdo de horménios
adrenais. Contudo, a antinocicepcdo da dipirona parece estar relacionada a
sua habilidade de moduiar a liberag@o de aminoacidos excitatérios e/ou agéo
sobre o cordado espinhal. Finalmente, uma interagdo direta da dipirona com a
ligagao do glutamato sobre seus receptores também pode fazer parte da agéo
antinociceptiva®.

Os resultados de um estudo sobre os efeitos analgésicos da fenacetina,
do acetaminofen e da dipirona indicaram que os efeitos antinociceptivo
refletem uma combinagdo das acgdes periféricas e centrais, nenhum deles
envolve inibicdo da ciclooxigenase. O componente central dos efeitos
antinociceptivo pode ser relatado para a ativagdo dos mecanismos cerebrais
que envolvem reforgo'®.

Também relatam-se estudos sobre a eficacia, tolerancia e seguranga da
dipirona (73) sobre a dor e a febre em criangas mostrando que na dose de 10
a 15 mg/kg/dose a cada 6-8 horas é efetivo e seguro'™.

Outro analgésico e antiinflamatério ndo esteroidal € o aminopropilon

(74), utilizado em preparagbes topicas, usualmente em uma concentragéo de
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5%, junto com um heparinéide para o tratamento de dores e inflamagées

locais'® ",

Hs
(CH3)2N—CH—C—H




3. OBJETIVOS

3.1.Objetivos gerais

- Sintetizar diferenfes imidas ciclicas derivadas da 4-aminoantipirina e
compostos relacionados.

- Analisar os efeitos biolégicos destas substincias em diferentes
experimentos “in vitro” e “in vivo”.

- Realizar modificagées estruturais no composto mais ativo, visando

observar uma possivel relago estrutura-atividade.

3.2. Objetivos especificos

- Obter, através de reagdes entre a 4-aminoantipirina e diferentes
anidridos, os respectivos acidos amicos e imidas ciclicas;

- Oftimizar as condi¢gbes reacionais do composto mais ativo, afim de
diminuir o tempo reacional e aumentar o rendimento;

- Analisar os resultados dos compostos sintetizados quanto a possivel
atividade analgésica, em distintos modelos de dor em camundongos, e a
atividade antimicrobiana, contra bactérias e levedura;

- Compérar a atividade dos compostos em estudo com a atividade de
farmacos disponiveis no mercado farmacéutico;

- Avaliar, quando possivel, a correlagéo entre estrutura quimica e atividade
bioldgica, visando obter dados para a sintese reacional de compostos

mais potentes;
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4. METODOLOGIA

4.1. Caracterizagao dos compostos

Utilizou-se cromatografia em camada delgada para a analise da pureza
dos compostos sintetizados, os quais foram caracterizados através do ponto
de fusdo, por espectroscopia no infravermelho, por ressondncia magnética
nuclear de 'H e ™°C, conforme necessario para a determinagao estrutural dos
mesmos.

Para a cromatografia em camada delgada utilizou-se placas
cromatograficas de alta resolugdo (HRTLC) de silica gel PF24 em folhas de
aluminio Sigma, utilizando o sisterha de solventes cloroférmio/metanol (80:10).
Os solventes utilizados foram adquiridos comercialmente da Aldrich, Merck,
etc..Os “spots” foram visualizados através de luz UV de ondas curtas e vapor
de iodo.

Os pontos de fusdo dos compostos foram determinados com um
aparelho Microquimica APF-301 e n&o foram cdrrigidos.

Os espectros de infravermelho foram obtidos em espectrofotémetro
Bomem 100 (NIQFAR/UNIVALI), com as substadncias incorporadas em
pastilhas de KBr, sendo que as absorgées foram registradas em escala de

centimetro reciproco (cm™).
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Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e de "C foram
obtidos em espectrometro Brucker 200 MHz (Departamento de Quimica/UFSC)
e um Gemini 300 MHz (Departamento de Quimica/UEM) usando como solvente
CDCI; ou DMSO-ds adquiridos comerciaimente da Aldrich. Os deslocamentos
quimicos foram expressos em valores adimensionais & (ppm) em relagéo a um

padrao interno de tetrametilsilano (TMS).

4.2.Reagentes

Os reagentes de partida (anidrido 3,4-dicloromaleico, anidrido glutarico,
anidrido 3,3-dimetilglutarico, anidrido ftalico, anidrido tetrabromoftalico,
anidrido bisnaftalico, anidrido succinico e 4-aminoantipirina) foram adquiridos
da Aldrich Chemical Company, Inc.. Os demais reagentes e solventes foram
adquiridos das seguintes emprésas: Merck, Reagen, Vetec-Quimica Fina
Limitada, Quimex, Nuclear e Grupo Quimica.

Os solventes organicos e reagentes, quando impuros, foram tratados

com métodos tradicionais descritos na literatura.

4.3.Sintese dos Compostos:

4.3.1. Sintese dos derivados da 4-aminoantipirina
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N-antipirino-3.4-dicloromaleimida (75)

Visando otimizar as condigdes reacionais foram realizados 3 métodos

para a sintese deste composto:

METODO A:

Ao anidrido 3,4-dicloromaleico (0,2g, 1 mol) foi adicionado éter etilico
absoluto sob agitagdo a temperatura ambiente e a 4-aminoantipirina, também
dissolvida em éter etilico absoluto. A mistura permaneceu sob agitagéo por 1
hora. O precipitado formado foi filtrado e o produto foi obtido de coloragéo
bege escura (0,10g). R = 22,5%. |
OBS = o composto modificou sua aparéncia em 24 horas, tornando-se um
liquido escuro.Por cromatografia de camada delgada pode-se -observar a
degradagéao do produto com o aparecimento de diversas manchas. Assim, ndo

foi possivel formar o produto desejado a partir do seu acido amico.

METODO B:

Ao anidrido 3,4-dicloromaleico (0,5g, 1mol) e a 4-aminoantipirina
(0,608g, 1mol) foi adicionado anidrido acético (1,22g, 4 mol) contendo acetato
de sédio anidro (0,123g, 0,5 mol) e deixado em banho maria por 60 minutos, a
temperatura de aproximadamente 60 °C, com agitag&o ocasional. Apbs
resfriada a temperatura ambiente, a mistura reacional foi vertida sob 200 mL
de agua + gelo picado. O precipitado foi, entdo, filtrado por sucgfo, lavado

com agua gelada ( 2x 20 mL) e secado sob vacuo, na presenca de pentéxido
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de fésforo, por 12 horas. O composto obtido apresentou coloracdo amarela

(0,33g), R= 31,6%.

METODO C:

Ao anidrido 3,4-dicloromaleico (0,1g, 1mol) foi adicionado acido acético
glacial (10 mL) e a 4-aminoantipirina (0,122g, 1mol), também dissolvida em
acido acético glacial (10 mL). A mistura foi aquecida sob refluxo por 6 horas.
Apds, a mistura foi vertida sobre agua e gelo (100 mL). O precipitado formado
foi filtrado, lavado com agua e recristalizado em diclorometano/hexano para
obter o produto puro, de coloragdo amarela (0,99). Este foi considerado o
melhor método para a sintese consideréndo o rendimento da reacgéo.
F.M.=C,sHi{N30Cl> (352), R. = 74,1%, p.f. =208,2 — 209,2°C.

IV (KBr) v (cm™): C=0 (imida): 1796,6; 1742,1; C=0 (antipirina): 1637,9.
RMN-'H(CDCL) 5 (ppm): 2,20 (s, 3H, CH3) ; 3,23 (s, 3H, N-CH,) ; 7,35 -7,48 .
(m, 5H, ar).

RMN- *C(CDCls) & (ppm): 10,88 (g, CHs) ; 35,19 (q, N-CH,) ; 100,30 (s, C=C)
;124,49 (s, C ar) ; 125,13 (d, CH ar) ; 127,71 (d, CH ar) ; 129,38 (d, CH ar) ;
| 133,92 (2s, C-Cl) ; 134,185, (C-N) ; 152,47 (s, C=0) ; 160,38 (s, C=0) ; 161,77
(s, C=0).

Acido N-antipirino-succindmico (76)

Ao anidrido succinico (0,2g, 1 moli) foi adicionado éter etilico absoluto
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sob agitacdo & temperatura ambiente e a 4-aminoantipirina também dissolvida
em éter etilico absoluto. A mistura permaneceu sob agitagdo por 1 hora. O
precipitado formado foi filtrado e o produto puro foi obtido de coloragéo
amarelo claro (0,29g).

F.M.= C1sH7N;O, (303), R.=48,4%, p.f.=207,2-208,2 °C.

IV (KBr) v (cm™): NH-C=0: 3285,42; COOH: 2652,70 (b.l.); C=0 (imida):
1742,9; 1667,7, C=0 (antipirina): 1619,2.

RMN-'H(CDCLs) 5 (ppm): 2,15 (s, 3H, CHs) ; 2,58 (t, 2H, CHy) ; 2,59 (t, 2H,
CH,) ; 3,06 (s, 3H, N-CHj) ; 3,4 (NH) ; 7,28 - 7,46 (m, 5H, ar) ; 9,01 (s, 1H,
COOH).

RMN-"*C(CDCl;) 5 (ppm): 10,24 (q, CHa) ; 27,96 (t, CH,) ; 28,91 (t, CHy) ;
34,74 (q, N-CH3) ; 106,95 (s, C=C) ; 122,36 (d, CH ar) ; 124,98 (d, CH ar) ;
127,62 (d, CH ar) ; 133,57 (s, C ar) ; 150,16 (s, C-N) ; 160,57 (s, C=0) ; 169,65
(s, C=0); 172,74 (s, C=0).

N-antipirino-succinimida (77)

Ao acido N-antipirino-succinamico (0,145g, 1mol) foi adicionado acido
acético glacial (20 mL). A mistura foi aquecida sob refluxo por 6 horas. Verteu-
se a mistura sobre agua/gelo (100 mL), ndo houve precipitagéo' e o produto foi
extraido com cloroférmio. Purificou-se o produto através de uma coluna de
silica gel, utilizando como eluente uma mistura de diclorometano/metanol

(98:2), obtendo o produto puro de coloragédo amarelo claro (0,05g).
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F.M.=C;5H:sN:O; (285), R= 37,4%, p.f.=201-203 °C. |

IV (KBr) v (cm™): C=0 (imida): 1781,0; 1717,1; 1707,0; C=O (antipirina):
1665,7.

RMN-'H (CDCI;) & (ppm): 2,16 (s, 3H, CHs) ; 3,17 (t, 2H, CH,) ;3,18 (t, 2H,
CH,) ; 3,20 (s, 3H, N-CH3) ; 7,41 — 7,44 (m, 5H, ar).

RMN-"C '(cnch) 5 (ppm): 11,04 (q. CHs) ; 28,53 (2t, CH;) ; 35,31 (q, N-CH3) ;
109,86 (s, C=C) ; 118,90 (s, C ar) ; 124,92 (d, CH ar) ; 127,41 (d, CH ar) ;
129,26 (d, CH ar) ; 134,11 (s, C-N) ; 151,98 (s, C=0) ; 160,29 (s, C=0) ;
175,83 (s, C=0).

Acido N-antipirino-glutarimico (78)

Metodologia similar ao composto (76). O produto obtido apresentou
coloragdo amarelo claro.
F.M.= C1H1N3O4 (317), R=73,7%, p.f. = 194,7 ~ 196,8°C.
IV (KBr) v (cm™): NH-C=0: 3315,8; COOH: 2650 (b.l.); C=O (imida): 1715,1;
1689,8; C=0 (antipirina): 1638,1.
RMN- '"H(CDCL) 5 (ppm): 1,94 (q, 2H, CH>) ; 2,18 (s, 3H, CH3) ; 2,35 (m, 4H,
CHy) ; 3,08 (s, 3H, N-CHg) ; 3,25 (NH) ; 7,34 - 7,46 (m, 5H, ar) ; 8,88 (s, 1H,
COOH).
RMN- “C(CDCLy) 5 (ppm): 10,52 (q, CHy); 19,67 (¢, CH;) ; 32,07 (t, CHy) ;
33,51 (t, CH,) ; 34,89 (g, N-CH3) ; 107,22 (s, C=C) ; 122,63 '(d, CH ar) ; 125,24
(d, CH ar) ; 127,81 (d, CH ar) ; 133,70 (s, C ar) ; 150,07 (s, C-N) ; 160,76 (s,
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=0) ; 170,59 (s, C=0) ; 173,51 (s, C=0).

N-antipirino-glutarimida (79)

Metodologia similar ao composto (77). Purificou-se o produto através de
uma coluna de silica gel, utilizando como eluente uma mistura de
cloroférmio/metanol (98:2), obtendo o produto puro de coloragdo amarelo claro
F.M.= C4cH;N305 (299,2), R=48,5%, p.f. = 115,1-117,6 C.

IV (KBr) v (cm™): C=0 (imida): 1727,4; 1725,5; C=0 (antipirina): 1650,2.
RMN- "H(CDCl;) 5 (ppm): 2,10 (s, 3H, CH3) ; 2,70 (m, 6H, CH,) ; 2,95 (s, 3H,

N-CH3); 7,15~ 7,64 (m, 5H, ar).

4-acetamido-antipirina (80)

Este composto foi obtido como um produto secundario da desidratag:éo
dos compostos (76) e (78), e foi isolado através de cromatografia de coluna
com silica gel, na purificagdo dos compostos (77) e (79). O produto obtido
apresentou coloragédo amarelo forte.

F.M.= C,3H45N50. (245), R= 30,2%, p.f.=202,9 - 205,2 °C.
IV (KBr) v (em™): NH-C=0: 3239,0; C=0 (amida): 1671,0; 1650,4; C=0
(antipirina):1634,8.

RMN-'H (CDCl;) § (ppm): 2,05 (s, 3H, CH3) ; 2,18 (s, 3H, CH3) ; 3,08 (s, 3H, N-
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CHs) ; 4,85 (NH) ; 7,34 — 7,46 (m, 5H, ar) ; 9,40 (s, 1H, COOH).

RMN-"C (DMSOgs) 5 (ppm): 16,25 (q, CHa) ; 27,65 (q, CHa) ; 41,17 (q, N-CHy)
: 112,92 (s, C=C) ; 128,40 (d, CH ar) ; 131,30 (d, CH ar) ; 134,20 (d, CH ar) ;
140,20 (s, C ar) ; 157,48 (s, C-N) ; 166,99 (s, C=0) ; 173,89 (s, C=0).

Acido N-antipirino-3,3-dimetilglutardmico (81)

Metodologia similar ao composto (76). O produto obtido apresentou
coloragdo amarelo claro.
F.M.=C1sHN30, (345), R= 73,9%, p.£.=203,6 — 204,8 °C.
IV (KBr) v (em™): NH-C=0: 3263,68; COOH: 2978 (b.l.); C=O(imida): 1690,8;
1687,33; C=0 (antipirina): 1617 4.
RMN-'H (CDCl;) § (ppm): ): 1,23 (s, 6H, CH3) ; 1,96(t, 2H, CH,) ; 2,29(s, 3H,
CHs) ; 2,48(t, 2H, CH,) ; 3,19(s, 3H, N-CH3) ; 7,25~ 7,51 (m, 5H, ar) ; 947 (s,
1H, COOH).

3,3-dimetil-N-antipirinoglutarimida (82)

Metodologia similar ao composto (77). O produto obtido apresentou
coloragédo amarelo.
F.M.= C15H2N;05 (327), R= 91,6%, p.f.= 193,1 ~195,3°C.

IV (KBr) v (cm™): C=0 (imida):1731,5; 1690,9; 1658,4; C=0 (antipirina):
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1620,2.

RMN-'H (CDCls) & (ppm): 1,23 (s,'3H, CHj3) ; 1,33 (s, 3H, CH3) ; 2,10(s, 3H,
CHa); 2,15 (m, 2H, CH,) 2,68 (m, 2H, CH,) ; 2,95 (s, 3H, N-CH3) ; 7,15- 7,64
(m, 5H, ar)

Acido N-antipirino-ftalamico (83)

Metodolqgia similar ao composto (76). O produto obtido apresentou
coloragéo rosa claro. |
F.M.=C4oH1;N30, (351), R=79,8%, p.f.= 134,4 - 134,6 °C.
v (KBr) v (cm™): NH-C=0: 3400,42; COOH: 2850 (b.l.); C=0 (imida): 1709,4;
1651,5; C=0 (antipirina):1641,7. |
RMN-'H (CDCl3) 5 (ppm): 2,27 (s, 3H, CHa) ; 3,07 (s, 3H, N-CHy) ; 3,5 (1H,
NH); 7,36 - 7,52 (m, 8H, 2ar) ; 9,52 (s, 1H, COOH). |
RMN-"C (CDCls) 5 (ppm): 11,12 (q, CH5) ; 36,03 (4, N-CH5) ; 107,31 (s, C=C) ;
123,46 (d, CH ar) ; 126,18 (d, CH ar) ; 127,86 (d, CH ar) ; 129,10 (d, CH ar) ;
129,37 (d, CH ar) ; 130,57 (s, C ar) ; 131,42 (s, C ar) ; 135,15 (s, C ar) ; 138,29
(s, C-N) ; 153,09 (s, C=0) ; 161,91 (s, C=0) ; 167,79(s, C=0).

N-antipirino-ftalimida (84)

Metodologia similar ao composto (77), porém a recristalizagdo foi
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realizada em etanol a quente. O produto obtido apresentou coloragdo amarelo

claro.

F.M.= C1gH1sN30; (333), R= 87,56%, p.f.= 213,2 - 214,8 °C.

IV (KB) v (em™): C=0 (imida). 1761,4; 1717,1; 1678,7; C=O
(antipirina): 1662,7.

RMN-'H (CDCls) 5 (ppm): 2,22 (s, 3H, CHa) ; 3,23 (s, 3H, N-CH3) ; 7,27 -7,95
(m, 9H, 2ar).

RMN-*C(CDCl;) & (ppm): 11,08 (q, CHa) ; 35,47 (9, N-CH3) ; 102,12 (s, C=C) ;
123,75 (d, CH ar) ; 124,70 (d, CH ar) ; 127,15 (d, CH ar) ; 129,21 (d, CH ar) ;
132,10 (s, C ar) ; 137,27 (d, CH ar) ; 134,38 (s, C-N) ; 162,82 (s, C=0) ; 160,83
(s, C=0) ; 166,89 (s, C=0).

2 sinais de C, (s, ar) devem estar sobrepostos 123,74 -~ 134,27.

Acido N-antipirino-tetrabromoftalamico (85)

Metodologia similar ao composto (76). O produto obtido apresentou uma
coloragdo rosa claro.
F.M.=CgH43Br,N30, (666,79), R= 91,09%, p.f.= >360 °C.
IV (KBr) v (em”"): NH-C=0: 3355,78; COOH: 29654 (b.l); C=O (imida):
1724,5; 1654,2; C=0 (antipirina):1643,0. |
RMN-'H (CDCl;) 5 (ppm): 2,10 (s, 3H, CHy) ; 2,95 (s, 3H, N-CH3) ; 6,24 (1H,
NH) ; 7,26 - 7,52 (m, 5H, ar) ; 8,27 (s, 1H, COOH).
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N-antipirino-tetrabromoftalimida (86)

Metodologia similar ao composto (77), porém o produto precipitou ao
verter-se a mistura reacional sobre agua/gelo, filtrou-se. O produto obtido
apresentou coloragao amarela. |
F.M.= C4H11Br,N;O; (648,79), R=72,2%, p.f.= >360 °C.

IV (KBr) v (cm™): C=0 (imida): 1780,1; 1710,2; C=0O (antipirina): 1668,0.
RMN-'H (CDCls) 5 (ppm): 2,15 (s, 3H, CHJ) ; 2,95 (s, 3H, N-CH3) ; 7,17 -7,73

(m, 5H, ar).

Acido N-antipirino-bisnaftalico (87)

Metodologia similar ao composto (76), porém, utilizando como solvente
uma mistura de éterlacetona. O produto apresentou coloragéo Iarénja claro,
entretanto trata-se de um mistura, conforme pode-se observar na
cromatografia de camada delgada, a qual apresentou 2 manchas idénticas
com Rf bastante préximo. Tentou-se separar os compostos através de uma
coluna “flash”, sob pressdao constante, utilizando como eluente
cloroférmio/metanol (95:5), porém nao foi possivel separar os dois compostos,
R= 70,8%, p.f.= >360 °C. |
IV (KBr) v (em™): COOH: 3200 (b.L); C=0 (imida): 1725,3; 1679,9; C=0
(antipirina):1651,9.

RMN-'H (CDCl;) 5 (ppm): 2,24 (d, 8H, CH,) ; 3,28 (d, 6H, N-CH3) ; 7,27 - 7,50



Metodologia 80

(m, 10H, 2ar) ; 8,82 (d, 4H, ar).

N-antipirino-bisnaftalimida (88)

Metodologia similar ao composto (77).0 'produto apresentou coloragao
laranja escuro, R= 41,2%, p.f.= >360 °C. |
F.M.= CH2sNeOs (638,36), R= 72,2%, p.f.= >360 °C.
IV (KBr) v (cm™): C=0 (imida): 1716,8; 1668,1; C=0 (antipirina): 1644,8.
RMN-'H (CDCly) 5 (ppm): 2,15 (s, 6H, CHs) ; 2,95 (s, 6H, N-CHa) ; 7,15-7,73

(m, 10H, 2ar) ; 8,82 (s, 4H, ar).

4.3.2. Sintese dos derivados da N-antipirino 3,4-dicloromaleimida (75)

N-antipirino-3-cloro-4-anilino-maleimida (89)

O composto (75) (0,1g, 1mol) foi dissolvido em etanol (15 mL) sob
agitacdo constante a temperatura ambiente. A anilina (0,05mL, 2mols) foi
adicionada lentamente a solugdo. Apés 3 horas de agitagéo, filtrou-se o
precipitado formado, o qual mostrou-se puro. O composto apresentou
coloragdo amarela.

F.M.= CsH{7;N,O4Cl (408,7) , R=63% , p.f.= 266,3 — 268,4 °C.
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IV (KBr) v (cm™): NH- 3204,54 ; C=O (imida): 1781,8, 1722,6; C=O
(antipirina): 1640,0.
RMN-'H (CDCI;) & (ppm): 2,22 (s, 3H, CH3) ; 3,22 (s, 3H, CH;) ; 7,31-7,51 (m,

5H, ar) ; 7,19-7,27 (m, SH, ar).

N-antipirino-3-cloro-4-cloroanilino-maleimida (90)

Metodologia similar ao composto (89).0 composto apresentou coloragao
amarela.
F.M.= CHgN,OsCl, (443,21) , R= 57,2% , p.f.= 254,3 - 256,0 °C.
IV (KBr) v (cm™): NH-: 3197,7; C=0 (imida): 1780,1; 1727,3; C=0 (antipirina):
1649.4.
RMN-'H (CDCl;) 5 (ppm): 2,21 (s, 3H, CHs) ; 3,22 (s, 3H, CH3) ; 7,10 (m, 4H,

ar) ; 7,40 (m, 5H, ar) ; 8,09 (s, 1H, NH).

N-antipirino-3-cloro-3, 4-dicloroanilino-maleimida (91)

Metodologia similar ao composto (89).0 composto apresentou coloragao
amarela. |
F.M.= CH1sN,OsCl; (477,78) , R=60,9% , p.f.= 253,0 ~ 254,8 °C.
IV (KBr) v (cm™): NH-: 3195,7; C=0 (imida): 1781,5; 1722,7; C=0 (antipirina):

1648,6.
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RMN-"H (CDClL) 5 (ppm): 2,10 (s, 3H, CHs) ; 2,95 (s, 3H, CH,) ; 6,75 — 7,70

(m, 8H, ar) ; 13,9 (s, 1H, NH).

N-antipirino-3-cloro-4-metilanilino-maleimida (92)

Metodologia similar ao composto (89).0 composto apresentou coloragéo
laranja escuro. |
F.M.= CH:sN4OsCl (421,72) , R= 93% , p.f.= 178,0 - 180,4 °C.
IV (KBr) v (cm™): NH-: 3200,1; C=0 (imida): 1781,5; 1726,4; Cc=0 (antipirina):
1648,1. |
RMN-"H (CDCls) 5 (ppm): 2,21 (s, 3H, CHs) ; 2,35 (s, 3H, CHs) ; 3,20 (s, 3H,

CHs) ; 7,12 (m, 4H, ar) ; 7,40 (m, 5H, ar) ; 7,69 (s, 1H, NH).

N-antipirino-3-cloro-4-metéxianilino-maleimida (93)

Metodologia similar ao composto (89). O composto apresentou
colora¢éo laranja escuro.
F.M.= C,H1gN,O,Cl (438,72) , R=95% , p.f.= 208,8 — 209,5 °C.
IV (KBr) v (cm™): NH-: 3200,1 ; C=0 (imida): 1789,1; 1723,0; C—40 (antipirina):
1639,8.
RMN-H (CDCL) 5 (ppm): 2,23 (s, 3H, CHa) ; 3,24 (s, 3H, CHs) ; 3,18 (s, 3H,

CH3) 3,70 (q, 2H, CHy) ; 3,81 (q, 2H, CHy) ; 7,40 (m, 5H, ar).
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N-antipirino-3-cloro-4-dietilamino-maleimida (94)

Metodologia similar ao composto (89).0 composto apresentou coloragdo
amarelo escuro.
F.M.= C4oH,1NO,Cl (388,69) , R=75,2% , p.f.=213,0 - 214,3 °C.
IV (KBr) v (cm™): NH-: 2981; C=0O (imida): 1769,2; 1716,2; C=0 (antipirina):
1640.
RMN-'H (CDCl,) 5 (ppm): 1,29 (t, 6H, CHs) ; 2,19 (s, 3H, CHs) ; 3,18 (s, 3H,

CHs) ; 3,70 (g, 2H, CHy) ; 3,81 (q, 2H, CH_) ; 7,40 (m, §H, ar).

N-antipirino-3-cloro-4-morfolino-maleimida (95)

Metodologia similar ao composto (89).0 composto apresentou coloragéo
amarela.
F.M.= C,qH:sN,O4Cl (386,69) , R=90% , p.f.=210,3 -212,2 °C.
IV (KBr) v (cm™): NH-: 3468,19; C=0 (imida): 1769,0; 1718,2; C=0 (antipirina):
1634,3.
RMN-'H (CDCI;) & (ppm): 2,18 (s, 3H, CHs) ; 3,20 (s, 3H, CHy) ; 3,81 (t, 4H,
CH2) 4,02 (t, 4H, CHy) ; 7,60 (m, 5H, ar).
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N-antipirino-3-cloro-4-amimoantipirino-maleimida (96)

_ Metodologia similar ao composto (89).0 composto apresentou coloragdo
amarela.
F.M.= CxHNsO.Cl (518,76) , R= 37% , p.f.=248,2 - 2496 °C.
IV (KBr) v (cm™): NH-: 343826 ; C=0 (imida): 1777,0; 1725,6; C=0
(antipirina): 1655,4.
RMN-'H (CDCl;) 5 (ppm): 2,18 (s, 3H, CHa) ; 2,29 (s, 3H, CHy) ; 3,16 (s, 3H,

CHa) ; 3,19 (s, 3H, CH3) ; 7,40 (m, 5H, ar) ; 6,85 (s, 1H, NH).

4.4.Ensaios Biologicos:

4.4.1. Atividade analgésica
Animais:

Foram utilizados camundongos Swiss machos ou fémeas pesando.
entre 25 a 35 gramas, aclimatados a temperatura de 22 + 2 °C com ciclo
claro/escuro de 12 horas mantidos no biotério central da UNIVALL, tratados
com agua e ragdo “ad libitum”. Os animais permaneceram no ambiente do teste

pelo menos 1 h antes da realiza¢&o dos experimentos para se adaptarem.
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Drogas e solucdes usadas:

Foram utilizadas as seguintes drogas— e solugbes: acido acético,
formalina, aspirina, capsaicina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) e
hidrocloreto de morfina e naloxor;a (MERCK-AG, Darmstadt, Alemanha). Os
reagentes restantes utilizados e sais, foram de alto grau de pureza analitica,
sendo que todas as drogas usadas foram dissolvidas em salina antes de
serem utilizadas, com excegdo dos compostos e dos farmacos, que foram
dissolvidos em 0,5% de Tween 80 ou 0,5% de dimetilsulféxido (DMSO) e em

salina.

Modelos de analgesia:

A) Modelo de contorgées abdominais induzidas pelo acido acético

Este modelo de dor consiste em aplicar intraperitonealmente (i.p.) acido
acético (0.6 %, dissolvido em NaCl 0.9% previamente tamponado em pH 7.4)
numa dose de 0,15 mL/10 g de peso, onde os animais reagem a esse estimulo
doloroso contorcendo a regido abdominal. Estas contorgfes abdominais
consistem na contra¢do da musculatura abdominal juntamente com a extenséo

112

de uma das patas posteriores como ja foi descrito anteriormente’ . Diferentes

grupos de camundongos foram pré-tratados com os compostos sintetizados 30
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minutos antes da realizagdo do teste, quando os compostos foram injetados
via i.p. e 1 hora antes para inje¢do do composto 75 via oral. O modelo do acido
acético é um teste bara dor ndo especifica no qual se quantifica as contorgées
acumulativamente duranfe 20 minutos e‘ o indicativo de antinocicep¢do é a
reducdo da resposta nociceptiva, a contor¢do, em relagdo ao grupo controle
que recebeu como pré-tratamento apenas salina. Também foi realizado o pré-

tratamento dos animais com naloxona (5 mg/ Kg) e com morfina (5 mg/kg).

B) Modelo de dor induzida pela formalina

Este método foi desenvolvido por Hunskaar et al'*'", Trata-se de um
modelo mais especifico que o de contorgdes abdominais pois neste é possivel
avaliar dores distintas, a de origem neurogénica e a de origem inflamatéria. A
dor neurogénica apresenta como principal caracteristica a estimulagdo dos
neurdnios nociceptivos enquanto que a dor inflamatéria & caracterizada com a
liberagao de mediadores inflamatérios'"™.

Os compostos em estudo foram injetados via i.p. 30 minutos antes do
teste (tratamento). Depois de decorrido esse tempo os camundongos
receberam via intraplantar 20ulL. de solugdo formalina a 2,5% (resultante da
diluigdo de formaldeido 0,92% em tampao fosfato), e foram imediatamente
colocados sob um funil de vidro invertido ao lado de um espelho para auxiliar
na observacdo, onde foi registrada durante os 5 minutos iniciais a dor de

origem neurogénica, expreséa pelo tempo gasto (laténcia) com o
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comportamento de lamber ou morder a pata injetada. Apés 10 minutos ocorre o
inicio da segunda fase do processo doloroso induzido pela formalina, durante
o qual foi observada a dor inflamatéria. O periodo de observagao da segunda
fase foi de 15 minutos e o tempo total do teste foi de 30 minutos.

Apbs os expe_rimentos os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, e ambas as patas (uma injetada e outra nao) foram seccionadas na
posicao tibio-tarsal e pesadas em balanga anaﬁtica para verificagdo do efeito
anti-edematogénico sendo considerado como indice de edema a diferenga de

peso da pata injetada com a que néo foi injetada'®.

C) Modelo de dor induzida pela capsaicina

Este modelo de dor induzida pela capsaicina & bem recente e foi

desenvolvido por Sakurada et.al.'®

sendo esse método especifico para o
estudo da dor neurogénica. A capsaicina atua, quando injetada via
intraplantar, induzindo um estimulo direto nos neurdnios nociceptivos, o que
causa a liberagdo de varios neuropeptideos que estdo envolvidos com a
transmisséo dolorosa, incluindo principalmente a substéncia P e neurocininas

A e B (tipos de taquicinina)'"’

. Durante o teste os animais inicialmente passam
por um periodo de adaptagdo de 20 minutos (sob um funil de vidro), em
seguida , sdo tratados com o composto nas doses de 10, 30 e 60 mg/Kg.

Ap6s o tempo decorrido do tratamento (30 min) os animais receberam pela via
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intraplantar 20pL. de capsaicina (1,6ug/pata) em uma das patas posterior. Em
seguida os animais foram novamente colocados sob o funil de vidro e foi
cronometrado o tempo gasto em morder ou lamber a pata injetada por um
periodo de 5 minutos, sendo esté_ o indicativo de dor. Os animais do grupo

controle receberam somente salina.

D) Modelo de sensibilidade térmica (teste da placa quente)

O modelo da placa quente é muito utilizado para o screening de drogas

com mecanismo opitide’*®

. Os animais foram pré-selecionados 24 horas antes
do teste para verificagé@o do limiar nociceptivo. O teste consiste em submeter
os animais por 30 segundos sobre uma placa pré-aquecida previamente a
uma temperatura de 56C°. Durante o tempo do teste observa-se, e se espera
que ele reaja lambendo ou mordendo as patas, caso ele n&o reaja nesse
tempo sera descartado. Antes do teste os animais receber&o via ip 0 composto
e 30 minutos ap6s serdo colocados sobre uma placa quente imersa em banho
maria previamente aquecido a 56°C. O tempo em segundos em que cada
animal leva para lamber, morder ou levantar as patas foi considerado
indicativo do efeito nociceptivo. O tempo méximo permitido aos animais para
permanecer sobre a placa foi de 30 segundos para evitar danos teciduais

causados pelo aquecimento'®

. Também foi feito um controle positivo do teste
com animais submetidos ao tratamento de morfina (5mg/kg) administrado pela

via subcuténea.
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4.4.2. Atividade microbiolégica

Microrganismos:

Os microrganismos utilizados para a realizagdo dos testes foram a
levedura Candida albicans, obtida no Laboratério de Micologia Clinica do
Curso de Farmacia da UNIVALI, Itajai-SC, e as bactérias Staphylococcus
aureus (ATCC-6538P) e Escherichia coli (ATCC25922) foram obtidas da

Fundacao Tropical de Pesquisa André Tosello de Campinas-SP.

Meios de cultura:

Para o ensaio com levedura utilizou-se como meio de cultura Agar
Dextrosado Sabouraud, e para o ensaio com bactérias utilizou-se como meio
de cultura Agar Mueller-Hinton.

Para a diluicdo dos compostos utilizou-se DMSO como solvente.

Ensaio:

Método da concentracao inibitéria minima (CIM)

Este ensaio €& realizado para determinar a menor concentragdo de
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farmaco inibitéria do crescimento dos patégenos testados'®. Os
microrganismos foram ativados nos respectivos meios de cultura e a
densidade de 3.10° unidades formadoras de colénia/mL de meio determinada
através da escala de Mc. Farland. Os meios foram distribuidos em uma série
de tubos, onde foram colocados também o inéculo e os compostos sintetizados
diluidos em DMSO. Apés um periodo de incubagéo de 24 horas a temperatura

de 37°C em estufa, foi realizada a leitura por turbidimetria.

4.5. Analise estatistica

Todos os resultados obtidos sdo representados como média, com
exce¢ao das Dlsp (que equivale a dose do composto que reduziu a resposta
pela metade quando comparada com o grupo controle ), que s&o apresentados
com as médias geométricas junto com seus respectivos limites de confianca a
nivel de 95%. O método de andlise de variancia utilizado para realiZar a
andlise estatistica foi o ANOVA, e em seguida foi utilizado o teste de multipla
comparagéo usando o método DUNNET, quando apropriado. Quando os
valores de P< 0,05 (ou menos) foram considerados como indicativo de
significdncia. Para se obter um valor préximo ao real das Dls utilizou-se o

Software INSTAT.



CAPITULO III

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

- 5.1.Sintese

Néo foram encontrados relatos na literatura quanto a estrutura dos
compostos sintetizados. Eles foram obtidos através de rotas sintéticas bem
conhecidas e que tém sido extensivamente utilizadas por nosso grupo de

pesquisa, para obter diferentes imidas ciclicas'" 1> 14 16 1820, 23.28-32,3538

5.1.1. Sintese dos derivados da 4-aminoantipirina

O acido amico foi obtido, quando possivel, através da reagdo entre
quantidades equimolares da 4-aminoantipirina © dos 6iferentes anidridos em
éter, como solvente e sob agitagdo constante a temperatura ambiente.

Apos a obtengéo do acido, este foi submetido a refluxo em acido acético
ou em uma mistura de acido acético e cloreto de acetila (1:2), fornecendo a
imida ciclica.

Em alguns casos, féz-se a reagdo direta entre a 4-aminoantipirina eo

anidrido, em quantidades equimolares, com acido acético sob refluxo.
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O composto 75 foi obtido diretamente pela reagdo do anidrido 3,4-
dicloromaleico e da 4-aminoantipirina em acido écético sob refluxo com bom
rendimento, pois nao foi possivel isolar o acido amico, provavelmente devido a
sua instabilidade, uma vez que foi observado uma modificagdo no seu aspecto
fisico apés 24 horas, além de varios produtos formados ao acompanhar por
CCD.

Também tentou-se fazer a reagdo com anidrido acético e acetato de
sédio anidro, afim de otimizar a reagdo de formagdo da N-antipirino-3,4-
dicloromaleimida, porém o rendimento da reag&o foi muito baixo.

Estes compostos foram obtidos em moderados a excelentes

rendimentos (37-92%) pela reacédo geral mostrada no esquema 29.

v
ij NH2— HST—CHS -—§—>R/Z OH /HST—CHs L’R/E&grr—cm
X O YO O
| d }

a = agitagdo / éter

b = ¢ = refluxo / &cido acético ou &cido acético/cloreto de acetila

d = banho maria / anidrido acético e acetato de sédio anidro

- Esquema 29 |
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Os compostos obtidos estdo indicados na figura abaixo:

oo TEg Cz? e

75

Ha (FHa Hs (“.Ha

Hs(‘)Hs /0
J 3_&__ 4
Q 79' C CH NH _@

O CHiGHs | 0 HsQHa 0 Ha(fHa
/) { ‘:é‘
S55lo

81
HsCHs
0 SEH
Q<]
\.
84

Figura 1: Estruturas moleculares dos compostos sintetizados a partir da 4-

aminoantipirina e diferentes anidridos.
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Os compostos 75, 84, 86 e 88, os quais possuem uma configuracdo
planar (vide anexo 1), foram obtidos com maior facilidade utilizando um agente
de condensacdo usual (acido acético sob refluxo). Em contraste ao reportado
recentemente para N-arilglutarimidas’s, o acido succinamico (76) e o &cido
glutardmico (78), n&o formaram apenas os compostos (77) e (79)
respectivamente,sendo necessario para ciclizagdo destas imidas agentes mais
drasticos, como acido acético/cloreto de acetila. Porém, ocorreu uma
acetilagao do grupo amino, resultando também em um derivado acetil-
antipirina (80). Os produtos formados correspondentes as imidas ciclicas
esperadas foram entdo separados do derivado acetilado através de
cromatografia de coluna e identificados por espectroscopia.

Para o composto (81), poderia ser esperado a formagdo de 2 possiveis
estereoisomeros (A) e (B). Contudo, observou-se por CCD a formacéo de
apenas um composto. Teoricamente, seria esperado o ataque do grupo amino
a carboxila mais acida, afastada dos 2 grupos metila ocorrendo a formagéo do
composto (A). Entretanto, em um estudo anterior realizado com o anidrido 3,3-'
dimetilglutarico e a fenetilamina seguindo a mesma metodologia, evidenciou-
se a formagao de apenas um composto, no qual as carboxilas apreséntaram—
se em posicdo adjacente ao grupo carboxila da amida. Este composto teve sua
estrutura determidada por difragdo de raio-x. Os dados espectroscopicos
deixaram claro que a estrutura do composto formado entre o anidrido 3,3-

dimetilglutérico e a 4-aminoantipirina foi, similar ao estudo anterior, o isémero

(B).



Resultados e discusséo 95

N-—C H3 ? {N—-C Hs;
0

Para o composto (87) (ndo apresentado na Figura 1) obetve-sse uma

mistura que foi analisada apenas por CCD, a qual apresentou duas manchas
idéntica e com Rf bastante préximos. Tentou-se separar essa mistura por CC
sob pressdo constante, porém nao obteve-se éxito através desta metodologia.
Possivelmente, pode-se esperar a formagdo de dois esterecisémeros (a) e (b)

ou de um desses compostos dissubstituido e um composto monossubstituido

(c).
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A caracterizagdo das imidas pode ser feita através de técnicas
espectroscopicas usuais, especialmente espectroscopia no infravermeiho, ja
que as bandas de absor¢édo das carbonilas imidicas s&o caracteristicas : uma
banda muito fraca na regido de »1780 cm’ e uma banda forte na regido de
1730 cm” , comespondentes as absorgdes assimétricas e simétricas
respectivamente, e uma banda forte na regido de 1670 cm” devido a
conjugag¢do com a carbonila e uma absorgéo na regido de 1640 referente ao
anel antipirinico™ ™. Assim, é possivel também caracterizar os acidos amicos,
através do espectro de 1V, pdis as bandas de absorgéo da hidroxila do 4cido
na regido de 3400 - 3200 cm™, e do NH na regido de 3500 - 3300 cm™, sdo
bem caracteristicas; diferenciando os sistemas ciclicos (imidas) peia auséncia
dessas bandas.

Além da caracterizacdo através dos espectros de infravermelho, a
identificagéio dos compostos foi feita através dos espectros de RMN de 'H e de

3C, os quais estdo indicados na parte experimental.

5.1.2. Sintese dos derivados da N-antipirino-3,4-dicloromaleimida (75)

As reacdes entre a N-antipirino-3,4-dicloromaleimida e as aminas
apropriadas foram realizadas na proporg¢ado (1:2) sob agitagdo a temperatura
ambiente, ocorrendo a substituico de um atomo de cloro provaveimente via

um mecanismo de adigdo-eliminacéo, envolvendo um intermediario o qual
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perde um &tomo de cloro para formar os produtos conforme o esquema 30 ¥

xHip=#{1e-nH1o

Esquema 30

A substituicdo de um segundo atomo de cloro por nucledfilos ndo foi
observada nas condigées estudadas. Este resultado pode ser atribuido as
estruturas candnicas conforme esquema 31, onde as estruturas ressonantes

indicam ser pouco provavel um ataque nucleofilico no carbono 3 ¥.

! N——CHs | HsN—CHs |
y
R'RN/ -@

Esquema 31

Todas as reagbes ocorreram normalmente e forneceram bons
rendimentos (57 a 95%).
Os compostos foram caracterizados por L.V. e por espectrometria de

RMN-'H, conforme mostrado na parte experimental.
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Os compostos obtidos apds a substituigdo do atomo de cloro estdo

indicados na figura abaixo:

o quﬁs 0 H3(|‘,H3
C d

o-5lo 0510

HS(EHs

H39H3 C 0
C c 4 / T / T .
0I5 0o
91 92
H3CHs Hs Hs.
.CHsO—@-—NH N—'@ CHsCl':;l- NH @
| 93 - 94
} HaCHs : | HaCHa
C / %H CH':»,CH o] / (y"i
7\ N
N, ~O @,L:i” O
95 96

Figura 2: Estrutura molecular dos compostos derivados do composto (75)
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5.2. Analise bioldgica

5.2.1. Atividade analgésica:

No presente trabalho fez-se inicialmente uma andlise preliminar dos
efeitos analgésicos de uma série de compostos derivados da 4-
aminoantipirina, com o objetivo de selecionar o composto mais ativo. Desta
forma utilizou-se 0 modelo de contorgbes abdominais induzidas pelo acido
acético administrado intraperitonealmente para uma 'primeira andlise dos
compostos em uma dose de 10 mg/kg. Este método tem sido empregado
amplamente para a andlise da atividade analgésica de diferentes tipos de
compostos "2 Como observado na Tabela 1, os compostos 76, 82, 86, 87,
88 e especialménte o075 inibirarﬁ de forma significativa as contorgdes
abdominais induzidas pelo acido acético, causando inibicbes de 42,1, 48,5,
444, 91, 88 e 99 % respectivamente. Alguns farmacos usados como
referéncia, tais como aspirina, paracetamol e dipirona, causaram inibicbes de
35, 38 e 33 % respectivamente. E interessante observar que os compostos 81,
83 e 85, os quais correspondem aos acidos amicos dos compostos 82, 84 e
86, respectivamente, praticamente n&o produziram efeitos analgésicos neste
modelo. Os compostos 83 e 84 , 85 e 86 exibiram perfis bastante similares
quanto a atividade analgésica, sugerindo que a introdugdo dos atomos de

bromo nao alterou significativamente os efeitos deste derivado ftalico.
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Por outro lado, os acidos amicos 76 e 78 causaram inibicdo similar a
dos farmacos mencionados acima. Presume-se que a diferenca na atividade
esteja relacionada a coplanaridade destas moléculas, mas esta hipétese
requer maiores investigagées.

Recentemente tém sido demonstrado que a talidomida, cuja estrutura
contém um anel ftalico ligado a um grupo glutarimida, exerceu propriedades
analgésicas em camundongos quando testada em diversos modelos de dor em
camundongos®’, confirmando os resultados obtidos neste estudo.

‘O composto 80, o Gnico composto nao imidico, nao apresentou efeitos
analgésicos significativos no modelo testado.

Os compostos 87 e 88 apresentaram atividades analgésicas similares e
bastante pronunciadas, sendo compostos de interesse para futuras
investigacbes.

(o) compostq 75, o qual apresentou a maior atividade na dose de 10
mg/kg, no primeiro modelo testado, foi analisado em maiores detalhes neste

mesmo modelo e em outros modelos de nocicepgdo em camundongos.
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Tabela 1: Atividade analgésica de imidas ciclicas e farmacos usados como

referéncia no modelo de dor induzida pelo acido acético na dose de

10 mg/kg, administrados intraperitonealmente.

Composto Inibigdo (%)
75 89+0.3*
76 42.1+53™
77 345+45"
78 36.1 +6.2*
79 172+ 4.2
80 264+3.8
81 195+4.0
82 48.5 + 4.2™
83 6.4 £3.1
84 342155
85 25+29
86 444 +3.6"
87 91 +2.5"
88 88 + 1.4*
Aspirina 35.0+2.0*
Paracetamol 38.0+1.0*
Dipirona - 33.0+3.5*

OBS: Cada grupo representa uma média de 06 experimentos. Asteriscos indicam

diferencas significantes (**p<0.01 e *p<0.05) quando comparadas com o0 grupo
controle, utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.
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Os estudos farmacolégicos indicaram que o composto 75, administrado
intraperitonealmente, revelou-se cerca de 12 a 15 vezes mais ativo que os
farmacos de referéncia analisados no mesmo modelo, apresentando um valor
calculado de Dis, de 3,8 (1,7 — 6,6) mg/kg [10.8 (4.8 — 24.4) umol/kg] com

inibicdo maxima (IM) de 99 + 1% (Figura 3).

@GOﬂ
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Composto 75 (mg/kg, i.p.)

Figura 3: Efeito do composto 75 (3:6:10 mg/kg) via intraperitonial no modelo de dor
induzida por acido acético. Cada coluna representa uma meédia de 06
experimentos e as barras verticais indicam os EPM. Asteriscos indicam
diferengas significantes (**p<0.01 e *p<0.05) quando comparadas com o
grupo controle, utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.

Administrado oralmente na doée de 100mg/Kg (284 umoikg), ©
composto 75 apresentou um pronunciado efeito analgésico, reduzindo em 80%
o numero de contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético, indicando

que é absorvido pelo trato gastrointestinal (Figura 4).



Resultados e discusséo 103

§ 70’

60 -

5.250~

5 £

o‘g“o“

88 30 -

%220‘1 i

.g 10 - . ‘._L__'

= 0‘ T 1

controle 100mg
Composto 75 (mg/kg, v.o.)

Figura 4: Efeito do composto 75 (100 mg/kg) via oral no modelo de dor induzida
pelo acido acético. Cada coluna representa uma média de 06
experimentos e as barras verticais indicam os EPM. Asteriscos indicam
diferengas significantes (**p<0.01 e *p<0.05) quando comparadas com ©
grupo controle, utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.

Quando os animais foram tratados com naloxona, um conhecido
receptor antagonista n&do seletivo da morfina, n&o foi observado nenhuma
alterac@o no efeito analgésico do composto 75 quando comparado a morfina
(Figura 5). Isto sugere que o composto 75, bem como a dipirona108 e farmacos
analgésicos e antiinflamatérios n&do esteroidais (como aspirina e
paracetamol)'®, sdo efetivos na diminuiggo da dor induzida pelo 4cido acético
atuando por um mecanismo nao opibide. Isto foi confirmado no modelo de
sensibilidade térmica (Figura 6), no qual o composto 75 foi ineficaz em
aumentar o limiar nociceptivo dos animais utilizados no modelo, quando

comparado com os animais controle @ com os animais tratados com morfina.
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Uma vez que este modelo é seletivo para compostos que atuam através de

mecanismos que envolvem a via opidide'*.
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Figura 5. Efeito da naloxona sobre a antinocicepgdo causada por morfina e pelo
composto 75 na dor induzida pelo acido acético em camundongos. Cada
grupo representa uma média de 06 experimentos e as barras verticais
indicam os EPM. Asteriscos indicam diferengas significantes (**p<0.01 e
*p<0.05) quando comparadas com o0 grupo controle, utilizando-se
ANOVA seguida do teste Dunnet.
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Figura 6: Efeito do composto 75 (10 mg/kg) via intraperitonial no modelo de dor
induzido pela placa quente. Cada grupo representa uma média de 06
experimentos e as barras verticais indicam os EPM. Asteriscos indicam
diferengas significantes (**p<0.01 e *p<0.05) quando comparadas com o
grupo controle, utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.
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O composto 75 também foi analisado e comparado a farmacos de uso
clinico no modelo de dor induzida pela formalina (Figura 7). O valor de Disp
calculado para a segunda fase foi de 5.18 (3.9 - 6.7) mg/kg [14.7 (11.2 ~ 19.2)
pmol/kg] , com uma inibicdo maxima de 100 %. Quando comparado com os
farmacos padrées o composto 75 foi cerca de 8 — 18 vezes mais ativo.

Por outro lado, o composto 75 apresentou consideravel atividade
antinociceptiva no modelo de dor induzida pela capsaicina (Figura 8), o qual
comprova o efeito antinociceptivo deste composto na dor neurogénica, quando
analisado em maiores doses. Este composto foi cerca de 3 vezes mais ativo
que a dipirona, com o valor calculado para a Dls, de 23.8 (17.5 ~ 32.5) mg/kg
[67.6.(49.6 —92.3) umol/kg] e inibigéo méxima de 83 %. Em relagéo a primeira
fase do modelo da formalina, que também refere-se a dor neurogénica, apenas
na dose de 60 mg/kg pode se observar uma inibicdo estatisticamente
significativa, com uma inibigdo de 57%. A diferenga entre estes dados sugere a
necessidade de investigagdes mais detalhadas.

Também foi possivel verificar que nas doses de 3, 6 e 10 mg/kg no
modelo de dor induzida pela formalina, o composto 75 n&o inibiu
significativamente o edema induzido pela prépria formalina, sugerindo que seu

efeito analgésico néo esta relacionado ao processo inflamatério.
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Figura 7: Efeito do composto 75 (3:6:10 mg/kg) via intraperitonial em ambas as
fases (Fase | — fase neurogénica, Fase Il — fase inflamatéria) do modelo
de dor induzido pela formalina. Cada coluna representa uma média de 06
experimentos e as barras verticais indicam os- EPM. Asteriscos indicam
diferengas significantes (**p<0.01 e *p<0.05) quando comparadas com o
grupo controle, utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.
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Figura 8: Efeito do composto 1 (10:30:60 mg/kg) via intraperitonial no modelo de dor
induzido pela capsaicina. Cada coluna representa uma média de 06
experimentos e as barras verticais indicam os EPM. Asteriscos indicam
diferencas significantes (**p<0.01 e *p<0.05) quando comparadas com o
grupo controle, utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.
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Até 30 mg/kg, nenhum sinal de toxicidade foi observado em nenhum dos
ensaios para o composto 75. Contudo, deve ser mencionado que este
composto causou decréscimo da temperatura corporal dos animais, sugerindo
um possivel efeito antipirétiéo, mas esta hipétese requer maiores
investigagdes.

Embora o composto 75 seja menos ativo qué o composto (13) o qual
apresentou potente efeito analgésico e toxicidade®, a aparente diminuigio dos
efeitos téxicos &€ um fator importante na descoberta de novos farmacos.

. Estes resultados indicaram que o composto 75, a N-antipirino-3,4-
dicloromaleimida, apresenta um interessante perfil analgésico, e por isto foi
escolhido como protétipo para a sintese de novos analogos.

Os compostos derivados de N-antipirino-3,4-dicloromaleimida foram
testados épenas no modelo de dor induzida por acido acético, iniciaimente na
dose de 10mglkg,v e nio apresentaram atividade analgésica tao significativa
quanto o composto 75k(tabela 2). Os resultados méis relevantes encontrados
foram os dos compostos 89 e 90, os quais causaram inibicées de 71.6 e 75 %,
respectivamente. J& o composto 91, que difere do composto 90, pela
introducéo de apenas um atomo de cloro na posicdo 3 do anel aromético
praticamente nao apreseﬁtou efeito analgésico, sugerindo o envolvimento de

fatores estéricos na atividade analgésica destes compostos.
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Tabela 2: Atividade analgésica de imidas ciclicas e fArmacos de referéncia no

modelo de dor induzida por acido acético na dose de 10 mg/kg,

administrados intraperitonialmente.

Compostos Inibigdo (%)
89 716+3.9*

90 75424

91 24+24

92 33.6+3.7*

93 31.2+3.8

94 11.56+45

95 13.5+26

96 19.56 +4.2
Aspirina 35.0+2.0
Paracetamol 38.0+1.0*
Dipirona 33.0+3.5*

OBS: Cada grupo representa uma média de 06 experimentos. Asteriscos indicam

diferengas significantes (**p<0.01 e *p<0.05) quando comparadas com o grupo

controle, utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.

Podemos observar que o covmposto 94, o qual teve o atomo de cloro

substituido por uma amina alifatica, apresentou uma baixa atividade, sugerindo

a importancia de substituintes aromaticos.

Quanto ao composto 96, o qual possui duas estruturas derivadas da 4-

aminoantipirina, praticamente ndo apresentou atividade analgésica, 5ugerindo

a interferéncia de fatores estéricos que devem estar influenciando a atividade
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destes compostos.

Pode-se observar que a introducédo de grupos nao planares, como a
dietilamina (94) e a morfolina (95), levou a um decréscimo da inibicdo das
contorgdes abdominais causadas pelo acido acético quando comparados a
introdug&o de grupos mais planares, com excegéo do grupo 3,4-dicloroanilina.

Embora a atividade destes compostos ndo tenha sido tao significativa
quanto do composto 75, eles foram mais ativos que os farmacos de referéncia,
consistindo em compostos de interesse para estudos farmacolégicos e
toxicolégicos mais detalhados.

Visando aplicar futuramente métodos de correlacdo estrutura-atividade,
foram selecionados os compostos substituidos pelas aminas aromaticas que
incluem os compostos mais ativos (89, 90, 91, 92, 93) para a determinacgéo das
- Disp.

Como pode ser observado na figura 9, todos os compostos foram menos
ativos do que o compostos prot6tipo 75. Porém, os compostos contendo os
grupos fenilamina e 4-clorofenilamina adicionados a dupla ligagdo imidica
foram os mais ativos da série, com efeito analgésico ligeiramente inferior ao
composto 75.

A atividade destes compostos diminuiu com 0 aumento do volume molar
calculados através do programa ACD Labs (figura 9). ‘No entanto, novos
estudos séo requeridos para avaliar os parametros fisico-quimicos envolvidos

na atividade analgésica destes compostos.
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Dl s0 = 6,78 (6,18-7,45) mg/Kg/16,6 (15,1-18,2) umol/Kg

HaCH
Cc 0 Na
(| Z71+ g9
@_NH I=71% 8%
89

Volume molar =274,5 + 50 c¢m®

Hsg:l-la Dl 50 = 5,41 (4,37-6,71) mg/Kg/12,2 (9,8-15,1) pmol/Kg

C
c N_@ I=75* 3%
O Volume molar =285,3 + 5,0 cm’

DI s0 = 35,53 (32,73 -38,57) mg/Kg/74,4 (68,5-80,7) pmol/Kg

1=82 +4%
Volume molar =296,1 £+ 5,0 cm®

DI s0 = 34,74 (30,9-39,06) mg/Kg/79,2 (70,4-89,0) pmol/Kg

=74t 6%
Volume molar =296,1 5,0 cm®

Figura 9: Dados de Dls, , inibigio maxima na maior dose testada e volume

molar de alguns derivados da N-antipirina-3,4-dicloromaleimida.
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A potente agdo analgésica dos compostos 89 e 90, que foram cerca de
8 a 10 vezes mais ativos do que o AAS e o paracetamol e ligeiramente menor
que o protétipo 75 é um dado promissor na busca de novos farmacos, pois os
mesmos podem ser destituidos de efeitos toxicos e ainda serem usados como

modelo na sintese de novos derivados ou analogos.

5.2.2. Atividade microbiolégica

Estudos anteriores tém demonstrado que algumas imidas ciclicas,
especiaimente derivados da maleimida, possuem promissores efeitos
antimicrobianos contra fungos e bactérias'" % %,

No presente trabalho, féz-se uma analise preliminar dos efeitos
antimicrobianos de alguns compostos derivados da 4-aminoantipirina. ﬁ

A tabela 3 mostra a concentragdo inibitéria minima (CIM) destes
compostos contra as bactérias S. aureus e E. coli e a levedura C. albicans,
todos patogénicos aos seres humanos.

Apenas o composto 75 apresentou atividade significativa contra C.
albicans (<200 pg/mL), sendo que todos os demais compostos néo
apresentaram atividade nas concentragbes analisadas. Isto permite observar

que a introdugdo do grupo pirazol as imidas contribui para diminuir seus

efeitos antimicrobianos demonstrado em estudos anteriores'%.
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Tabela 3: Determina¢do da CIM (ug/mL) para as imidas derivadas da 4-

aminoantipirina sintetizadas neste estudo contra bactérias e fungo.

CIM (pg/mL)

‘composto Staphylococus Escherichia Candida

| m aureus coli albicans
75 >1000 >1000 <200
76 >1000 >1000 >1000
77 >1000 >1000 >1000
78 >1000 >1000 >1000
79 >1000 >'1 000 1000
81 >1000 >1000 >1000
82 >1000 >1000 >1000
83 >500 >1000 >1000
84 >1000. >1000 >1000
85 >1000 51000 >1000
86 >1000 >1000 <1000
87 >1000 >1000 >1000
88 >1000 >1000 >1000




6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

o Foram obtidos 22 compostos, sobre os quais né&o foram encontrados dados
na literatura referente as respectivas estruturas. As reagdes ocorreram
normalmente, embora a formacdo das imidas ciclicas necessitaram
condicdes especiais (acido acético e/ou cloreto de acetila e refluxo) e
forneceram os compostos em moderados a excelentes rendimentos (40 a

95%).

o Pobde-se caracterizar os compostos estudados através de espectroscopia
de infravermelho, a qual permitiu detectar a formag¢do do anel imidico,
fazendo-se a anélise das bandas de absor¢ao caracteristicas de hidroxilas
e de grupos carbonila, ¢ o RMN-'H, o qual permitiu confirmar as

respectivas estruturas, além do RMN-"°C.

e Os compostos estudados s&o bastante promissores, principaimente quanto
a atividade analgésica. O composto obtido pela reagdo entre a 4-
.aminoantipirina e o anidrido 3,4-dicloromaleico sob refluxo em acido acetico
(75), revelou-se cerca de 12 a 15 vezes mais ativo que os farmacos de
referéncia analisados no modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo
-acido acético, apresentando um valor calculado de Dls, de 3,8 (1,7 - 8,6)

mg/kg [10.8 (4.8 — 24.4) umol/kg] com inibicado maxima (IM) de 99 + 1%.
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Administrado oralmente, este composto reduziu em 80% o0 niumero de

contor¢des, indicando que € absorvido pelo trato gastrointestinal.

e Através do tratamento com naloxona, um conhecido receptor antagonista
ndo seletivo da morfina e do modelo de sensibilidade térmica, pode-se
concluir que o composto (75) foi efetivo na diminui¢cao da dor induzida por

acido acético atuando por um mecanismo néo opidide.

¢ No modelo de dor induzida pela formalina, o composto (75) foi cerca de 8 —
18 vezes mais ativo que farmacos utilizados na clinica, quando analisados
no mesmo modelo, apresentando um valor de Dls, calculado para a
segunda fase de 5.18 (3.9 — 6.7) mg/kg [14.7 (11.2 - 19.2) pmol/kg] , com
uma inibigdo maxima de 100 %. Neste modelo, o composto (75) néo ihibiu o
edema induzido pela prépria formalina, sugerindo que seu efeito analgésico
ndo esta relacionado ao processo inflamatério, nas doses de 3, 6 e 10

mg/kg.

¢ No modelo de dor induzida pela capsaicina, o composto (75) foi cerca de 3
vezes mais ativo que a dipirona, no mesmo modelo, com um valor
calculado para a Dls, de 23.8 (17.5 — 32.5) mg/kg [67.6 (49.6 — 92.3)
umol/kg] e inibicdo maxima de 83 %, comprovando o efeito -antinociceptivo

deste composto na dor neurogénica.
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Os compostos obtidos pela reagdo entre a 4-aminoantipirina e o anidrido
bisnaftalico, o acido amico (mistura) (87) e a imida ciclica (88), também
apresentaram uma alto efeito analgésico, no modelo de contorgbes
abdominais induzidas pelo &cido acético, com inibicdes de 91 e 88%

respectivamente e devem ser melhor estudados.

Os acidos amicos nos quais a 4-aminoantipirina reagiu com o anidrido
succinico (76) e com o anidrido glutarico (78), apresentaram atividades
analgésicas bastante similares aos farmacos analisados no mesmo modelo

de contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético.

Os compostos obtidos pela reacdo entre a 4-aminoantipirina e o anidrido
ftalico, o acido amico (83) e a imida ciclica (84), nao apresentaram efeitos
analgésicos significantes, bem como a introdugao de 4 atomos de bromo no
anel ftalico, que corresponderh aos compostos (85), o acido amico, e (86) a
imida ciclica, apresentaram ambos perfis bastante similares aos analogos

nao bromados.

Quanto aos compostos modificados estruturalmente, a partir do composto
75, apenas os compostos nos quais houve a substituicéo de um atomo de
cloro pela anilina (89) e pela 4-cloroanilina (90), apresentaram atividade
analgésica significativa, com inibicdes de 71,6 e 75 % respectivamente,

quando analisados no modelo de contor¢gSes abdominais induzidas pelo
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acido acético. E, seus valores de Dis foram ligeiramente menor que o
protétipo 75. Entretanto, a continuidade deste trabalho podera fornecer
dados suficientes para uma analise mais concreta da relagdo estrutura-
atividade, sendo também muito importante a anaiise toxicologica. Alem
disso, novos grupos poderado ser substituidos pelo atomo de cloro (outras

aminas, fendis, tidis,etc.) na busca de novos agentes analgésicos.

e Quanto a atividade antimicrobiana, os resultados demostraram que os
compostos sintetizados a partir da 4-aminoantipirina néo foram ativos tanto
no ensaio para bactérias nem para levedura. Porém, o composto (75),
selecionado para o estudo, foi o que apresentou algum indicio de atividade
contra Candida albicans (<200 ng/mL), sendo interessante a continuidade
dos testes microbiolégicos para os compostos modificados estruturaimente

a partir do composto (75).
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8. ANEXO 1

Estruturas em 3D dos compostos sintetizados.
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Figura 10:Estrutura do composto 75 em 3D.

Figura 11:Estrutura do composto 76 em 3D. Figura 12:Estrutura do composto 77 em 3D.

Figura 13:Estrutura do composto 78 em 3D. Figura 14:Estrutura do composto 79 em 3D.
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Figura 16:Estrutura do composto 82 em 3D.

Figura 17:Estrutura do composto 83 em 3D. Figura 18:Estrutura do composto 84 em 3D.

Figura 19:Estrutura do composto 85 em 3D. Figura 20:Estrutura do composto 86 em 3D.
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Figura 21:Estrutura do composto 88 em 3D.

Figura 22:Estrutura do composto 89 em 3D.

Figura 23:Estrutura do composto 90 em 3D.
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Figura 24:Estrutura do composto 91 em 3D.

Figura 25:Estrutura do composto 92 em 3D.

Figura 26:Estrutura do composto 93 em 3D.
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Figura 27:Estrutura do composto 94 em 3D.

Figura 28:Estrutura do composto 95 em 3D.

Figura 29:Estrutura do composto 96 em 3D.
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Artigo aceito para publicagdo no periédico Arznéimittel Forschung/Drug

Research.
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Summary

This paper describes the synthesis of new cyclic imides obtained by reaction with 4-
aminoantipyrine and different anhydridés with further cyclization with acetic acid under reflux.
Their structures were confirmed by spectral data (IR and NMR) and elemental analysis. The
analgesic activity of the synthesized compounds was investigated initially against writhing test
in mice and the most promising compound, a 3,4-dichloromaleimide derivative (3), was
analyzed using other models of nociception. The results indicated that compound 3 exerts
potent analgesic activity in mice, being more active than some reference drugs. The analgesia
caused by this compound was not reversed by naloxone in writhing test. In the hot-plate test,
compound 3 did not increase the latency period of pain induced by thermal stimuli, confirming

that it does not interact with opioid systems.
Zusammenfassung

Der Artikel beschereibt die Synthese neuer cyclischer Imide, die durch Reaktion von 4-
Aminoantipyrin mit verschiedenen Anhydriden und weiterer Cyﬁsiemng mit Essigsdure unter
Reflusbedingugen gewonnen werden. Die Struktur der Verbindungen wurde im writhing-Test
mit Mzusen untersucht. Die aktivste Verbingung, ein 3,4-Dichlormaleimid-Derivat (3) wurde
in weiteren Testsystemen der Nociception untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass Verbindung
3 in MAusen eine starke analgetische Wirkung entfaltet, und zum Teil starker wirksam war als
aneskannte Standardverbidungen. Die analgestische Wirkung der Verbindung 3 wurde im
writhing-Test durch Naloxon nicht revertiert. Im hot-plate-Test wurde die Latenzzeit von
durch thermische Reize induziertem Schmerz nicht verlangert. Daraus 14t sich schliessen, dass
die Wirkung von 3 nicht auf einer Interaktion mit Komponenten des Opiod-Systems beruht.
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1. Introduction

We have previously used the phyllanthimide, a naturally occurring alkaloid isolated from
aerial parts of Phyllanthus sellowianus (Euphorbiaceae)[ 1], as a model and synthesized several
analogues, especially maleimide, succinimide, naphtalimide and glutarimide derivatives. We
have also determined their different kinds of biological properties, such as antispasmodic
[2,3], analgesic [4-8], antibacterial [9-13] and antifungal [14,15] effects.

During our previous studies to achieve compounds with analgesic potential, it was
verified that a new cyclic imide derivative from 4-Aminoantipyrine (1) caused potent analgesic
effects when analysed against writhing test in mice [7], but it showed toxicity signal.
Compound 1 presents a certain similarity with dipyrone, a well-known analgesic,
antiinflammatory and antipyretic agent [16].

Continuing our research programme to obtain new analgesic compounds structurally
related to cyclic imides and considering the high activity of compound 1, we have now
synthesized other analogues of this compound, which are shown in Chart 1. All the
compounds were screened as analgesic using the intraperitoneally induced abdominal
constriction test in mice at 10 mg/kg. The most active compound (3) was studied in more
detail against other models of pain in mice, in order to confirm its analgesic activity and
investigate its possible mechanism of action. Some clinically used analgesic drugs, such as

aspirin, paracetamol and the dipyrone itself, were included in this study for comparison.



2. Materials and methods
2.1. Chemistry
Experimental general procedures

Melting points» were determined with a Microquimica AP-300 apparatus (Florianopolis,
Brazil) and were uncorrected. IR spectra were recorded with a Bomem 100 (Québec,
Canadian) on KBr disks. The 13C and 1H-NMR spectra were recorded on a Brucker 200
MHz (Karlsruhe, Germany). Elemental analysis was determined with a Perkin Elmer 2400
(Norwalk, USA). Percentages of C and H were in agreement with the product formula (w1thm
+ 04 % of theoretical values). Compounds were dissolved in deutered solvents from
commercial sources with TMS as the internal standard. The purity of the sinthesized
substances was monitored by thin-layer cromatography (tlc) using Sigma (St. Louis, USA)
silica pre-coated plastic plates 200 um in thickness with several solvent sistems of different

polarity. Spots were visualized by. short-wave UV light and iodine vapor.

General procedures for the synthesis of studied compounds

Compounds 4, 6, 9, 11 and 13 were obtained by the reaction of the appropriate anhydride
with 4-aminoantipyrine in ether, which were dehydrated by treatment with acetic acid/reflux to
give the respective cyclic compounds( S, 7, 10, 12, 14), as .previously described [7].
Compound 3 was obtained directly by the reaction of 3,4-dichloro maleic anhydride and acetic
acid under reflux. Compound 8 was a secondary product from dehydration of compounds 4 or

6.



Spectral data (IR, 'H- and *C- NMR) and elemental analysis were in good agreement
with the structures shown in Chart 1. Chemical and spectral data of the compounds are shown

below.

N-antipyrine-3,4 dichloromaleimide (3)

Molecular formula (M. W.): C;sH;;N;0:Cl; (352)

Yield (%): 58.16; M. p. (°C): 208.2 — 209.2

IR (KBr) v (em™): N-C=0: 1742.49 ; C-CL; 700.39.

'H.NMR (CDCls) 5 (ppm): 2.20 (s, 3H, CH;) ; 3.23 (s, 3H, N-CH;) ; 7.35 — 7.48 (m, SH,
ar).

BC-NMR (CDCls) § (ppm): 10.88 (q, CHs) ; 35.19 (g, N-CHs) ; 100.30 (s, C=C); 124.49 (s,
Car); 125.13 (d, CH ar) ; 127.71 (d, CH ar) ; 129.38 (d, CH ar) ; 133.92 (2s, C-C}) ; 134.18

s, (C-N) ; 152.47 (s, C=0) ; 160.38 (s, C=0) ; 161.77 (s, C=0).

N-antipyrine-succinamic acid (4)

Molecular formula (M. W.): C;5H;7N3;0, (303)

Yield (%): 48.44; M. p. (°C): 207.2 — 208.2

IR (KBr) v (ecm™): N-C=0: 1742.71 ; COOH: 2652.70 (b.l) ; NH-C=0: 3285.42 ; CHy-
C=0: 714.93.

'H-NMR (CDCL;) § (ppm): 2.15 (s, 3H, CHs) ; 2.58 (t, 2H, CHy) ; 2.59 (1, 2H, CHy) ; 3.06
(s, 3H, N-CH;) ; 3.4 (NH) ; 7.28 — 7.46 (m, SH, ar) ; 9.01 (s, 1H, COOH).

BC-NMR (CDCl;) § (ppm): 16.24 (q, CHs) ; 27.96 (t, CHy) ; 28.91 (t, CH,) ; 34.74 (q, N-
CHs) ; 106.95 (s, C=C) ; 122.36 (d, CH ar) ; 124.98 (d, CH ar) ; 127.62 (d, CH ar) ; 133.57

(s, C ar) ; 150.16 (s, C-N) ; 160.57 (s, C=0) ; 169.65 (s, C=0); 172.74 (s, C=0).



N-antipyrine-succinimide (S)

Molecular formula (M. W.): C;sH;sN30; (285)

Yield (%): 37.39; M. p. (°C): 201 ~ 203

IR (KBr) v (cm™): N-C=0: ; CH,-C=0:

'H-NMR (CDCL) § (ppm): 2.16 (s, 3H, CHs) ; 3.17 (t, 2H, CH,) ;3.18 (t, 2H, CH,) ; 3.20
(s, 3H, N-CH3) ; 7.41 — 7.44 (m, 5H, ar).

BC-NMR (CDCl) § (ppm): 11.04 (q, CHs) ; 28.53 (2t, CHy) ; 35.31 (q, N-CH,) ; 109.86 G,
C=C) ; 118.90 (s, C ar) ; 124.92 (d, CH ar) ; 127.41 (d, CH ar) ; 129.26 (d, CH ar) ; 134.11

(s, C-N) ; 151.98 (s, C=0) ; 160.29 (5, C=0) ; 175.83 (s, C=0).

N-antipyrine- glutaramic acid (6)

Molecular formula (M. W.): C;cH1oN304 (317)

Yield (%): 73.69; M. p. °C): 194.7 — 196.8

IR (KBr) v (cm™): N-C=0: 1715.16 ; COOH: 2650 (b.l) ; NH-C=0: 3315.86 ; CH,-C=O:
759.42.

"H-NMR (CDCl;) 5 (ppm): 1.94 (q, 2H, CH,) ; 2.18 (s, 3H, CHs) ; 2.35 (m, 4H, CHy) ; 3.08
(s, 3H, N-CHs) ; 3.25 (NH) ; 7.34 — 7.46 (m, SH, ar) ; 8.88 (s, 1H, COOH).

BC-NMR (CDCl3) § (ppm): 10.52 (g, CHs); 19.67 (t, CH,) ; 32.07 (t, CH,) ; 33.51 (t, CHy) ;
34.89 (q, N-CH;) ; 107.22 (s, C=C) ; 122.63 (d, CH ar) ; 125.24 (d, CH ar) ; 127.81 (d, CH

ar) ; 133.70 (s, C ar) ; 150.07 (s, C-N) ; 160.76 (s, C=0) ; 170.59 (s, C=0) ; 173.51 (s, C=0).

N-antipyrine-glutarimide (7)

Molecular formula (M. W.)! C16H17N303 (299)



Yield (%): 58,5; M. p. (°C): 127-130
IR (KBr) v (cm™): N-C=0: 1715.16; CH,-C=0: 759.42.
'H-NMR (CDCl) § (ppm): 2.10 (s, 3H, CH;); 2.55 (m, 2H, CHy) ; 2.72 (m, 4H, CH;) ; 2.95

(s, 3H, N-CH;) ; 7.16 — 7.64 (m, 5H ar).

4-acetamide-antipyrine (8)

Molecular formula (M. W.): C;3H;sN;0; (245)

Yield (%): 30.17; M. p. (°C): 202.9 - 205.2

IR (KBr) v (cm™): N-C=0: 1676.32 ; NH-C=0: 3239.0 ; CH;-C=0: 1356.02.

'H-NMR (CDCls) § (ppm): 2.05 (s, 3H, CHy) ; 2.18 (s, 3H, CHs) ; 3.08 (s, 3H, N-CH) ;
4.85 (NH) ; 7.34 - 7.46 (m, SH, ar) ; 9.40 (s, 1H, COOH).

BC-NMR (DMSOqs) & (ppm): 16.25 (q, CHs) ; 27.65 (q, CHs) ; 41.17 (q, N-CHs) ; 112.92
(s, C=C) ; 128.40 (d, CH ar) ; 131.30 (d, CH ar) ; 134.20 (d, CH ar) ; 140.20 (s, C ar) ;

157.48 (s, C-N) ; 166.99 (s, C=0) ; 173.89 (s, C=0).

N-antipyrine-3,3-dimethylglutaramic acid (9)

Molecular formula (M. W.): C;sH,:N304 (345)

Yield (%): 73.9; M. p. (°C): 203.6 —204.8

IR (KBr) v (em™): N-C=0: 1690.85 ; COOH: 2978 (b.1) ; NH-C=0: 3263.68 ; CH>-C=0:
755.87 ; (CHs),- C: 1142.54.

'H-NMR (CDCl;) 6 (ppm): ): 1.38 (s, 6H, CHs) ; 1.78(t, 2H, CH2) ; 2.10(s, 3H, CH3) ;

2.45(t, 2H, CH,) ; 2.95(s, 3H, N-CH;) ; 7.15-7.57 (m, SH, ar) ; 8.43 (s, 1H, COOH).



N-antipyrine-3,3-dimethylglutarimide (10)

Molecular formula (M. W.): C;sH>;N30s (327)

Yield (%): 91.6; M. p. (°C): 193.1 - 195.3

IR (KBr) v (cm™):

'H-NMR (CDCl;) 8 (ppm): 1.23 (s, 3H, CH;) ; 1.33 (s, 3H, CH;) ; 2.10(s,’3H, CH;) ;

2.15(m, 2H, CH,) 2.68(m, 2H, CH,) ; 2.95(s, 3H, N-CH;) ; 7.15- 7.64 (m, SH, ar)

N-antipyrine-phthalamic acid (11)

Molecular formula (M. W.): C;0H;7N30; (351)

Yield (%): 79.75; M. p. °C): 134.4 - 134.6

IR (KBr) v (cm™): N-C=0: 1715.16 ; COOH: 2850 (b.L.) ; NH-C=0: 3400.42 ; Ar-C=O:
1651, | |

'H-NMR (CDCk) § (ppm): 2.27 (s, 3H, CH;) ; 3.07 (s, 3H, N-CH;) ; 3.5 (NH) ; 7.36 ~ 752
(m, 9H, 2ar) ; 9.52 (s, 1H, COOH). |

BC-NMR (CDCly) § (ppm): 11.12 (g, CHs) ; 36.03 (q, N-CHs) ; 107.31 (s, C=C) ; 123.46
(d, CH ar) ; 126.18 (d, CH ar) ; 127.86 (d, CH ar) ; 129.10 (d, CH ar) ; 12937 (d, CH ar) ;
130.57 (s, C ar) ; 131.42 (s, C ar) ; 135.15 (s, C ar) ; 138.29 (s, C-N) ; 153.09 (s, C=0) ;

161.91 (s, C=0) ; 167.79(s, C=0).

N-antipyrine —phthalimide (12)
Molecular formula (M. W.): C19H15N303 (333)
Yield (%): 87.56; ML p. (°C): 213.2 - 214.8

IR (KBr) v (cm™): N-C=0: 1783.16 ; Ar-C=0: 1678.71.



'H-NMR (CDCl) § (ppm): 2.22 (s, 3H, CH;) ; 3.23 (s, 3H, N-CH;) ; 7.27 — 7.95 (m, 9H,
2ar).

13C-NMR (CDCl;) 6 (ppm): 11.08 (q; CHs) ; 35.47 (g, N-CH) ; 102.12 (s, C=C) ; 123.75
(d, CH ar) ; 124.70 (d, CH ar) ; 127.15 (d, CH ar) ; 129.21 (d, CHvar) ; 132.10 (s, C ar) ;

137.27 (d, CH ar) ; 134.38 (s, C-N) ; 152.82 (s, C=0) ; 160.83 (s, C=0) ; 166.89 (s, C=0).

N-antipyrine-tetrabromophthalamic acid (13)

Molecular formula (M. W.): C;cH;3N50,4Br; (666.79)

Yield (%): 91.09; M. p. (°C): >360

IR (KBr) v (cm™): N-C=0: 1724.55 ; Ar-C=0: 1643.05 ; COOH: 2965.45 (b.1.) ; NH-C=0:
3355.78 ; C-Br: 696.28.

'"H-NMR (CDCl;) § (ppm): 2.10 (s, 3H, CH;) ; 2.95 (s, 3H, N-CHz) ; 7.15 - 7.57 (m, 9H,

2ar) ; 8.24 (s, 1H, COOH).

N-antipyrine-tetrabromophthalimide (14)

Molecular formula (M. W.): C,sH;;N50;Br,4 (648.79)

Yield (%): 82.2; M. p. °C): > 360

IR (KBr) v (cm™): N-C=0: 1780.16 ; Ar-C=0: 1651.77 ; C-Br: 694.90.

'H-NMR (CDCL) § (ppm): 2.15 (s, 3H, CHs) ; 2.95 (s, 3H, N-CH;) ; 7.16 — 7.73 (m, 9H,

2ar).
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2.2. Pharmacology

Animals

Swiss male mice (25-30 g) were obtained from Central Bioterio of the University of
Vale do Itajai (Itajai, Brazil). They were kept in a temperature-controlled environment (23 + 2
°C) with a 12 h light-dark cycle. Food and water were freely available. The allocation of
animals in the different groups was randomized and the experiments were carried out in blind
conditions. Since some suffering might result from experiments, the IASP Committee for

Research and Ethical Issues Guidelines [17] were followed.

Abdominal constriction response caused by injection of acetic acid

The abdominal constriction induced by intraperitoneal injection of acetic acid (0.6%),
which consisted of a contraction of the abdominal muscle together with a stretching of hind
limbs, was carried out according to the previously descﬁbgd procedures [18,19]. Animals were
pretreated with the ?ompounds or standard drugs intraperitoneally (10 mg/kg) 30 min before
the acetic acid injection. Cbmpound 3, the most active compound tested, was also analyzed
intraperitoneally at 1, 3, 10 mg/kg (2.8, 8.5, 28.4 umol/kg) or orally at 100 mg/kg (284

umol/kg) (Control animals received a similar volume of 0.9 % NaCl solution (10 mi/kg). All

the experiments were carried out at 20-22 OC. In a separate set of experiments, animals were
pretreated with compound 3 (28.4 pg/kg) or with morphine (13.3 umol/kg) 30 min before
acetic acid injection. We also analyzed the effect of naloxone (13.8 umol/kg) injected 10 min
before against the antinociceptive effect caused by both morphine and compound 3. After the-
challenge, pairs of mice were placed in separate boxes, and the number of abdominal

constrictions was cumulatively counted over a period of 20 min. Antinociception was
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expressed as the reduction of the number of abdominal constrictions between control animals

and mice pretreated with compounds or standard drugs.

- Formalin-induced pain

The procedme was similar to that described previously [19,20]. Animals from the
same strain were slightly anaesthetized with ether, except when used to analyze the first phase
of formalin-induced pain, and 20 pl 2.5 % formalin (0.92 % formaldehyede) made up in
phosphate-buffer solution was injected under the paw surface of the right hindpaw. Two mice
(control and treated) were observed simultaneously from 0 to 30 min following formalin
injection. The amount of time spent licking the injected paw was considered as indicative of
pain‘. The initial nociceptive scores normally peakéd 5 min after formalin injeétion (early phase)
and 15-30 min after formalin injection (late phase), representing the tonic and inflammatory
pain responses, respectively [20]. Animals were treated with compound 3 intraperitoneally at
1, 3, 10 mg/kg (2.8, 8.5, 28.4 umol/kg), 30 min before formalin injection, respectively.
Following intraplantar injection of formalin, animals were immediately placed in’;o a glass
cylinder of 20 cm in diameter, and the time spent licking the injected paw (second phase of

formalin test) was determined.

Capsaicin-induced pain

The procedure used was similar to that described previously [21]. Animals were placed
individually in transparent glass cylinders. Following the adaptation period, 20 ul of capsaicin
(1.6 pg/paw) was injected under the skin of the plantar surface of the right hindpaw, using a
microsyringe. The animals were observed individually for 5 ininutes following capsaicin injection.

The amount of time spent licking the injected paw was timed with a chronometer and was
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considered as indicative of nociception. Animals were intraperitoneally treated with compound 3
at 10, 30 and 60 mg/kg ( 28.4, 85.2 and 170. 4 umol/kg) or saline (10 ml’kg, i.p.) 1 hour before

administration of capsaicin. Control animals received a similar volume of 0.9 % NaCl (10 mi/kg,

i.p.).

Hot-plate test

The hot-plate was used to estimate the latency of responses according to the method
described by Eddy and Leimback (1953) [ 22 ] with minor modifications. The temperature of
the hot-plate was maintained at 56 + 3 °C. animals (n=8) were placed on glass funnels in the
heated surface and the time between placing the animals and the beginning of licking paws or
jumping were recorded as latency of response in non-treated (saline 10 nil/kg, i.p.) or compound

3 (28.4 umol/kg, i.p.) animals.

Statistical analysis

Results are presented as mean i é.e. mean, except the mean IDs, values (i.e. the dose of
drugs or compounds reducing the algesic responses by 50 % relative to control value) which
are reported as geometric means accompanied by their respective 95 % confidence limits. The
statistical significance between groups was analyzed by variance followed by Dunnett’s
multiple comparison test. P-values of less than 0.05 were considered as indicative of
significance. IDso values were determined by graphical interpolation from individual

experiments.



13

Drugs

The following drugs were used: ASA (acetylsalicilic acid), acetaminophen,
indomethacin, and PBS (phosphate buffered saline) (all from Sigma Chemical, St. Louis,
U.S.A), formalin and acetic acid (Merck, Darmstadt, Germany). The compounds studied as
well as the reference drugs were dissolved in Tween 80 (Merck, AG, Darmstad, Germany),
plus 0.9 % of NaCl solution and Carboxymethylcellulose 0.5 % plus 0.9 % of NaCl solution,
respectively. The final concentration of tween and ethanol did not exceed 5 % and did not

cause any effect “per se”.
3- Results
3.1- Chemistry

All the compounds synthesized in this study (Chart 1 and Table 1) are reported for the
first time in the literature, although the synthetic route is well-known and has been extensively
used by our group to obtain different cyclic imides [2-15]. The compounds were obtained in
moderate to excellent yields (40-92%) by gene;al reacﬁons shown in Scheme 1.

The chemical structures of the synthesized compounds were confirmed by using spectral data,

especially IR and "H-NMR. (see experimental part).
3.2- Pharmacology

As observed in Table 1, compounds 4, 6, 10, 12, 14 and especially 3 significantly

inhibited the abdominal constrictions, causing inhibitions of 42.1, 36.1, 48.5, 34.2, 44.4 and 99
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%, respectively. Some reference drugs, such as aspirin, paracetamol and dipyrone caused
inhibitions of 35, 38 and 33 %, respectively.

Compound 3, the most activé one verified at 10 mg/kg in writhing test, was analysed
in more detail in the same experimental model and in other chemical nociceptive models (Table
2).

The pharmacological studies indicated that compound 3, given intraperitoneally,
revealed to be about 12 to 15-fold more active than standard drugs against writhing test (Table
2). Given orally at 100 mg/kg (284 pmol/kg), compound 3 caused pronounced anaigesic
effect, reducing in 80 % the number of abdominal constrictions induced by acetic acid (results
not shown). When the animals were treated with naloxone, a well-known non-selective
morphine receptor antagonist, no change was observed in the analgesic effect of compound 3
as compared to morphine (Figure 1). In the formalin-induced pain, it was inacti§e against the
first phase up to 28.4 umol/kg, but dose-dependently inhibited the inflammatory response. The
IDso value calculated for the second phase was 14.7 (11.2-19.2) umol/kg for the systemic
route, with a maximum inhibition df 100 %. When compared with the standard drugs,
compound 3 was about 8 to 18-fold more active (Table 2).

On the other hand, compound 3 exhibited considerable antinociceptive activity in the
capsaicin test, which provided more direct evidence of the antinociceptive effect of this
compound on neurogenic pain. It was about 3-fold more active than dypirone, with IDs, value
of 67.6 (49.6 — 92.3) umol’kg and maximum inhibition of 83% (Table 2). Such discrepancy
observed in relation to the first phase of formalin test needs further investigation.

Until 30 mg/kg, no toxicity signal was observed in any of the pharmacological assays

for compound 3. However, it should be mentioned that this compound caused a decrease in the
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body temperature of the animals, suggesting an antipyretic effect, but this hypothesis requires -
further studies.

4- Discussion

4.1- Chemistry

It is interesting to discuss some'-'s’necial asbects of these syntheses.. _Cemnounds 3,12
and 14, which possess a planar conﬁguratlon, may be easﬂy cychsed by usmg the usual
condensatlon agent (acetlc ac1d under reflux). In contrast, as found recently for N-
arylglutanrmdes [8] the glutaramic acid (6) did - not produce compound (7) in satisfactory

_yleld, elther using acid acid/reflux or other methodolog1es and reagents. In this case, an

o ?aoetylatlon of the amine group preferably occurred, giving the acetyl-antipyrine derivative (8).

} This may be explained because (6) possess an imido ring of six members, which is not easily
closed probatﬁiy due some physico-chemical factors. According to Eliel [23], the easeness of
fofnlation of a six-membered ring is inferior than the on of a five-membered because the slight
improvement in the strain factor is outweighed by a deterioration in the distance factor.

However, compound (9), a glutaramic acid with two methyl groups next to the
carbonyl group, produced the cyclic imide (10) with an excellent yield, because of the influence
of both methyl groups on the reactivity of the carbonyl groups.

Compound 3 was obtained directly by the reaction of 3,4-dichloro maleic anhydride
and acetic acid under reflux with good yield. Attempts to isolate the respective acid were

unsuccessful, probably due te its unstability.
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4.2- Pharmacology

In order to select the most active compound synthesized, we have initially evaluated
the analgesic effect of all the compou#ds shown in Chart 1, except compound 7, by using the
acetic acid-induced writhing model at 10 mg/kg, administered intraperitoneally. This method
has been generally employed for the analysis of the analgesic activity of different kinds of
compounds [24-26]. It is interesting to note that compounds 11 and 13, which correspond to
the amic acids of cyclic compounds 12 and 14, respectively, practically did not produce
analgesic effects in this model. Compounds 12 and 14 exhibited similar activity, suggesting that
the introduction of bromine atoms does not improve the effects of these phthalic derivatives.

On the other hand, amic acids 4 and 6 caused inhibition similar to that of standard
drugs, as mentioned before. Presumably such difference in the activity is related to the
coplanarity of the molecules, but this hypothesis requires additional experiments. Recently it
was demonstrated that thalidomide, which ooﬁtain a phthalic moiety attached to the
glutarimide group, exhibits analgesic properties in mice when assessed against several models
of pain in mice [27], confirming the results obtained in this study. Compound 8, a non imidic
compound, did not show significant analgesic effect against writhing test. Compound 3 was
the most active in this model showing also activity by oral route, indicating that it is absorbed
by the gastrointestinal tract.

Compound 3, like dipyrone [16] and nonsteroidal anti-inflammatory and analgesic
drugs (like aspirin and paracetamol) [28], is effective in abolishing acetié acid-induced painin a
non-opioid patway. This was confirmed by the lack of analgesic effects in the hot-plate test

(results not shown), a technique that has a selectivity for opioid-derived analgesics [29].
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Compound 3 was also analyzed and compared with the standard drugs in the formalin-
induced pain test, a reported behavior model characterized by neurogenic (first phase) and
inflammatory (second phase) phases [20]. In contrast to results reported for dipyrone [16],
compound 3 exhibited significant and:_ dose-related analgesic effects only against the second
phase, being inactive in relation to the first phase of the formalin-induced nociception.

Although compound 3 was less active than compound 1 when evaluated against
writhing test [7], its apparent lack of toxic effects is an important feature in the discovery of
new analgesic drugs.

In summary, our results extend previous studies conducted by our group regarding the
analgesic activity of cyclic imides, indicating that compound 3, a 3,4-dichloromaleimide
derivative, presents an interesting profile of analgesic action. It was more potent than some
clinically used drugs. Its mechanism of action has yet to be determined, but it does not involve

the participation of the opioid system.
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Table 1: Analgesic activity of imides and reference drugs against acetic acid-induced abdominal

constriction in mice at 10 mg/kg, given intraperitoneally:

Compound Inhibition (%)

3 99.0 £ 0.3**
4 421 £52%*
5 345+45
6 36.1 £6.2*
8 264+3.8
9 19.5+490
10 485 +42%*
11 6.4+3.1
12 342 £5.5*
13 250+£29
14 44 4 +3.6%*
Aspirin 35.0+2.0*
Paracetamol  38.0 + 1.0%*
Dipyrone 33.0+3.5*

Each group represents the mean + s.e.m. of five to six experiments. * P < 0.05 and ** < 0.01

compared with respective control values.
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Table 2: Comparison of the analgesic effect of compound (3) with dipyrone and other non-steroidal

- antiinflammatory and analgesic drugs

Compound Writhing test Formalin test Capsaicin test
IDs, (umol/kg, ip) First phase Second phase IDs, (umol/kg, ip)

IDso (umol/kg, ip) IDso (umol/kg, ip)

3 10.8 (4.8-24.4) Inactive ° 14.7 (11.2-19.2) 67.6 (49.6-92.3)
MI=99+ 1 %) MI=100 %) MI=83 + 3.9 %)
Aspirin 133 (73-243) Inactive 123 (77-209) NT
Paracetameol 125 (104-250) ~ Inactive 120 (90-161) NT
Dipyrone 162 (88-296) 154.5 (99.9-238.8) 263.7 (234.3-296.9) 207.6 (179.5-240.0)

NT- not tested; * maximal inhibition; ® 95 % confidence limit. Each group represents the mean

of six to eight animals. ° Inactive until 28.4 umol/kg.
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Figure 1: Effect of naloxone on the antinociceptive profile caused by morphine and compound
3 against acetic acid — induced pain in mice. Each group represents the mean of six

experiments. ** p < 0.01, compared with corresponding control value.



24

4. References

[1] Tempesta, M. S., Corley, D.G., Beutler, et al., Phyllanthimide, a new alkaloid from

Phyllanthus sellowianus, J. Nat. Prod. 3, 617 (1988)

[2] Cechinel Filho, V., Obten¢do de compostos farmacologicamente ativos a partir de
produtos naturais. Correlagio estrutura quimica-atividade bioldgica, Ph. D. Thesis, UFSC,

Florianopolis, SC, Brazil, 1995, 165p.

[3] Cechinel Filho, V., Nunes, R.J., Calixto, J.B., Yunes, R.A., Inhibition of guinea-pig ileum
contraction by phyllanthimide analogues: structure-activity relationships, Pharm. Sci. 1, 399

(1995)

[4] Cechinel Filho, V., Vaz, ZR., Nunes, RJ., et al, Antinociceptive activity of

phyllanthimide analogues: structure-activity relationships, Pharm. Sci. 2, 199 (1996)

[5] Corréa R., Cechinel Filho, V., Schlemper, et al., Synthesis of new succinimides and sulphonated

derivatives with analgesic action, Pharm. Sci. 3, 67 (1997)

[6] Andricopulo, AD., Filho, AW, Corréa, R, et al, Analgesic activity of 3,4-

dichloromaleimides: structure-activity relationships, Pharmazie 53, 493 (1998)

[7] Cechinel Fitho, V., Corréa, R., Vaz, Z., et al., Further studies on analgesic actiVity of ciclic

imides, Tl Farmaco 53, 55 (1998)



25

[8] Stiz, D.; Souza, M-M., Golim, V., et al., Antinociceptive properties of N-aryl-glutaramic acids

and N-aryl-glutarimides, Pharmazie 55, 12 (2000).

[9] Cechinel Filho, V., Bella Cruz, A, Nunes, R.J, et al., Atividade antimicrobiana de analogos da

filantimida, Rev. Latinoamer. Quim. 23, 116 (1994)

[10] Cechinel Filho, V., Bella Cruz, A., Moretto, E., et al., Antibacterial activity of N-
phenylmaleimides, N-phenylsuccinimides and related compounds. Structure-activity

relationships, Il Farmaco 49, 675 (1994)

[11] Corréa, R., Rosa, PW., Bella Cruz, A, et al., Synthesis and antibacterial activity of

citraconimides, Pharm. Sci. 2, 353 (1996)

- [12] Bella Cruz, A., Cruz, R.CB.,, Cechinel Filho, V., et al, Avaliagio dos efeitos
antibacterianos de N-arildicloromaleimidas e N-arilftalimidas. Relag3o estructura-actividade,

Rev. Latinoameric. Quim. 25, 10 (1996)

[13] Andricopulo A.D., Savi, A.O.S., Corréa, R, et al., Sintese e atividade antibacteriana de
imidas ciclicas:3,4-dicloromaleimidas e 3-cloro-4-substituida-maleimidas, Quim. Nova 21,

573 (1998)

[14] Cechinel Filho, V., Pinheiro, TR., Nunes, R. J., et al., Sintese de N-alquilfenilmaleimidas

e N-alquilarilmaleimidas com atividade antifingica, Quim. Nova 19, 590 (1996)



26

[15] Lima, E.O., Queiroz; E.F., Andricopulo, A.D., et al., Evaluation of antifungal activity of
N-arylmaleimides annd N-phenylalkyl-3,4-dichloromaleimides, Bol. Soc. Chil. Quim. 44, 185

(1999)

[16] Beirith, A., Santos, A.R.S., Rodrigues, A.L.S., et al., Spinal and supraspinal
antinociceptive action of dipyrone im formalin, capsaicin and glutamate test. Study of

the mechanism of action, Eur. J. Pharmacol. 345, 233 (1998)

[17] Zimmermann, M., Ethical guidelines for investigations of experimental pain in

conscious animals, Pain 16, 109 (1983)

[18] Collier, R.F., Dinnen, H.O.J., Johnson, C.A,, et al., The abdominal constriction
response and its suppression by analgesic drugs in the mouse, Br. J. Pharmacol 32,

295 (1968)

[19] Souza, M.M., Kem, P., Floriani, A.E.O., et al.,, Analgesic properties of a
hydroalcoholic extract obtained from Alternanthera brasiliana, Phytother. Res.12, 279

(1998)

[20] Hunskaar, S., Hole, K., The formalin test in mice: dissociation between inflammatry

and non-inflammatory pain, Pain 30, 103 (1987)



27

[21] Sakurada, T., Katsumata, K., Yogo, H., et al. Antinocicepcion induced by CP96345, a
non-peptide NK-1 receptor antagonist, in the formalin and capsaicin test. Neurosci. Lett. 151,

142 (1993)

[22] Eddy, N.B.,, Leimback, D., Synthetic analgesic: I1 dithienylbutenyl and

dithienylbutylamines, J. Pharmacol. Exp. Ther. 107, 385 (1953)

[23] Eliel, E.L., Stereochemistry of Carbon Compounds, McGraw-Hill Book

Company, New York, 1962.

[24] Calixto, J.B., Santos, A.R.S., Cechinel Filho, V., et al., A review of the plants of
the genus Phyllanthus: their chemistry, pharmacology and therapeutic potencial, Med.

Res. Rev. 18, 22 (1998)

[25] Calixto, J.B., Beirith, A., Ferreira, J., et al., Naturally occurring antinociceptive

substances from plants, Phytother. Res. 14, 401 (2000)

[26] Ochi, T., Motoyama, Y., Goto, T., The analgesic effect profile of FR122047, a selective

cyclooxygenase-1 inhibitor, in chemical nociceptive models. Eur J. Pharmacol. 391, 49 (2000)

[27] Ribeiro, RA., Vale, M.L., Ferreira, S.H., et al., Analgesic effect of thalidomide

on inflammatory pain, Eur. J. Pharmacol. 391, 97 (2000)



28

[28] De Jesus, R.A.P., Cechinel Filho, V., Oliveira, A.E., et al., Analysis of the
antinociceptive properties of marrubiin isolated from Marrubium vulgare,

Phytomedicine 7, 111 (2000)

[29] Abbott, F.V., Franklin, K.B.J., Noncompetitive antagonism of morphine analgesia by

diazepan in formalin test, Pharmacol. Biochem. Behav. 24, 319 (1986)

Correspondence: Prof. Dr. Valdir Cechinel Filho, Nucleo de Investigagdes
Quimico-Farmacéuticas, Universidade do Vale do Itajai,
R. Uruguai, 458; Cx.P. 360, 88302-202, Itajai, SC-Brasil
Fax number: 00 55 47 341 7601

E-mail: cechinel@mbox1.univali.br



mailto:cechinel@mboxl.univali.br

