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SYNTHESIS AND PRELIMINARY EVALUATION OF ANTINOCICEPTIVE ACTIVITY OF NOVEL ISOXAZOLYL-ARYL-
HYDRAZONES. New 2-isoxazoline aldehydes were synthesized, in good yields, from cycloadduct of the 1,3-dipolar cycloaddition

reaction between endocyclic enecarbamate and carboethoxyformonitrile oxide (CEFNO). Condensation of these 2-isoxazoline

aldehydes with several phenyl-hydrazines produced new isoxazolyl-aryl-hydrazones, which showed low toxicity and excellent

antinociceptive activity, when compared to dipyrone. The antinociceptive activity of isoxazolyl-aryl-hydrazones was performed using

the acetic acid-induced mice abdominal constrictions test.
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INTRODUCAO

Ciclo-oxigenase (COX) € a enzima chave envolvida na biossintese
de prostanoides (prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos), que
sdo substancias envolvidas em diversos processos fisiol6gicos, assim
como em processos patoldgicos, como a inflamagdo.' Duas isofor-
mas de COX sdo identificadas, uma forma constitutiva, conhecida
como COX-1, e uma forma indutivel, conhecida como COX-2, além
da COX-3, uma variante da COX-1. Estas enzimas sio sensiveis a
inibicdo por substancias anti-inflamatérias ndo esteroidais (AINEs).

Parece evidente que COX-1 desempenha um papel chave na
homeostase, enquanto que a COX-2 atua em condi¢des patoldgicas
como inflamacdo ou mesmo prolifera¢do de cancer.

AINEs cldssicos agem como inibidores ndo seletivos da COX,
sendo utilizados como anti-inflamatérios, analgésicos e antipiréticos,
principalmente para tratar a inflamacéo cronica. No entanto, AINEs ndo
seletivos podem causar efeitos colaterais relacionados com a inibi¢éo da
COX-1 como, por exemplo, a irritagdo gastrointestinal, podendo levar a
hemorragia ulcerativa.> Desta forma, a obtengdo de inibidores seletivos
para a COX-2 pode contornar ou minimizar esses efeitos colaterais.

Por outro lado, substancias oriundas da catalise da enzima 5-Li-
pooxigenase (5-LO), como o leucotrieno B,, também contribuem
para a hiperalgesia durante a inflamagao, por diminuir os limiares
mecanicos e térmicos das Fibras C.?

Pelas razdes mencionadas acima, substancias que inibem tanto a
COX, quanto a 5-LO, se tornam alvos em quimica medicinal, visando
o combate a dor, causada por processos inflamatérios.

Substancias que contém em suas estruturas uma por¢ao hidrazona
tém sido relatadas na literatura como inibidores da COX e da 5-LO,
apresentando, portanto, pronunciadas atividades analgésica e anti-
inflamatdria. Muitas evidéncias relatadas na literatura demonstram
que o grupamento hidrazona, presente em derivados fenil-hidrazonas,
apresenta cardter farmacoférico para a inibigao de COX.*

Virias aril e acil-hidrazonas sdo relatadas na literatura, apresen-
tando pronunciadas atividades analgésica e anti-inflamatéria, além de

*e-mail: rodolfo@ufpe.br

outras atividades, como anticonvulsivante e antimicrobiana.’
Recentemente, uma nova reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar foi
desenvolvida, envolvendo enecarbamatos endociclicos e N-6xidos
de nitrila, onde novas 2-isoxazolinas aza-biciclicas foram obtidas.®
Derivados carboxamidas dessas 2-isoxazolinas 1 (Figura 1) apre-
sentaram intensa atividade in vivo, com indicios de atividade no
sistema nervoso central e possivel atividade analgésica, verificadas
nos testes de toxicidade aguda.” Testes especificos de atividade anti-
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Figura 1. 3-carboxamidas e derivados hibridos hidrazona/2-isoxazolina
aza-biciclica
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inflamatoria dessas carboxamidas isoxazolinicas foram realizados,
tendo apresentado resultados bastante promissores.

De fato, percebe-se que vdrias substancias descritas, que possuem
o nucleo 2-isoxazolina, apresentam variadas atividades bioldgicas,
como antimicrobiana, antiviral, antitrombdético, anti-inflamatdria,
analgésica, entre outras.’

A conjugacdo de caracteristicas estruturais definidas de dois
compostos bioativos distintos, em uma nova molécula, representa
a estratégia de hibridiza¢do molecular de um composto protétipo.’
Portanto, o objetivo deste trabalho foi a sintese de novos derivados
hibridos, 2-isoxazolil-aril-hidrazonas 2 (Figura 1), contendo o nicleo
pirrolidina[3,2-d]2-isoxazolina e a fungdo hidrazona, visando a avalia-
¢do prévia da atividade antinociceptiva dos mesmos, com perspectivas
posteriores de testes mais especificos para se averiguar um possivel
mecanismo de a¢do dos novos farmacos, quanto a seletividade para
as enzimas COX-1 e COX-2 ou inibidores duais LO/COX.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Parte quimica

Os aldeidos isoxazolinicos 8, necessdrios para a condensacao
com as fenil-hidrazinas para-substituidas, foram obtidos a partir do
cicloaduto 4, originado de uma reagéio de cicloadi¢do 1,3-dipolar do
enecarbamato endociclico 3 com o 6xido de carboetoxiformonitrila
(CEFNO).!*!! Esta reagdo de ciclodi¢do foi desenvolvida em trabalhos
anteriores, sendo até aquele momento inédita na literatura.® A 2-iso-
xazolina aza-biciclica racémica 4 foi obtida em excelente rendimento,
de forma régio e diastereoespecifica, conforme previsto pela teoria
de orbitais de fronteira.'”

A posterior reagao de hidrogendlise do cicloaduto isoxazolinico 4
propiciou a obtengdo da 2-isoxazolina desprotegida 5 de forma quan-
titativa. Em seguida, N-benzoilacdo em N6, com cloretos de benzoila
para-substituidos, levou aos respectivos aza-biciclos N-benzoilados
7 em Gtimos rendimentos (Esquema 1).513
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Esquema 1. Rota sintética para obtengdo das N-benzoil-isoxazolinas 7; a)
cloro-oxi-imidoacetato de etila, Et;N, CHCI, t.a.; b) H,, Pd’/C, metanol; c)
cloretos de benzoila, Et;N, CHCI,

Tentativas de reducdo direta do éster, em C3, dos derivados 7,
aos respectivos aldeidos, nio foram bem sucedidas. Ao se utilizar
DIBAL-H e super-hidreto como redutores, os ésteres em C3 perma-
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neceram intactos nas condi¢des reacionais convencionais empregadas.
Redutores mais fortes poderiam reduzir também as amidas em N6. O
problema na obtencdo direta dos aldeidos 8 foi contornado, reduzindo-
se os ésteres em C3 aos respectivos alcodis, com posterior oxidagao
branda de Swern."* A redugao do éster em C3 com NaBH, foi bem
sucedida, ndo interferindo na carbonila amidica em N6, resultando
nos respectivos alcodis isoxazolinicos 6. Dependendo da qualidade do
NaBH, utilizado, percebeu-se primeiramente uma transesterificagio,
onde ésteres metilicos em C3 foram obtidos, visto que metanol fora
utilizado como solvente nas reagdes com NaBH,. Este fenomeno
provavelmente € devido a catdlise promovida por tracos de dcidos de
Lewis (boranos) presentes no NaBH,. Ao se utilizar NaBH, de boa
procedéncia, os produtos de transesterificagdo ndo foram detectados,
o que favoreceu a obtengdo direta dos respectivos alcodis 6. Apds
oxidacdo dos alcodis 6, via oxida¢do de Swern, os aldeidos isoxazo-
linicos em C3 foram obtidos em 6timos rendimentos.

De posse dos aldeidos 8, procedeu-se a etapa de condensacio
dos mesmos com as fenil-hidrazinas para-substituidas.>'* As isoxa-
zolil-aril-hidrazonas 2 foram obtidas em rendimentos moderados,
devido principalmente a dificuldade de isolamento das mesmas das
dguas-mae, apesar de ter havido total consumo dos aldeidos no meio
reacional (Esquema 2). A Tabela 1 lista os rendimentos de todas as
reacdes novas executadas.
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Esquema 2. Rota sintética para obtengdo das isoxazolil-aril-hidrazonas
2; d) NaBH,, metanol; e) SOCl,, DMSO, Et;,N. CH,Cl,; f) fenil-hidrazinas,
HCI,,, etanol

A caracterizag¢@o do biciclo pirrolidinal[3,2-d]-2-isoxazolina,
presente no cicloaduto 4 e tambémem 2, 5, 6, 7 e 8, se faz facilmente
através de espectrometria de RMN, nas quais sinais diagndsticos da
formac@o do cicloaduto sdo evidentes, como um dubleto préximo a
6,5 ppm em RMN 'H, referente ao H6a e um sinal préximo a 95 ppm
em RMN BC, referente ao C6a. Com exceg¢do da isoxazolina des-
protegida 5, todos os derivados isoxazolinicos 4, 6, 7, 8 ¢ 2 possuem
uma fun¢@o amida ou carbamato em N6. Este fato fez com que os
mesmos apresentassem sinais de rotimeros em RMN de 'H e de "*C.
A presenca de rotameros, devido a alta barreira rotacional energética
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Tabela 1. Identificacdo e rendimentos das novas substancias 2-isoxazolinicas

sintetizadas
Substancia R! R? Rendimento (%)
2a Cl Cl 54
2b Cl F 52
2c Cl OMe 49
2d F Cl 56
2e F F 53
2f F OMe 40
6a F - 86
6b Cl - 77
7a F - 78
7b Cl - 92
8a F - 74
8b Cl - 82

das ligacdes amidicas e carbamidicas, deixa os espectros de RMN
complexos.'® No entanto, quando os espectros foram obtidos a 60
°C, ocorreu total coalescéncia dos sinais de rotameros. Outra pecu-
liaridade dos espectros de RMN foi a deformac@o e alargamento do
sinal de H6, assim como de outros hidrogénios exociclicos do biciclo
e também baixa resolucio dos sinais dos carbonos do anel biciclico.

Os hidrogénios diastereotdpicos do grupamento hidroximetila
dos alcodis 6 apresentaram-se como dubletos em RMN 'Hem 4,35 e
4,45 ppm, respectivamente, com uma constante de acoplamento de 14
Hz, enquanto que o carbono metilénico da hidroximetila dos alcodis
apresentou um deslocamento quimico préximo de 55 ppm. Os alcodis
6 também apresentaram nos espectros de IV bandas caracteristicas
em torno de 3505 cm!, relativamente finas e intensas, caracterizando
o estiramento da ligagdo O-H do grupamento hidroximetila em C3,
além do desaparecimento da banda intensa em 1715 cm™ , referente
a carbonila do éster em C3.

A oxidag@o de Swern dos alcodis 6 foi muito bem sucedida e os
respectivos aldeidos 8 foram caracterizados, principalmente pelos
sinais em 9,8 e 185 ppm nos espectros de RMN 'H e '*C, respectiva-
mente. Em relacdo aos espectros no IV, os aldeidos 8 apresentaram
uma banda intensa em 1710 cm!, caracteristica do estiramento da
carbonila do aldeido, que ndo havia no dlcool de partida.

As reacdes de condensagdo dos aldeidos 8 com as fenil-hidrazinas
para-substituidas proporcionaram a formag@o de um unico produto.
Muito provavelmente, apenas a hidrazona diastereoisomérica de
configura¢do E tenha sido formada, devido a questdes cinético-
termodindmicas. Como isoxazolil-hidrazonas ainda ndo foram
descritas na literatura, ndo ha como fazer analogia de deslocamentos
quimicos dos hidrogénios HC=N de outras hidrazonas, que porven-
tura ja possuissem sua estereoquimica relativa determinada, visto
que se tem uma peculiaridade estrutural, pois a fungdo hidrazona,
nas moléculas sintetizadas, pertence a uma espécie de heterodieno
associado a isoxazolina. Outro fato € que os hidrogénios HC=N tém
seus sinais geralmente coincidentes com os sinais dos hidrogénios
aromadticos, sendo detectada a presenga dos mesmos pela integracio
dos sinais. Diante desses fatos, se faz necessdria a obten¢ao de cristais
das hidrazonas, para a obtencdo da difracdo de raio-X das mesmas,
visando a confirmacao da estereoquimica relativa. No entanto, todas
as hidrazonas isoxazolinicas 2 apresentaram um singleto préximo a
11 ppm em RMN 'H, correspondendo ao hidrogénio NN-H da funcéo
hidrazona, conforme deslocamentos quimicos descritos na literatura
para NN-H de outras hidrazonas.’> Com relac¢@o aos espectros no IV,
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bandas finas e relativamente intensas, correspondentes ao estiramento
NN-H, estdo presentes entre 3240-3270 cm™' confirmando, assim, a
funcdo hidrazona nas estruturas dos hibridos 2. Todos os interme-
didrios inéditos, alcodis 6, aldeidos 8, assim como as hidrazonas 2,
apresentaram os respectivos picos M* + 1, com alta resolugdo, nos
espectros de massas obtidos por LCMS-IT/TOF, tendo como fonte
de ionizagdo electrospray (ESI).

Parte biologica

No que concerne a avaliag¢do bioldgica, as isoxazolil-hidrazonas
2a e 2d foram submetidas preliminarmente ao estudo de toxicidade
aguda.'” Todos os aspectos reacionais de uma substincia no orga-
nismo vivo devem ser considerados, quanto aos sinais e sintomas de
intoxicacdo e o percentual de mortalidade para o cdlculo de doses
letais. Estes valores sdo calculados estatisticamente a partir de dados
obtidos experimentalmente, correlacionando as doses das substancias
e a mortalidade dos animais.

As hidrazonas 2a e 2d revelaram-se de baixa toxicidade na dose de
1500 umol/kg. Foram observados alguns efeitos depressores do sistema
nervoso central, comuns a todos os grupos de animais, como ptose,
sonoléncia, contor¢des abdominais, abaixamento do trem posterior
e diminuicdo da frequéncia respiratéria. No entanto, nenhum animal
veio a 6bito na dose testada apds o periodo determinado de observag@o,
nao sendo possivel, portanto, a determinacgdo da DL,. Desta maneira,
pode-se concluir que as novas isoxazolil-hidrazonas possuem baixa
toxicidade, quando testadas na dose dez vezes superior a dose que apre-
sentou uma excelente atividade terapéutica (atividade antinociceptiva).

Com relacdo a atividade antinociceptiva, as isoxazolil-hidrazonas
2a-f, administradas por via intraperitoneal, na dose de 150 umol/kg,
inibiram significativamente as contor¢des abdominais induzidas por
dcido acético em relagdo ao controle (Tabela 2)."1

Tabela 2. Percentual de inibi¢ao das hidrazonas no teste de contor¢des abdo-
minais induzidas por dcido acético

Isoxazolil-hidrazonas Inibicdo Meédias das contor¢des

(150 umol/kg) (%) (xE.P)*
2a 85,8 9,8+ 1,4

2b 69,6 21,022

2c 72,0 192+ 1,3

2d 69,3 21,2+3,0

2e 72,1 19.2+19

2f 76,0 16,4 +2,5
Dipirona (padrio) 59,3 28,1 +2.8
Controle (salina) - 69,1 +2,1

*Resultados significativos para o nivel de p<0,05.

Os farmacos que produzem efeitos analgésicos podem atuar em
nivel periférico e central, seja modulando ou inibindo a sintese de
substancias mediadoras da inflamag@o.

A algesia induzida por administracdo intraperitoneal de acido
acético em camundongos ¢ um modelo de efeito periférico e ndo
especifico, envolvendo a liberag@o de prostaglandinas, serotonina,
bradicinina, substancia P e mediadores do sistema simpético."”

Os percentuais de inibi¢do foram calculados através da férmula:
Percentual de inibi¢ao = (1-Vt/Vc)x100, onde Vt e Vc representam,
respectivamente, a média das contorgdes dos grupos tratados de ca-
mundongos e a do controle. Os percentuais de inibi¢do, assim como
as médias das contor¢des resultantes da administragio das isoxazolil-
hidrazonas testadas, estdo sumarizados na Tabela 2.
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Os resultados de atividade antinociceptiva mostraram que na dose
de 150 umol/kg as isoxazolil-hidrazonas 2a-f apresentaram excelentes
resultados quando comparados a dipirona, que foi utilizada como
farmaco padrdo. A inibicdo das contor¢des abdominais propiciadas
pelas isoxazolil-hidrazonas 2a-f ¢ sugestiva do bloqueio da reagio
dolorosa por mecanismo periférico, através da inibi¢ao da liberagao
de prostaglandinas e mediadores do simpdtico. Essas consideragdes,
embora pertinentes, ndo permitem atribuir o mecanismo exato de
atividade antinociceptiva das substancias testadas, mas indicam uma
possibilidade de estudos posteriores, onde testes especificos serdo
realizados, para aprofundamento acerca do mecanismo de acio.

PARTE EXPERIMENTAL
Parte quimica

As reacdes de sintese do enecarbamato, a de cicloadi¢do 1,3-di-
polar, as de formacdo dos alcodis e as de formagao dos aldeidos sdo
extremamente sensiveis a umidade e foram realizadas sob atmosfera
de argdnio, em aparato previamente seco em estufa por 4 h (120 °C).
As reagdes de sintese das hidrazonas ndo tiveram essas precaucdes
em relagdo a umidade.

Cloroférmio foi tratado previamente com cloreto de calcio anidro
e trietilamina foi tratada com hidreto de calcio e destilados antes
do uso. Metanol foi seco com Mg°/I,. THF foi tratado com sédio/
benzofenona e destilado imediatamente antes do uso. DMSO foi
seco sobre peneira molecular 4 A, previamente seca em estufa por
24 h. Etanol absoluto foi utilizado nas reagdes de condensacgio dos
aldeidos com as fenil-hidrazinas, sem necessidade de pré-secagem.

As reacdes de hidrogendlise foram realizadas sob pressdo po-
sitiva de hidrogénio, borbulhando-se o gis no meio reacional por
cercade 1 h.

Acetato de etila e hexano, utilizados nas cromatografias em
coluna, foram bidestilados.

A andlise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi
efetuada em cromatofolhas de aluminio (gel de silica 60), com es-
pessura de 0,2 mm, contendo indicador para 254 nm. A visualizagio
das manchas foi efetuada com ldmpada de UV ENF — 2400 C/F e/
ou 4cido fosfomolibdico 7% em etanol, seguido de aquecimento ou,
ainda, por absorc¢io de iodo.

As colunas cromatogréficas foram empacotadas com gel de silica
60 (230-400 mesh) e eluidas sob pressao (Flash).

Os produtos sélidos tiveram seus pontos de fusdo aferidos em
aparelhos Polax WRS-1 e ndo foram corrigidos.

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos em aparelhos
Bruker IFS 66 (transformada de Fourier), com as frequéncias de absor-
¢do sendo expressas em cnr'!, utilizando-se pastilhas ou janelas de KBr.

Os espectros de RMN 'H e *C foram obtidos em aparelhos Varian
Unity 300 MHz. Os deslocamentos quimicos (8) sdo expressos em
ppm, tendo como padrdo interno o tetrametilsilano ou CHCI, para
RMN 'H e DMSO ou CDCI, para RMN "*C. Os sinais dos espectros
de RMN 'H sao designados da seguinte forma: deslocamento quimico
(ppm), multiplicidade (s = singleto, d = dubleto, dl = dubleto largo,
t = tripleto, tl = tripleto largo, q = quarteto, dd = duplo dubleto, m
= multipleto, sl = sinal largo), constante de acoplamento (Hz) e
nimeros de hidrogénios.

Os espectros de massas de alta resolucdo (HRMS) foram obtidos
em aparelho Shimadzu LCMS IT/TOF, bomba LC 20AD, injetor Sil-
20 A, tendo como fonte de ionizacdo electrospray (ESI).

Procedimento experimental para a redugdo do éster. Sintese do
dlcool 6a
A uma solu¢do do éster 7a (3,767 g; 12,30 mmol) em metanol
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(180 mL), a 0 °C e vigorosa agitagdo, adicionou-se NaBH, (1,397
g; 36,92 mmol) em pequenas por¢des. Apds a adi¢do, deixou-se em
agitacdo por cerca de 1 h a 0 °C e depois 40 min a t.a. A reacdo foi
monitorada por CCD, onde se visualizou a formagao do dlcool desde
o inicio da adi¢do do NaBH, Apds completo consumo do éster 7a,
remocao do metanol e solubiliza¢do do produto em 50 mL de acetato
de etila, foram adicionados 30 mL de solugdo saturada de NaCl,
procedendo-se a extracéio com acetato de etila (3 x 40 mL). As fases
organicas foram combinadas e secas sobre MgSO, anidro. Apds
filtracdo e remogao do solvente, obteve-se um 6leo incolor bastante
viscoso, que, apds ser submetido a cromatografia em coluna flash (gel
de silica, AcOEt/hexano 7:3), foram obtidos 2,600 g do respectivo
alcool puro 6a, com um rendimento de 86%; Rf =0,1 (acetato de etila/
hexano 1:1); RMN 'H (DMSO-d,, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca
de rotameros: 2,06 (m, 1H); 2,27 (dd; J = 12,6, J=15,7 Hz; 1H); 3,00
(m, 1H) rotamero em 3,40; 4,00 24,20 (m, 2H); 4,24 (m, 2H); 5,39 (t;
J=6,0; 1H OH); 6,03 (d; J =7,5; 1H); rotamero em 6,53; 7,33 (m;
2H); 7,67 (m; 2H); RMN “C (DMSO-d, 8, ppm, 75 MHz, t.a.): 25,9
(CH,) rotamero em 27,3; 43,5 (CH,) rotamero em 47,4; 52,8 (CH)
rotamero em 50,8; 55,2 (CH,); 92,7 (CH) rotamero em 90,1; 115,3
(d; J=21; CH); 130,3 (CH); 132,1 (C); 159,9 (C=N); 164,7 e 161,5
(d; J =240, C); 167,9 (C=0); IV (janela de KBr, cm™), principais
sinais: 3506, 3052, 2970, 2884, 1639, 1597, 1500, 1415, 1210, 1153,
845; HRMS-ESI-IT/TOF (m/z): M* + H, calc. para C;H,;FN,O;:
265,0988; encontrado: 265,0990 6b: 6leo incolor, 77% rendimento,
Rf=0,11 (acetato de etila/hexano 1:1); RMN 'H (CDC1375, ppm, 300
MHz, t.a.), presenca de rotdmeros: 2,00 a 2,20 (m, 1H); 2,30 (dd, J
=13;J=5,7; 1H); 2,90 a 3,65 (m, 2H); 4,00 (m, 1H); 4,35 (d; J =
14,1; 1H); 4,44 (d; J = 14,1; 1H); 5,97 (d; J = 7,0; 1H) rotamero em
6,72; 7,40 (d; J = 8,1; 2H); 7,64 (dl; J = 8,1; 2H). RMN "*C (CDCI,
d, ppm, 75 MHz, t.a.): 26,7 (CH,); 43,4 (CH,) rotdmero em 47,0; 52,6
(CH); 56,8 (CH,); 93,3 (CH) rotdmero em 91,0; 128,6 (CH); 129,6
(CH); 133,3 (C); 136,9 (C); 158,9 (C=N); 169,1 (C=0); IV (janela
de KBr, cm™), principais sinais: 3508, 3080, 2970, 2888, 1632, 1590,
1505, 1420, 1215, 848. HRMS-ESI-IT/TOF (m/z): M* + H, calcd.
para C,;H,,CIN,O;: 281,0693; encontrado: 281,0703.

Procedimento experimental para a oxidag¢do de Swern. Sintese do
aldeido 8b

Foram adicionados a um baldo, 1,2 mL de cloreto de oxalila
(14,18 mmol) e 26 mL de CH,CI, seco e deixou-se sob agitagdo e
atmosfera de argdnio a —60 °C. Paralelamente, foram preparadas
duas solucdes; a primeira (solugo 1) contendo 2 mL. de DMSO seco
(28,15 mmol) em 6 mL de CH,Cl, e a segunda (solucdo 2) contendo
o dlcool 6b (3,172 g; 11,3 mmol) em 7 mL de CH,CI,. A solugdo
1 foi adicionada ao baldo reacional, permanecendo em agitagdo por
2 min. Em seguida, a solu¢fo 2 foi adicionada lentamente ao baldo
reacional durante 5 min, permanecendo em agitagdo por 15 min
adicionais. Em seguida, adicionou-se a trietilamina (8 mL, 57,50
mmol), deixando-se a rea¢do em agitagdo por 5 min. Através de CCD
verificou-se que todo o dlcool havia sido consumido, evidenciando-
se a formacdo do aldeido 8b. Apés remogdo do solvente, o produto
bruto foi submetido a cromatografia em coluna flash (gel de silica
AcOET/hexano 1:4), no qual foram obtidos 2,350 g do aldeido 8b
puro, correspondendo a um rendimento de 74%. Sélido amorfo
amarelo, Rf = 0,43 (acetato de etila/hexano 2:3), p.f = 117-119 °C.
RMN 'H (DMSO-d, 6, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotimeros:
2,00 a 2,40 (m, 2H); 3,07 (m, 1H) rotamero em 3,94; 4,16 (m, 2H);
6,30 (d; J = 6,6; 1 H) rotamero em 6,81; 7,61 (sl; 4H); 9,81 (s, 1H).
RMN "C (DMSO-d; 8, ppm, 75 MHz, t.a.): 26,2 (CH,) rotimero em
27,6; 43,6 (CH,) rotamero em 46,7; 48,6 (CH) rotdmero em 47,3; 96,9
(CH) rotamero em 94,0; 128,6 (CH); 129,6; (CH); 134,0 (C); 1354
(C); 159,8 (C=N); 167,8 (C=0), 185,0 (C=0): IV (pastilha de KBr,
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cm™), principais sinais: 3030, 2980, 2861, 1709, 1626, 1580, 1398,
1250, 1090, 915, 843. HRMS-ESI-IT/TOF (m/z): M* + H, calcd. para
C;H,,CIN,0;: 279,0536; encontrado: 279,0550. 8a: 82% de rendi-
mento, sélido amorfo amarelo, pf.= 112-115 °C, Rf = 0,45 (acetato de
etila/hexano 2:3), RMN 'H (CDCI, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga
de rotameros: 2,10-2,20 (m, 2H); 3,13 (sl; 1H) rotdmero em 3,66;
4,04 (t; J=8,1; 1H); 4,44 (sl; 1H); 6,24 (sl; 1H); 7,12 (t; J = 8.,4; 2H);
7,69 (sl; 2H); 9,88 (s, 1H); RMN “C (CDCI, 8, ppm, 75 MHz, t.a.):
27,3 (CH,); 43,4 (CH,); 48,4 (CH); 97,1 rotamero em 94,3; 115,6 (d;
J=21; CH); 130,5 (CH); 132,0 (C); 159,1 (C=N); 162,5 e 165,8 (d;
J =250, C); 168,6 (C=0); 185,2 (C=0); IV (pastilha de KBr, cm™),
principais sinais: 3048, 2960, 2857, 1710, 1626, 1590, 1388, 1230,
854. HRMS-ESI-IT/TOF (m/z): M* + H, calcd. para C,;H, FN,O;:
263,0832; encontrado: 263,0847.

Procedimento experimental para a reagdo de condensagdo. Sintese
da hidrazona 2a

Foram adicionados em um baldo 20 mL de etanol absoluto e
p-clorofenil-hidrazina (0,257 g; 1,80 mmol). Apds completa solubi-
lizacdo, sob agitacdo e a t.a., foram adicionadas duas gotas de HCI
concentrado e, em seguida, o aldeido 58a (0,500 g; 1,80 mmol), solu-
bilizado em 10 mL de etanol. A reacdo permaneceu em agita¢ao por
cerca de 40 min quando, através da CCD, se detectou total consumo
do material de partida e formacao da hidrazona 2a. Adicionou-se agua
gelada ao baldo reacional, o que proporcionou intensa precipitagdo do
produto, obtendo-se o sélido bruto apds filtragdo em funil sinterizado.
O processo de purificacio foi realizado através da solubilizacio das
impurezas em acetato de etila a temperatura de 60 °C e sucessivas
filtragdes, obtendo-se 0,390 g da hidrazona 2a, correspondendo a
um rendimento de 54%. A hidrazona 2a foi seca em estufa a 45 °C
durante 24 h. Sélido branco amorfo, P.f. = 227-229 °C, Rf = 0,51
(acetato de etila/hexano 2:3). RMN 'H (DMSO-d,, 4, ppm, 300 MHz,
t.a.), presenca de rotameros: 2,26 (m, 1H); 2,51 (m, 1H) coincide com
sinal do DMSO; 3,07 (m, 1H) — rotdmero em 3,40 coincidindo com
H,O do DMSO:; 4,00-4,40 (m, 2H); 6,13 (sl; 1H) - rotdmero em 6,64;
7,03 (sl, 2H); 7,27 (sl, 2H); 7,40-7,80 (m, 5H); 11,00 (s, IH); RMN
13C (DMSO-d, §, ppm, 75 MHz, t.a.): 27,3 (CH,) rotdmero em 28,7;
43,5 (CH,) rotamero em 47,5; 51,4 (CH) rotamero em 49,5; 93,7
(CH) rotamero em 91,1; 113,8 (CH); 123,5 (CH); 127,1 (C); 128,4
(CH); 129,0 (CH); 129,6 (HC=N); 134,2 (C); 135,3 (C); 142,9 (C);
157,8 (C=N); 167,8 (C=0). IV (pastilha de KBr, cm™), principais
sinais: 3246, 3095, 3020, 2870, 1628, 1553, 1487, 1424, 1250, 1090,
848. HRMS-ESI-IT/TOF (m/z): M* + H, calcd. para C,,H (CL,N,O,:
403,0728; encontrado: 403,0735. 2b: 52% de rendimento, sélido
amorfo amarelo pdlido, Rf = 0,49 (acetato de etila/hexano 2:3), p.f
=221-222°C,RMN 'H (DMSO-d, §, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga
de rotameros: 2,27 (m, 1H); 2,45 (m, 1H) coincide com sinal DMSO;
3,09 (m, 1H) rotdmero em 3,41 coincidindo com H,0O do DMSO; 4,00
a 4,40 (m, 2H); 6,13 (d; J= 6; 1H) rotimero em 6,64; 6,69 a 7,40 (m,
4H); 7,45 a 8,00 (m, 5H); 10,92 (s, 1H). RMN "C (DMSO-d, , ppm,
75 MHz, t.a.): 27,4 (CH,) rotamero em 28,8; 43,6 (CH,) rotamero
em 47,3; 51,5 (CH) rotamero em 49,7; 93,7 ppm (CH) rotamero
em 91,1; 113,5 (CH); 116,0 e 115,7 (d; J = 22; CH); 126,3 (CH);
128,5 (CH); 129,7 (HC=N); 134,3 (C); 135,3 (C); 140,7 (C); 158,2
e 155,0 (d; J =240, C); 157,3 (C=N); 167,9 (C=0). IV (pastilha de
KBr, cm™), principais sinais: 3243, 3120, 3030, 2943, 1618, 1550,
1497, 1424, 1250, 1209, 1147, 856. HRMS-ESI-IT/TOF (m/z): M* +
H, calcd. para C ,H,,CIFN,O,: 387,1024; encontrado: 387,1029. 2c¢:
49% de rendimento, s6lido amorfo ocre claro, Rf = 0,44 (acetato de
etila 2:3), p.f. = 190-192 °C, RMN 'H DMSO-d,, §, ppm, 300 MHz,
t.a.), presenca de rotameros: 2,26 (m, 1H); 2,45 (m, 1H) coincide
com DMSO; 3,07 (m, 1H) rotdmero em 3,40 coincidindo com H,0
do DMSO; 3,70 (s, 3H); 4,00 a 4,40 (m, 2H); 6,11 (sl, 1H) rotamero
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em 6,61; 6,80 a 7,30 (m, 4H); 7,40 a 8,00 (m, 5H); 10,82 (s, 1H);
RMN "*C (DMSO-d, , ppm, 75 MHz, t.a.): 27,4 (CH,) rotimero em
28,7; 43,6 (CH,) rotamero em 47,3; 51,7 (CH) rotimero em 49,8;
55,2 (CH,); 93,5 (CH) rotamero em 90,9; 113,5 (CH); 114,7 (CH);
124,8 (CH); 128,5 (CH); 129,6 (HC=N); 134,3 (C); 135,2 (C); 137,9
(C); 153,5 (O); 158,1 (C=N); 167,9 (C=0); 1V (pastilha de KBr,
cm™), principais sinais: 3270, 3246, 3048, 2890, 2851, 1628, 1570,
1502, 1428, 1229, 853. HRMS-ESI-IT/TOF (m/z): M* + H, calcd.
para C,(H,,CIN,O;: 399,1224; encontrado: 399,1232. 2d: 56% de
rendimento, sélido amorfo branco, p.f.= 232-234 °C, Rf = 0,51 (ace-
tato de etila/hexano 2:3), RMN 'H (DMSO-d, §, ppm, 300 MHz, t.a.),
presenca de rotameros: 2,26 (m, 1H); 2,43 (m, 1H) coincide com sinal
DMSO; 3,07 (m, 1H) rotamero em 3,46 ppm, coincidindo com H,O
do DMSO; 4,15 (m, 1H); 4,27 (tl, J = 8,0; 1 H); 6,15 (d; J = 6,3; 1H)
rotamero em 6,65; 7,03 (d, J = 8,1; 2H); 7,30 (m, 5H); 7,71 (sl, 2H);
11,03 (s, 1H); RMN "*C (DMSO-d, 8, ppm, 75 MHz, t.a.): 27,4 (CH,)
rotdmero em 28,7; 43,6 (CH,) rotamero em 47,3; 51,4 (CH) rotamero
em 49,5; 93,9 (CH) rotamero em 91,2; 113,8 (CH); 1154 (d; J = 21;
CH); 123,5 (C); 127,3 (CH); 129,1 (CH); 130,3 (HC=N); 132,0 (C);
143,0(C); 157,9 (C=N); 164,8 ¢ 161,5 (d; J=247,C); 167,9 (C=0).1V
(pastilha de KBr, cm™), principais sinais: 3254, 3090, 3040, 2875, 1625,
1600, 1565, 1485, 1247, 1159, 852. HRMS-ESI-IT/TOF (m/z): M* + H,
calcd. para C,,H,CIFN,O,: 387,1024; encontrado: 387,1034. 2e: 53%
de rendimento, sélido amorfo ocre claro, p.f.= 227-229 °C, Rf= 0,46
(acetato de etila /hexano 2:3); RMN 'H (DMSO-d, §, ppm, 300 MHz,
t.a.), presenga de rotameros: 2,26 (m, 1H); 2,40 (m, 1H) coincide com
sinal DMSO; 3,08 (m, 1H) — rotdmero em 3,43 coincidindo com H,0
do DMSO; 4,00 a 4,40 (m, 2H); 6,14 (sl, 1H) rotamero em 6,65; 6,90
a7,50 (m, 6H); 7,70 (s1, 3H); 10,93 (s, 1H); RMN “C (DMSO-d, 3,
ppm, 75 MHz, t.a.): 27,4 (CH,) rotdmero em 28,7; 43,6 (CH,) rotamero
em 47,4; 51,5 (CH) rotdmero em 49,6; 93,8 (CH) rotamero em 91,5;
113,5 (CH); 115,9 (d; J=22; CH); 115,4 (d; J =22; CH); 126,4 (CH);
130,3 (HC=N); 132,0 (C); 140,7 (C); 158,2 e 155,1 (d; J = 232, C);
157,8 (C=N); 164,8 e 161,5 (d; J=247; C); 167,7 (C=0); IV (pastilha
de KBr, cm), principais sinais: 3240, 3125, 3041, 2898, 1630, 1565,
1503, 1429, 1260, 1210, 1205, 1152, 850. HRMS-ESI-IT/TOF (m/z):
M* + H, calcd. para C,H,;F,N,0,: 371,1319; encontrado: 371,1325.

Parte biologica

Todos os resultados foram expressos em média + erro padrdo da
média. No estudo da atividade antinociceptiva utilizou-se analise de
variancia (ANOVA) e as diferencas foram consideradas significativas
quando p<0,05.

Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus),
machos, com aproximadamente 60 dias de vida, variando de 25 a 30
g, oriundos do Biotério do Departamento de Antibiéticos da Uni-
versidade Federal de Pernambuco, registrado no COBEA (Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal) sob n°® 18. Os animais foram
divididos em grupos e mantidos em caixas pldsticas a temperatura 23
+2°C com ciclos claro/escuro de 12 em 12 h, recebendo rag@o padrao
e dgua ad libitum, estando em jejum de 4 h antes dos experimentos.

Toxicidade aguda

Os camundongos foram separados em grupos de 6 animais. Em
seguida, as substancias 2a e 2d foram administradas por via intrape-
ritoneal na dose de 1500 mg/kg. A observacao dos efeitos toxicos foi
efetuada com os animais em livre movimentag@o, em superficie plana,
por um periodo inicial de 60 min. Apds esse periodo, os animais foram
ainda observados durante 24 h para registro do indice de mortalidade
de cada grupo e durante 14 dias para observagdes gerais.'®
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Atividade antinociceptiva

A atividade antinociceptiva foi verificada através do teste de
contor¢do abdominal induzida pelo dcido acético. Os animais foram
arranjados aleatoriamente (6 camundongos por grupo). Cada grupo
foi pré-tratado, por via intraperitoneal, com uma das hidrazonas 2a-f
(150 pmol/kg) e a substancia padrdo dipirona (150 umol/kg), 60 min
antes do teste. O grupo controle recebeu o veiculo (salina). Acido
acético 1% foi injetado dentro da cavidade peritoneal dos animais,
para induzir contra¢des da musculatura abdominal e/ou alongamento
dos membros posteriores. Dez minutos apds a inje¢do do dcido acé-
tico, os camundongos foram colocados individualmente em caixas
transparentes, registrando-se o nimero de contor¢des abdominais
durante 20 min. A percentagem de inibi¢do foi calculada mediante a
redu¢do do nimero de contorgdes totais nos grupos pré-tratados em
rela¢do ao grupo controle.'®

CONCLUSAO

Neste trabalho, foi explorado quimica e biologicamente o novo
heterobiciclo pirrolidina[3,2-d]-2-isoxazolina, através da aplicagio
sintética deste nicleo na obtencdo de derivados hidrazonas. Novos
aldeidos isoxazolinicos, obtidos a partir do cicloaduto da reacdo de
ciclodi¢do 1,3-dipolar entre enecarbamato endociclico e N-6xido de
nitrila, foram condensados com fenil-hidrazinas, obtendo-se novas
isoxazolil-hidrazonas, que possuem dois sitios distintos de subs-
tituicéio, visando a variag@o estrutural das mesmas. Rendimentos
otimos foram obtidos nas etapas de sintese dos aldeidos, enquanto
que na etapa de condensac¢do entre os aldeidos e as fenil-hidrazinas,
rendimentos moderados foram obtidos, devido a problemas no iso-
lamento dos produtos.

As avaliacdes bioldgicas preliminares das novas isoxazolil-
hidrazonas mostraram que as mesmas possuem baixa toxicidade e
excelente atividade antinociceptiva, quando comparadas ao farmaco
padrdo dipirona. Estes resultados sdo bastante promissores e cor-
roboram resultados anteriores, relativos a atividade bioldgica da
isoxazolina aza-biciclica. Diante dos resultados obtidos, a série de
isoxazolil-hidrazonas deverd ser expandida, visando uma variagio
estereoeletronica das mesmas e testes especificos de atividade anal-
gésica, para uma possivel determinac¢@o do mecanismo de agdo, assim
como testes anti-inflamatdrios, entre outros, deverdo ser realizados.
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