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RESUMO

O numero de alcaloides que contém o esqueleto tetrahidroisoquinolinico 1-
substituido é extenso e a impressionante versatilidade farmacol6gica desta
classe desperta o interesse nos farmacologistas experimentais. Aplicando a
consagrada reacdo de Pictet-Spengler obtivemos quatro alcaloides fenil
tetrahidroisoquinolinicos dos quais trés sdo inéditos. Dois deles obtidos com
excelente rendimento (93,45%) em uma Unica etapa.

onde, R = OMe 0U H

Partindo-se de alilbenzenos que inicialmente passaram por uma isomerizacao
seguida de oxidacao via reacdo de Limieux-Johnson, foram obtidos os outros

dois alcaloides com rendimento global de 50%.

MeO Picted-Spengler

onde, Ri=R,= o N9 ou R;=OMeeR,=H

Em modelo experimental de inflamacdo aguda, a 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-
metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina  (MTHP) reduziu significativamente
(p<0,05) a migracéo celular para a cavidade abdominal de camundongos bem
como a liberacdo dos mediadores pro-inflamatérios (TNF-a, IL-1 e IL-6) em
uma dose cento e trinta e oito vezes menor que a dose de AAS administrada
(200mg/Kg i.p.). MTHP provoca hipotensdo em ratos normotensos né&o
anestesiados, que pode ser atribuida a participacdo de derivados do endotélio,
incluindo fatores de NO e metabolitos COX. Estes dados sugerem que MTHP
tem efeitos anti-inflamatorios e hipotensores relacionados a diferentes

mecanismos, e novos estudos sao necessarios para explorar seu potencial.

Palavras-chave: Alcaldides Feniltetrahidroisoquinolinicos, Reac¢do de Pictet-

Spengler, Reag¢do de Limieux-Johnson, anti-inflamatorio, hipotensor.



ABSTRACT

The number of alkaloids containing the 1-substituted tetrahydroisoquinoline
skeleton is extensive and impressive versatility of this pharmacological class
arouses interest in experimental pharmacologists. Applying the consecrated
Pictet-Spengler reaction of four phenyltetrahydroisoquinoline alkaloids was
obtained, three of which are unpublished. Two of them obtained with excellent
yield (93.45%) in one step.

MeOQ,
2 R
NHy — =~ =
R 2

Picted-Spengler

onde, R =0OMe ou H

Starting from allylbenzene that initially passed through an isomerization
followed by oxidation by applying the Limieux-Johnson reaction were obtained

from two other alkaloids with an overall yield of 50%.

s e
m Ry // e
MeO NH; ——————>

onde, Ri=Ry= o N9 ou R;=OMeeR,=H

In  experimental models of acute inflammation, the 1-(3-methoxy-4-
hydroxyphenyl)-7-methoxy-1,2,3,4,tetrahydroisoquinoline (MTHP) significantly
reduced (p <0.05) cell migration into the abdominal cavity of mice and the
release of pro-inflammatory mediators (TNF-a, IL-1 and IL-6) in a dose one
hundred thirty-eight times lower dosage than the dose of aspirin administered
(200 mg/Kg).The MTHP causes hypotension in non-anesthetized normotensive
rats, which can be attributed to the participation of endothelium-derived factors,
including NO and metabolites COX. These data suggest that MTHP has anti-
inflammatory and hypotensive effect related to different mechanisms, and

further studies are needed to explore its potential.

Keywords: Phenyltetrahydroisoquinoline Alkaloids, Pictet-Spengler reaction,

Limieux-Johnson reaction, anti-inflammatory, hypotensive.
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1. INTRODUCAO

As isoquinolinas e os seus derivados apresentam diversas atividades
biolégicas e sdo muito utilizadas como agentes antiinfecciosos, anti-
helminticos, anti-hipertensivos, analgésicos, antiinflamatérios e bloqueadores
musculares dentre outras aplicagcdes (SHAMMA, 1972).

A ocorréncia do nucleo isoquinolinico em alcaloides e outros produtos
naturais biologicamente ativos, tendo em vista a impressionante versatilidade
farmacolégica destes compostos, tem despertado interesse nos
farmacologistas experimentais. Em particular, as tetrahidroisoquinolinas 1-
substituidas, embora simples, sdo de grande interesse ndo apenas como
alcaloides em si, mas também como intermediarios chave, Uteis na sintese de
alcaloides mais complexos (AMAT et al., 2010).

As dificuldades para obtencdo e isolamento de quantidades
significativas de alcaloides, indispensaveis para 0s ensaios in-vitro e
principalmente in-vivo, vém de encontro aos animadores resultados
experimentais. O extrativismo vegetal, além de fornecer pequenas quantidades
de substancias, compromete a preservacado da espécie vegetal e representa
um meétodo pouco atraente do ponto de vista econdmico.

Desta forma destacamos a importancia dos métodos sintéticos para
obtencdo destes compostos, que além de viabilizar a producdo em média e
larga escala, oferece a flexibilidade necessaria a preparacdo de analogos e
miméticos que viabilizam ndo s6 os estudos farmacoldgicos in-vivo como nos
oferece a oportunidade de estudos da relacéo estrutura-atividade.

O acesso a este sistema heterociclico tem envolvido historicamente a
aplicacdo da reacédo de Bischler-Napieralski ou de Pictet-Spengler (AWUAH;
CAPRETTA, 2010). A reacdo de Bischler-Napieralski (BISCHLER,;
NAPIERALSKI, 1893) consiste na conversdo de uma pg-ariletlamina na
dihidroisoquinolina correspondente, seguida de reducdo e obtencdo da
isoquinolina (BERGSTROM, 1944). A condensacao de Pictet-Spengler envolve
a adicdo de uma feniletilamina a um aldeido para a formag&o do ion iminio; o

eletrofilo resultante € adequado para a substituicdo aromética e fechamento do
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anel. Sistemas arométicos e substratos que incorporam muitos elétrons tendem
a dar os melhores rendimentos (AWUAH; CAPRETTA, 2010).

No presente trabalho descrevemos uma metodologia experimental
simples, aplicando a reacdo de Pictet-Spengler na sintese de alcaloides fenil
tetrahidroisoquinolinicos inéditos.

Diante do grande numero de relatos descritos na literatura acerca de
alcaloides isoquinolinicos com atividade hipotensora, como a berberina (LI et
al., 2011), discretamina (SILVA et al., 2009), e CPU-23 (DONG et al. 1992) e
anti-inflamatoéria, como a norisoboldina (LUO et al., 2010), YS-51 (CHAEA et
al., 2007) e berberina (Figura 1), testou-se um dos alcaloides obtidos para tais
atividades.

Berberina Discretamine OH

Figura 1 - Alcaloides isoquinolinicos com atividade hipotensora e/ou anti-inflamatdria.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

v

Sintetizar alcaloides fenil tetrahidroisoquinolinicos inéditos.

2.2 Objetivos Especificos

v

Partindo-se de aldeidos e aminas comercialmente disponiveis, aplicar
diretamente a consagrada reacdo de Pictet — Spengler, para obtencao
de alcaloides fenil tetrahidroisoquinolinicos inéditos.

Sintetizar alcaloides fenil tetrahidroisoquinolinicos inéditos partindo-se
de alilbenzenos comercialmente disponiveis, aplicando a reacdo de
Limieux — Johnson para a obtencdo do aldeido correspondente e
submiss@o do mesmo a reacéo de Pictet — Spengler.

Integrar estudos bioldgicos através do fornecimento de material para a

viabilizacdo de estudos farmacoldgicos in-vitro e in-vivo.
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Fundamentacao Tedrica
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3.  FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Alcal6ides Isoquinolinicos.

Alcaloides sdo metabdlitos secundarios produzidos por uma variedade
de organismos, como, bactérias, fungos, animais marinhos, microrganismos e
plantas. Sd&o amplamente distribuidos na natureza, com diversas estruturas,
possuindo importantes atividades farmacolégicas (BHADRA; KUMAR, 2011).

O nome alcaloide vem do conceito de um composto de carater basico e
que contenha pelo menos um atomo de nitrogénio. Uma vez que muitos dos
alcaloides descobertos inicialmente originavam-se de plantas, as definicbes de
alcaloides incluiam estas trés caracteristicas: conter nitrogénio, possuir carater
basico e ser de origem vegetal. Quando as estruturas reais e a origem
biogenética dos alcaloides tornaram-se mais claras, foi adicionado o conceito
de serem derivados de aminoacidos juntamente com a ideia de que o &tomo de
nitrogénio deveria estar inserido em um anel heterociclico. Houve entéo
alcaloides descobertos que eram neutros ou até mesmo acidos (colchicina),
que continham nitrogénio na cadeia (poliaminas), que eram derivados do
ndcleo purina (cafeina), derivados de um acetato (coniina) ou de um precursor
terpenoide com a insercdo de um nitrogénio (solanidina) e estas
caracteristicas, claramente ndo se encaixam em uma definicdo Unica e
abrangente (CORDELL; QUINN-BEATTIE; FARNSWORTH, 2001) (Figura 2).
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Alcaloide
poliaminico

Coniina Colchicina Cafeina

Figura 2 - Diversidade estrutural dos alcaldides

Os alcaloides isoquinolinicos sdo um dos grupos de compostos mais
abundantes no reino vegetal. Os aneis isoquinolinico, tetrahidroisoquinolinico
bem como o tetrahidroisoquinolinico 1- substituido, sdo estruturas comumente
encontradas em uma variedade de produtos naturais e em compostos
biologicamente ativos (AWUAH; CAPRETTA, 2010; AMAT et al., 2010;
GRUNDON, 1976) (Figura 3).

X
_N NH

Isoquinolinico Tetrahidroisoquinolinico

1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina

Figura 3 - Nucleos isoquinolinico, tetrahidroisoquinolinico e tetrahidroisoquinolinico 1-
substituido
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Alguns subgrupos mais importantes sdo as benzilisoquinolinas
representadas pela papaverina, as isoquinolinas oxoaporfinicas representadas
pela liriodenina, e as isoquinolinas azafluoranténicas representadas pela

triclisina (Figura 4).
MeO. MeO.
CIO <Cr (1
N N N
MeO Z 0 2 MeO /
" Q O O
MeO
Papaverina Liriodenina Triclisina

Figura 4 - Papaverina, liriodenina e triclisina

Os alcaloides fenil tetrahidroisoquinolinicos criptostilina I, criptostilina 1l e
criptostilina Il (Figura 5), foram os primeiros alcaloides a serem isolados da

natureza com o grupo fenil em C-1 (GRUNDON, 1976)

| R1 = H, R2 = R3 = OCHzo
| R1=H;R2=R3=OMG
1] R1 = R2 = R3 = OMe

Figura 5 - Criptostilinas I, II, 11l

A maioria dos alcaloides isoquinolinicos é derivada biossinteticamente
dos benzilisoquinolinicos. O esquema 1 mostra a rota biossintética a partir de

L-tirosina, para a formagéo da estrutura benzilisoquinolinica (DEWICK, 1997).
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L-Tirosina
H
NH
HO 2
I
Dopamina )-Fenilacetaldeido
Morcoclaurina Coclaurina
MeO MeO
N
HO HO ™~ HO ~
-
HO HO HO O
OH :
Reticulina 5-(OH)-N-Metilcoclaurina N-Metilcoclaurina

Esquema 1- Rota biossintética para a formacéo da estrutura benzilisoquinolinica a partir da L-
tirosina (DEWICK,1997)

Atualmente estes alcaloides possuem numerosas aplicagbes na
medicina como agentes terapéuticos (STOCKIGT et al. 2011).

As Criptostilinas I-1ll foram isoladas a partir da Cryptostylis fulva e sdo de
consideravel significancia biolégica, numerosos analogos das criptostilinas tém
sido estudados como antagonistas farmacoldgicos para o receptor D1 de
dopamina (MUNCHHOF; MEYERS, 1995).
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A tabela 1 a seguir apresenta mais exemplos, obtidos da literatura, de

alcaloides isoquinolinicos com atividade farmacoldgica, alguns dos quais se

tornaram medicamentos.

Tabela 1- Alcaloides isoquinolinicos que apresentam atividade farmacolégica e biolégica

Atividade
Alcaloides Farmacoloégica/ Referéncias
Bioldgica
0’\
O (CORDELL;
Infeccdo nos QUINN-
NS olhos;dor de barriga; BEATTIE;
_ N@ hipotensora; anti- FARNSWORTH,
MeO o inflamatéria 2001b;CHUN et
OMe Cl al, 1979)
Berberina
OH
OMe
) (SILVA et al.,
Hipotensor 2009)
N
MeO
OH
Discretamine
OMe
HO.
MeO. O N _ (LUO et al.,
Anti-inflamatéria
2010)
HO N
H H

Norisoboldina



Estomacal

OH
Boldina
MeO. I
o ' Antitussigeno e
N analgésico
\
HO
Codeina
MeO.
O N
MeO ‘ ~N
O Antitussigeno
MeO
OMe
Glaucina

Antidepressivo

Glaziovina
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( CORDELL;
QUINN-
BEATTIE;
FARNSWORTH,
2001b)

( CORDELL;
QUINN-
BEATTIE;
FARNSWORTH,
2001b)

(CORDELL;
QUINN-
BEATTIE;
FARNSWORTH,
2001b)

(CORDELL;
QUINN-
BEATTIE;
FARNSWORTH,
2001b)
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HO

/ ( CORDELL;
‘ N QUINN-
(o] o BEATTIE;
Analgésico
FARNSWORTH,
2001b)
HO

Morfina
MeO.

MeO O N\"/\N

) (DONG et al.,
(o) Hipotensor
O O 1992)
MeO
CPU-23
MeO.
X
_N ( CORDELL;
MeO QUINN-
MeO Relaxante muscular  BEATTIE;
O FARNSWORTH,
MeO 2001b)
Papaverina

A importancia destes produtos naturais na descoberta e inspiracdo de
drogas é comprovada e, por conseguinte, a sua sintese € de interesse
significativo (STOCKIGT et al, 2011). Em particular, as tetrahidroisoquinolinas
1-substituidas, embora simples, sdo de grande interesse ndo apenas como
alcaloides em si, mas também como intermediarios chave, Uteis na sintese de

alcaléides mais complexos (AMAT et al., 2010).

3.1.1 Alcaloides Isoquinolinicos com atividade hipotensora

A discretamina (Tabela 1), alcal6ide isoquinolinico isolado de Duguetia
magnolioidea Maas, produziu hipotensdo acompanhada de taquicardia em
ratos normotensivos nao anestesiados. O efeito hipotensor induzido por

discretamina € provavelmente devido a uma vasodilatacdo periférica, pelo
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menos, em parte, devido a libertagdo de NO a partir do endotélio vascular e
ativacdo consequente de guanilil ciclase solavel (GC) nas células musculares
lisas vasculares (SILVA et al., 2009).

A Berberina (Tabela 1) € amplamente distribuida em varias familias
botanicas, tais como Berberidaceae e Papaveraceae, Fumaraceae,
Menispermaceae, e muitas outras (PREININGER, 1986), a infusdo intravenosa
deste alcaloide isoquinolinico em ratos diminuiu a pressdo sanguinea de
maneira dose-dependente e o significativo efeito hipotensivo foi acompanhado
por bradicardia (CHUN; YIP; LAU, 1979).

CPU-23 (1-{1-[(6-metoxi)-naft-2-il]}-propil-2-(1-piperidine)-acetil-6,7-
dimetoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina) (Tabela 1), uma tetrahidroisoquinolina
substituida derivada dos produtos de clivagem da tetrandrina (bis-benzil-
tetrahidroisoquinolina), induziu hipotensdo e bradicardia de maneira dose-
dependente em ratos Sprague-Dawley, espontaneamente hipertensos e em
ratos WKI pareados por idade, normotensos (DONG et al., 1992).

DL-Tetrahidropalmatina (Figura 6), um alcaléide encontrado nas plantas
da espécie Carydalis quando administrado intravenosamente em ratos
anestesiados induziu proporcional hipotenséo, bradicardia e diminuicdo na
liberacdo de serotonina hipotalamica (5-HT) (CHUEH et al, 1995).

OMe

OMe

Figura 6 — Estrutura da DL-Tetrahidropalmatina

3.1.2 Alcaldides Isoquinolinicos com atividade anti-inflamatoria
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A Berberina (Tabela 1) (7, 8, 13, 1l3a-tetradeidro- 9,10-dimetoxi-2,3
metilenodioxi berberinium), inibe o nivel de prostaglandina (PGE;) e a
expressdo de cicloxigenase2 (COX2). Esta atividade anti-inflamatéria foi
evidente in vitro e in vivo (KUO; CHI; LIU, 2004).

Norisoboldina (Tabela 1), alcaloide isoquinolinico majoritario de Radix
Linderae, as raizes secas de Lindera aggregata (familia Lauraceae), inibe a
ativacdo de macréfagos e a consequente producdo de citocinas pro-
inflamatorias (LUO et al., 2010).

YS-51 (1-(B-naftilmetil)-6,7-dihidroxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina)
(Figura 7), alcaloide tetrahidroisoquinolinico sintético, inibe a expressédo da
enzima oOxido nitrico sintase, e a producdo de Oxido nitrico, em osteoblastos
(CHAEA et al., 2007).

Figura 7 - Estrutura quimica de YS-51

3.2 Sintese de Isoquinolinas

O acesso a este sistema heterociclico tem envolvido historicamente a
aplicacdo da reacdo de Bischler-Napieralski ou de Pictet-Spengler (AWUAH;
CAPRETTA, 2010).

3.2.1 Reacdao de Bischler-Napieralski

A reacgédo de Bischler-Napieralski (BISCHLER; NAPIERALSKI, 1893) tem
sido utilizada na sintese total de diversos alcaloides isoquinolinicos, através do
aguecimento de derivados acil da B-ariletilamina com pentoxido de fosforo ou

outros agentes desidratantes, resultando na 3,4 dihidroisoquinolina



correspondente (BERGSTROM, 1944) que na maioria dos casos deve ser

reduzida, pois a maior parte dos alcaloides isoquinolinicos sao 1,2,3,4,

tetrahidroisoquinolinas (CARVALHO, 1995).

Dois mecanismos tém sido propostos para a reacdo de Bischler-

Napieralski. O mecanismo | envolve um intermediario diclorofosforil imino-ester,

enquanto o mecanismo Il envolve um intermediario nitrilio ibénico, ambos

apresentados entre chaves (Esquema 2).

Mecanismo |

cl
Mecanismo Il
)
-Cl
- ®
R. _NH NS
R-—</v H™
N L .wCl
O oA
C! ci c” 0
CI'""ﬁV
o]
-HCI @
-
/N /N
R JH R
)
cl

Esquema 2 - Mecanismo de a¢éo da reacéo de Bischler-Napieralski

-HCI
-PO,CI

Tl
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3.2.2 Reacdao de Pictet-Spengler (RPS)

Em 1911, na Universidade de Genebra, os quimicos Ameé Pictet e
Theodor Spengler aqueceram B-feniletilamina e o formaldeido dimeilacetal na
presenca de acido cloridrico, os dois compostos foram submetidos a uma
reacao de cicloadicdo (PICTET; SPENGLER, 1911).

MeO” “OMe
—h
NH, HCl NH

Esquema 3 - Ciclizacao realizada por Ame Pictet e Theodor Spengler

O novo produto formado foi o alcaloide 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina. A
reacdo foi nomeada reacdo de Pictet-Spengler (RPS), e agora € uma reacédo
ultilizada para a sintese de uma grande variedade de compostos heterociclicos.
Em 2011, a RPS comemorou 100 anos de sucesso nos laboratérios quimicos.
Durante este longo periodo, até os dias de hoje, tornou-se uma das estratégias
sintéticas mais bem sucedidas, especialmente dirigida para a sintese de
isoquinolinas e alcaléides inddlicos (STOCKIGT et al., 2011).

O mecanismo da RPS envolve dois passos fundamentais (Esquema 4):
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R,O R107
R,CHO
NH, acido (‘N\
R,0 R0 &~ H
R,
@
R,0 R1O‘)
NH NH
R,0 R,0
H
2 2

Esquema 4 - Mecanismo de acéo Reacéo de Pictet — Spengler

1) Primeiro a condensacdo de uma pS-feniletlamina com compostos
carbonilicos alifaticos ou aromaticos, sob catalise acida para gerar uma
imina, este passo envolve uma reacdo do tipo Mannich (MANNICH;
HEILNER, 1922) sendo esta uma das metodologias sintéticas mais
importantes para formar ligagbes carbono-carbono entre uma cetona
enolizavel, um aldeido e uma amina secundaria em meio acido, o que a
torna de especial importancia na sintese de alcaloides inddlicos e
isoquinolinicos. Um dos mecanismos aceitos para a reacdo de Mannich é
mostrado no Esquema 5, primeiro ocorre a reacao entre o aldeido e a
amina em meio acido, levando a formacao de um ion iminio intermediario.
Em condicdes acidas, a cetona enolizavel encontra-se em equilibrio com
seu tautdmero endlico, que é suficientemente nucleofilico para atacar o ion
iminio, formando o ion oxénio. O equilibrio seguinte (uma reacdo acido-
base de Bronsted) favorece o sal de aménio do composto pS-
aminocarbonilico (VIEIRA, 2006).
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H R o) R HO R
\ > ®/ > /
H R
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) R1 _>I Z%R»IQ zﬁa)LR1 -— R
H H é N
H H |
OH R

Cetona

Esquema 5 - Mecanismo de acéo da reacao do tipo Mannich

2) O segundo passo consiste na ciclizacdo, por substituicdo eletrofilica
aromatica, sob catdlise acida do cation iminio resultante, para gerar a

1,2,3,4 tetrahidroisoquinolina.

A RPS é usualmente executada em um solvente aprético e na presenca
de um catalisador acido, prossegue mais facilmente quando o anel aromatico
da feniletilamina € ativado por um substituinte doador de elétron (QUEVEDO;
BAQUERO; RODRIGUEZ, 2010), pois estes aumentam a densidade eletronica
do anel aromatico favorecendo o ataque nucleofilico ao intermediario iminio.
Também tem sido proposto que o uso de um catalisador e de um agente
desidratante aumenta o rendimento e a regiosseletividade da reacdo. Nenhuma
relacdo foi estabelecida entre o pH da reacdo e o rendimento ou
regiosseletividade (VANDEN EYNDEN; STAMBULI, 2008).

As condi¢bes suaves e 0s bons rendimentos faz com que esta reacao
seja amplamente utilizada na sintese de uma grande variedade de 1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolinas (VIEIRA, 2006).
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3.3 Oxidacao de Lemieux-Johnson

Esta reacdo foi relatada pela primeira vez por Lemieux e Johnson em
1956 (PAPPO et al, 1956). Trata-se da conversao de olefinas em dois aldeidos
individuais por meio de uma clivagem oxidativa de uma ligacéo dupla carbono-
carbono com tetréxido de 6smio e periodato de sodio (Esquema 6), esta
combinacdo de reagentes € referida como reagente de Lemieux-Johnson
(WANG, 2010). O tetroxido de ésmio € utilizado em quantidades cataliticas,
durante a reacdo ele é constantemente reoxidado pelo periodato de sodio
(SANTOS; MAGALHAES 1991).

H O /O /I-I
0:~0¢ ~:0
S
H/ < o \H
R, X R,
R1 R3 R2 R4
R, R4
e ©
\@o\ O
O O o. 0 05—
R \\\7// \"R \\ // (/ / \_\\3
R2 R4 0// \\
R‘“l' u,,R
Na|04
NaO\” H,O0
iZ° 2 NalO,
0" o \ HO OH
R1“'H"R R1"‘H"R
R> R4 R; R4

Esquema 6 - Mecanismo de acdo Reacado de Lemieux-Johnson
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4. MATERIAL E METODOS

41 Material

Os materiais de partida das rotas sintéticas e todos os reagentes
utilizados no decorrer do trabalho foram obtidos comercialmente através de
diversas empresas fornecedoras Merck, Vetec, Aldrich, Fluka etc.

As reacOes foram realizadas sob agitacdo magnética através de barras
magnéticas recobertas com teflon e placas agitadoras magnéticas com
aguecimento e sob refluxo utilizando manta aquecedora, e coluna de Vigreux.

Os solventes foram removidos em rotaevaporadores sob pressao
reduzida e o solvente residual, em dessecador contendo silica gel acoplado a
bomba de véacuo.

A purificagéo dos compostos foi realizada por cromatografia de adsorgéo
em coluna (CC) utilizando como fase estacionaria, silica gel 60, ART 7734 da
MERCK, de particulas com dimens6es entre 0,063-0,200 mm, tendo como
suporte colunas de vidro cilindricas cujas dimensdes variaram de acordo com a
guantidade de amostra a ser cromatografada. O acompanhamento reacional foi
realizado através de cromatografia analitica em camada delgada (CCDA), em
cromatofolhas com silica gel 60 Fzs4 suportada em placa de alumino MERCK
(com revelador para UV e espessura de 0,2 mm). A visualizagcdo dos
compostos ocorreu através dos seguintes reveladores:
(NH4)4CE(SO4)4/(NH4)6M07024/H,SO4/H,O  (0,2/0,5/1,2/18,8), 0,5%  de
dinitrofenilhidrazina em HCI 2M e/ou pela exposicdo das placas a lampada de
irradiacdo ultravioleta com dois comprimentos de onda (254 e 366 nm) por
meio de aparelho MINERALIGHT, modelo UVGL-58.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN de 'H) e
Ressonancia Magnética Nuclear de *C (RMN de *3C) uni e bidimensionais
foram obtidos em espectrometro MERCURY-VARIAN (LMCA/UFPB) operando
a 200 MHz (*H) e 50 MHz (**C) e VARIAN- NMR-SYSTEM (LMCA/UFPB)
operando a 500 MHz (*H) e 125 MHz (**C). As amostras para andlise foram

preparadas dissolvendo-as em cloroférmio deuterado (CDCIl3) da MERCK. Os
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deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
foram referenciados para RMN de 'H pelos picos caracteristicos dos
hidrogénios pertencentes as fracdes ndo deuteradas do solvente cloroformio
(54 = 7,24 ppm). Para os espectros de RMN de *3C, estes mesmos parametros
foram utilizados, cloroférmio (¢ = 77,00 ppm).

As multiplicidades das bandas de RMN 'H foram indicadas segundo as
convengoes: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), m (multipleto).

4.2 Métodos
4.2.1 Sintese dos alcaloides feniltetrahidroisoquinolinicos

42.1.1 Sintese da 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidro

isoquinolina.
@
N
/O Me0/©/j ~H
—_—
NH
MeO 2 DCM

OMe { 5 72n OMe
OH OH

Em baldo de fundo redondo de 50mL, seco, equipado com agitacado
magnética, colocou-se DCM recém destilado (15mL), adicionou-se peneira
molecular 4A (2g9), 4-metoxifeniletilamina (2g; 13,22 mmol) e vanilina (2g;
13,14mmol), deixou-se sob agitacdo durante 72h. Filtrou-se com celite, lavou-
se com DCM e concentrou-se em rotaevaporador obtendo-se o composto

intermediario.



42

Ao composto intermediario obtido anteriormente, adicionou-se 15 mL de
ATFA e deixou-se sob refluxo durante 4h. A reacao foi diretamente submetida a
cromatografia em coluna “Flash” (eluente: hexano/EtOAc/dietilamina 6:4:0,4),
posteriormente foi realizada nova purificacdo em cromatografia em coluna
“Flash” (eluente: hexano/EtOAc/dietilamina 4:1:0,1) levando a obtencéo de 3,5

g do alcaloide (93,45% de rendimento), um liquido oleoso amarelado.

CCD: Rf = 0,76 (EtOAc/hexano 35%; revelador: cério/molibdico e irradiagdo

ultravioleta)

4.2.1.2 Sintese da 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-1,2,3,4,-
tetrahidroisoquinolina.

[ j N|
/0 Z H
_>
NH, DCM
OMe ¢ 5, 72h OMe
OH OH
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Em baldo de fundo redondo de 50mL, seco, equipado com agitagcédo
magnética, colocou-se diclorometano previamente seco (15mL), adicionou-se
peneira molecular 4 A (29), feniletilamina (2,1g; 17,33mmol) e vanilina (2,03g;
13,34mmol), deixou-se sob agitacdo durante 72h. Filtrou-se com celite, lavou-
se com DCM e concentrou-se em rotaevaporador obtendo-se o composto

intermediario.

ATFA
—_—
refluxo

oMe 4D

OH

Ao composto intermediario obtido anteriormente, adicionou-se 15 mL de
ATFA e deixou-se sob refluxo durante 4h. A reacao foi diretamente submetida a
cromatografia em coluna “Flash” (eluente: hexano/EtOAc/dietilamina 88:10:2),
posteriormente foi realizada nova purificacdo em cromatografia em coluna
“Flash” (eluente: hexano/EtOAc/dietilamina 95:5:1) levando a obtencéo de 3,5

g do alcaloide (93,45% de rendimento), um liquido oleoso amarelado.

CCD: Rf = 0,42 (EtOAc/hexano 35%; revelador: cério/molibdico e irradiagdo
ultravioleta)

4.2.1.3 Sintese da 1-(3,4metilenodioxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-

tetrahidroisoquinolina.
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/0
OsOy; NalOy
—>
THF/H,0 1:1

o 0
\_—o o

Em baldo de 250 mL equipado com agitacdo magnética, colocou-se 0,59
de safrol (0,5g; 3,08mmol), NalO4 (3,69) e de THF:H,O 50% (100mL), agitou-se
até completa dissolugdo. Adicionou-se 0OsO4 a 0,4% (0,5mL), e a mistura
permaneceu sob agitacdo por 48h. Adicionou-se solucdo supersaturada de
tiossulfato de sédio até a reacdo ficar limpida, o THF foi evaporado em
rotaevaporador, foram adicionados 200 mL de solugéo supersaturada de NacCl
e foi realizada a extracdo em ampola de separacdo com EtOAc. As fases
organicas foram combinadas e tratadas com Na,CO; e concentrada em

rotaevaporador.

CCD: Rf = 0,54 (EtOAc/hexano 0,5%; revelador: DNP 0,5%)

—_—
NH
MeO 2 DCM

O ta., 72h o)

\d o

Em baldo de fundo redondo de 50mL, seco, equipado com agitacao
magnética, colocou-se diclorometano previamente seco (15mL), adicionou-se

peneira molecular aA (0,79), 4-metoxifeniletilamina (0,5g; 3,33 mmol) e a
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substancia obtido anteriormente (0,5g; 3,33mmol), deixou-se sob agitagcéo
durante 72h. Filtrou-se com celite, lavou-se com DCM e concentrou-se em

rotaevaporador obtendo-se o composto intermediario.

ATFA

refluxo
4h

o
\_d

Ao composto intermediario obtido anteriormente, adicionou-se 15 mL de
ATFA e deixou-se sob refluxo durante 4h. A reacao foi diretamente submetida a
cromatografia em coluna “Flash” (eluente: hexano/EtOAc/dietilamina 97:2:1),
levando a obtencéo de 0,5 g do alcaloide (50% de rendimento), um liquido

oleoso amarelado.

CCD: Rf = 0,75 (EtOAc/hexano 35%; reveladores: cério/molibdico e irradiagdo

ultravioleta)

4214 Sintese da 1-(4-metoxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-

tetrahidroisoquinolina.

0804; Na|04
THF/H,O 1:1

OMe OMe
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Em baldo de 250 mL equipado com agitacdo magnética, colocou-se 0,59
de estragol (0,5g; 3,37mmol), NalO4 (3,69) e de THF:H,O 50% (100mL), agitou-
se até completa dissolugcédo. Adicionou-se OsO,4 a 0,4% (0,5mL), e a mistura
permaneceu sob agitacdo por 48h. Adicionou-se solucdo supersaturada de
tiossulfato de sodio até a reacdo ficar limpida, o THF foi evaporado em
rotaevaporador, foram adicionados 200 mL de solugéo supersaturada de NacCl
e foi realizada a extracdo em ampola de separacdo com EtOAc. As fases
organicas foram combinadas e tratadas com Na,COj3; e concentradas em

rotaevaporador.

CCD: Rf = 0,54 (EtOAc/hexano 1%; revelador: DNP 0,5%)

_>
NH
MeO 2 DCM

t.a., 72h
OMe OMe

Em baldo de fundo redondo de 50mL, seco, equipado com agitacdo
magnética, colocou-se diclorometano previamente seco (15mL), adicionou-se
peneira molecular aA (0,79), 4-metoxifeniletilamina (0,5g; 3,33 mmol) e o
composto obtido anteriormente (0,5g; 3,65mmol), deixou-se sob agitacédo
durante 72h. Filtrou-se com celite, lavou-se com DCM e concentrou-se em

rotaevaporador obtendo-se o composto intermediario.
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ATFA
—_—
refluxo
4h
OMe OMe

Ao composto intermediario obtido anteriormente, adicionou-se 15 mL de
ATFA e deixou-se sob refluxo durante 4h. A reacao foi diretamente submetida a
cromatografia em coluna “Flash” (eluente: hexano/EtOAc/dietilamina 97:2:1),
levando a obtencéo de 0,5 g do alcaloide (50% de rendimento), um liquido

oleoso amarelado.

CCD: Rf = 0,75 (EtOAc/hexano 35%; reveladores: cério/molibdico e irradiagdo

ultravioleta)

4.2.2 Ensaios Biolbgicos

4221 Estudo da atividade anti-inflamatéria de MTHP

*Este ensaio foi realizado por Renata Marcia Costa Vasconcelos aluna do
laboratorio de Imunofarmacologia orientanda da Profa. Dra. Mércia Regina

Piuvezam.
Peritonite induzida por zimosan

O modelo de inflamacdo peritoneal induzida por zimosan permite
analisar a migracdo celular no sitio inflamatério, bem como a producédo e
liberacdo de mediadores da inflamacao no fluido peritoneal.

Camundongos (n=6) foram tratados, via oral, 1h antes do estimulo
inflamatario, com 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidro
isoquinolina (MTHP) (2,5 mg/kg) ou droga controle (AAS 200 mg/kg), além de
um grupo controle ndo tratado. Decorrido o intervalo de 1h, a peritonite foi
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induzida pela injegao intraperitoneal (I.P.) de 500 yL de uma suspensao de
zimosan 2 mg/mL em solugdo salina 0,9% (DOHERTY et al., 1985;
KOLACZKOWSKA et al.,, 2010). O grupo basal foi previamente tratado com
solucdo salina 0,9% e recebeu injecdo de 500 pL de solucdo salina I.P.,
servindo como controle da eficacia na inducéo da inflamagéo.

Quatro horas apoés a injecao do zimosan, os animais foram eutanasiados
por deslocamento cervical e o peritbnio exposto para a obtencédo do lavado
peritoneal com a injecdo de 1 mL de PBS gelado, seguido de 1 min de
massagem e coleta do exsudato contendo fluidos e leucdcitos. As amostras
foram transferidas para tubos tipo Eppendorf e centrifugadas (1200 rpm, 10
min, 4° C). Os sobrenadantes coletados e armazenados a -20° C foram
utilizados para dosagem de citocinas (TNF-a, IL-183, IL-6 e IL-10). As células
sedimentadas foram ressuspensas em 1 mL de PBS gelado, diluidas em
solucdo de Turk na proporcao de 1:40 e contadas em microscopia Optica, com
ajuda de hemocitémetro.

Apoés a contagem e determinacdo do numero de células totais, uma aliquota
contendo 1,5x10° células de cada amostra foi adicionada a 3 mL de PBS (4° C)
e centrifugada (1200 rpm, 10 min, 4° C). ApGs esta lavagem, o sobrenadante
foi descartado e, para impedir ligacdes inespecificas, as células foram mantidas
na presenca de 2 pL de soro de camundongo diluido (1:100) por 5 min.
Posteriormente as células foram incubadas com os anticorpos anti-MAC-3 e
anti-GR-1, diluidos conforme recomendacao do fabricante. Decorridos 30 min
de incubacédo, as células foram novamente diluidas em 1 mL de PBS e
centrifugadas (1200 rpm, 10 min, 4° C); o sobrenadante foi descartado, as
células ressuspensas em 300 uL de PBS e levadas ao citbmetro de fluxo para
analise diferencial por tamanho e granulosidade e por fluorescéncia. Para
obtencdo dos dados, foi utilizado o software CellQuest para Macintosh (BD

Biosciences™).

42272 Efeito de MTHP no sistema cardiovascular de ratos normotensos
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*Estes ensaios foram realizado por Lebnidas das Gragas Mendes Junior aluno
do Laboratério de Controle Neural da Circulacdo e Hipertensdo orientando do
Prof. Dr. Valdir de Andrade Braga.

Para realizacdo dos protocolos experimentais foram empregadas
metodologias ex vivo e in vivo, desenvolvidas no Laboratério de Controle
Neural da Circulacdo e Hipertensdo e no Laboratério de Farmacologia
Cardiovascular do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da
Paraiba.

Foram utilizados em todos os experimentos ratos Wistar (Rattus
norvegicus) com peso de 250-300g provenientes do Biotério Prof. George
Thomas, mantidos sob condi¢cdes controle de temperatura (21 + 1° C) e ciclo
claro-escuro de 12 horas (6 - 18 horas), tendo livre acesso a agua e
alimentacao (racdo-Purina®).

Foram utilizadas as seguintes drogas: fenilefrina (FEN), cloridrato de
acetilcolina  (Ach), N-nitro-L-arginina-metil-éster  (L-NAME),  (1H-(1,2,4-
Joxadiazolo (4,3-a)-quinoxalin-1-one (ODQ) e indometacina (INDO), todos da
Sigma-Aldrich Brasil®. A droga teste foi a a 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-
1,2,3,4,-tetrahidro isoquinolina.).

A indometacina foi dissolvida juntamente com o bicarbonato de sddio a 5
% em &gua destilada e o ODQ foi dissolvido com o Dimetilsulfoxido (DMSO).
As demais solu¢des foram dissolvidas em agua destilada.

Nos protocolos ex vivo foram utilizadaS a solugdes nutritiva Tyrode
aerada com mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,), o pH mantido em
torno de 7,4 e temperatura de 37°C. Para a preparacao das solug¢des nutritivas
foram utilizados os seguintes sais: cloreto de sodio (NaCl), cloreto de potassio
(KCI), cloreto de calcio di-hidratado (CaCl,.2H,0) , cloreto de magnésio hexa-
hidratado (MgCl,.6H,0), glicose (CgH120¢), bicarbonato de sodio (NaHCOs3),
fosfato de sodio mono-hidratado (NaH,PO,4.H,O), todos da Sigma-Aldrich
Brasil®.

Na confeccdo dos cateteres, utilizados nos protocolos in vivo, foram
utilizados tubos de polietileno PE-10 (diametro interno e externo de 0,28 - 0,61

mm, respectivamente) de 4 cm para o cateter arterial e 2,5 cm para o cateter
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venoso, soldados por aquecimento a tubos de polietilieno PE-50 (diametro
interno e externo de 0,58 - 0,96 mm, respectivamente) de 22 cm. Apés a
canulacéo, os cateteres foram preenchidos com solu¢éo salina (0,9%) + 500 Ul
de heparina e a extremidade PE-50 de cada cateter foram obstruida com pino
de metal.

Os resultados foram expressos como média + EPM (erro padrdo da
média). Foi aplicado o teste t de Student ou a andlise de variancia para
medidas repetidas (ANOVA), foi utilizado o pos-teste de Tukey pareado para

multiplas comparag6es. O nivel de significancia foi fixado com p<0,05.

42221 Medida direta de pressao arterial (PA) em ratos normotensos nao

anestesiados

Os ensaios in vivo foram realizados para obtencdo de medidas de
pressao arterial (PA) em animais ndo anestesiados e com livre movimentagdo
apos administracdo de doses randémicas de maneira intravenosa da droga em

estudo.

Inicialmente os animais foram anestesiados com uma combinacédo de
cetamina e xilazina (75 e 10 mg/kg, IP, respectivamente) e submetidos a um
procedimento cirargico para implantacéo dos cateteres na aorta abdominal e na
veia cava caudal, via artéria e veia femoral esquerdas, respectivamente. Apos
a fixacdo, os cateteres foram tunelizados subcutaneamente e exteriorizados
através de uma inciséo na regido cervical posterior do animal.

A PA foi medida 24 h apds o procedimento cirdrgico pela conexao do
carater arterial a um transdutor de pressdo. As alteracdes de pressdo foram
registradas no sistema PowerLab™ de aquisicdo de dados (LabTrax 2-24T,
World Precision Instruments, Sarasota, Flérida, EUA) conectado a um
computador processando o software DataTrax 2 (World Precision Instruments,
Sarasota , FL, EUA).

42222 Efeito de MTHP sobre a presséo arterial em ratos normotensos

nao anestesiados.
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Para a obtencdo de uma curva dose-resposta, 0s animais foram
mantidos em aclimatacdo por um periodo de no minimo 30 minutos, para
estabilizacdo dos parametros cardiovasculares, e em seguida foi administrado
nitroprussiato de sédio (NPS) (10 upg/Kg, i.v.), um classico doador de éxido
nitrico, para verificar a eficacia da implantacdo do cateter venoso. Apés 15
minutos, doses crescentes de MTHP foram administradas, de forma randomica
com intervalos de tempo suficiente para que os parametros cardiovasculares
retornassem aos seus valores basais. Os valores de PAM foram computados
antes e apdés a administracdo da droga, e suas variacdes foram expressas
como A (delta) da PAM.

42223 Ensaios farmacologicos utilizando anéis de artéria mesentérica
cranial isolada de rato

Os animais foram eutanasiados, foi realizada a identificacdo da artéria
mesentérica cranial, esta foi retirada através de uma laparotomia e seccionada
em anéis de 1-2 mm. Os anéis livres de tecido conectivo e adiposo foram
mantidos em cubas contendo 10 mL de solucdo de Tyrode (TANAKA et al.,
1999), a 37 °C e gaseificada com uma mistura carbogénica (95 % de O, e 5%
de CO,). Para o registro das tensdes isométricas 0os anéis foram suspensos por
linhas de algodao fixadas a um transdutor de for¢ca acoplado ao sistema de
aquisicdo PowerLab™ de aquisicdo de dados (software versdo 4.2,
ADInstruments, MA, EUA). Cada anel foi submetido a uma tensado constante de
0,75 g por um periodo de estabilizacdo de 60 minutos. Durante este tempo, o
meio nutritivo foi trocado a cada 15 minutos para prevenir a producao de
metabdlitos indesejaveis (ALTURA; ALTURA, 1970).

A presenca de endotélio funcional foi verificada pelo relaxamento dos
anéis pré-contraidos com 10 uM fenilefrina (FEN) apos adicdo de 10 uM de
acetilcolina (ACh). Os anéis com relaxamento superior a 90 % sobre a pré-
contracdo com FEN foram considerados com endotélio funcional (E+). Ja os

anéis com relaxamentos inferiores a 10 % foram considerados sem endotélio
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funcional (E-). Os anéis sem endotélio funcional foram obtidos através do atrito

entre as paredes internas do vaso com uma haste de metal.

- Efeito de MTHP em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato, pré-

contraidos com fenilefrina (10 uM)

Ap6s um periodo de 60 minutos de estabilizacdo de uma segunda
contracdo induzida por FEN, foram aplicadas concentragcdes cumulativas e
crescentes de MTHP (1 pM - 1 mM) para obtencdo de uma curva
concentracdo-resposta. Os efeitos foram avaliado em anéis com o endotélio
funcional e anéis com o endotélio removido, em ambas as preparacdes a
concentracédo de FEN (1 nM - 10 uM) foi ajustada para obtencéo de contracdes

de magnitude semelhante.

- Efeito de MTHP em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato pré-

contraidos com solugéo despolarizante (KCl 60 mM).

ApoGs a verificagdo da auséncia do endotélio funcional como descrito
anteriormente, foi adicionado de MTHP (1 pM - 1 mM) de maneira
cumulativamente e crescente aos anéis pré-contraidos com solucdo de Tyrode
KCl 60 mM. O aumento na concentracao de potassio de 4 mM para 60 mM foi
obtido junto com a reduc¢do na concentracdo milimolar de sédio afim de manter

a equimolaridade.

- Avaliacdo da participacdo do o6xido nitrico (NO) na resposta induzida por

MTHP em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato.

Ap6s a verificacdo da presenca do endotélio conforme descrito
anteriormente, as preparacdes de anéis de artéria mesentérica superior isolada
de ratos foram incubadas por 30 minutos com 100 uyM de N-nitro-L-arginina-
metil-éster (L-NAME), um inibidor competitivo da sintase do 6xido nitrico (REES
et al., 1990; MONCADA et al., 1991). ApoOs este periodo, uma contracao ténica
com FEN (1 nM - 10 uM) foi obtida e apdés um periodo de estabilizacdo de 60
minutos, na fase tonica (platd) desta curva, foi administradas concentracdes
crescentes da MTHP (1 pM — 1 mM).
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- Avaliagdo da participagdo da enzima Guanilili Ciclase na resposta
vasorelaxante induzida por MTHP em anéis de artéria mesentérica cranial

isolada de rato.

Preparacdes de anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato, com
endotélio intacto foram incubadas por 30 minutos com ODQ (10 uM), um
inibidor da enzima guanilil ciclase (GARTHWAITE et al, 1995). Apds este
periodo, uma contracdo ténica com FEN (1 nM - 10 uM) foi obtida e
concentracbes crescentes e cumulativas de MTHP (1 pM — 1 mM) foram
adicionadas ao banho.

- Andlise do efeito através da inibicdo das cicloxigenases sobre a resposta
vasorelaxante induzida por MTHP em anéis de artéria mesentérica cranial

isolada de rato.

Conforme mencionado, apos a verificacdo da integridade do endotélio,
0s anéis de artéria mesentérica superior foram pré-incubados com
indometacina 10 uM (inibidor ndo especifico das ciclooxigenases) (CLARK;
FUCHS, 1997), durante 30 minutos. Ap0Os este periodo, uma contracdo ténica
de FEN (1 nM - 10 uM) foi obtida e concentracdes crescentes e cumulativas de
MTHP (1 pM — 1 mM) foram adicionadas ao banho.
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Resultados e Discussao
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese dos alcaloides fenil tetrahidroisoquinolinicos

Focamos nossa atencéo inicial no desenvolvimento e adaptacdo de um
protocolo apropriado para a ciclizacado de B-ariletilaminas, passo fundamental
na obtencdo de alcaloides isoquinolinicos. Este passo é realizado através da
aplicacdo da reacdo de Bischler-Napieralski ou de Pictet-Spengler. Apos
pesquisar diversos protocolos nos inspiramos no de Cheng et. al. por descrever
uma metodologia passivel de ser executada em nossa realidade laboratorial, a
qual aplica a reacdo de Pictet-Spegler, conforme item 4.2.1.1 A principio
utiizamos como matéria prima a 4-metoxifeniletilamina (1) e a vanilina (2),
reagentes comercialmente disponiveis e cujo produto previsto seria uma
isoquinolina inédita, a 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-

tetrahidroisoquinolina (3) (Esquema 7).

/0
+ RPS
NH, »
MeO OMe
OH
1 2 3

Esquema 7 - Sintese da 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina (3)

O produto da reagéo foi o esperado, obtido com excelente rendimento
(93,45%), apresentou-se na forma de um liquido oleoso de coloragcdo amarelo
claro.

A caracterizacdo deste composto inédito se deu através da analise dos

espectros de RMN *H e **C uni e bidimensional.
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A anélise espectral de RMN *3C, utilizando a técnica APT (Figura 8;
Tabela 2) permitiu observar a presenca de dezessete sinais de carbonos.
Destes sinais, seis foram atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, sete a
carbonos metinicos, dois a carbonos metoxilicos e dois metilénicos,
compativeis com o produto esperado da reacao.

O espectro de RMN 'H e suas expansdes (Figura 9 e 10; Tabela 2),
mostraram absorcdes na regido de aromatico apresentando um conjunto de
sinais, contendo dois duplos dupletos em &, 6,817 e &4 6,500 com acoplamento
orto (J= 8,5 e 8,0 Hz) e meta (J= 2,5 Hz), dois dupletos em &y 7,091 e & 6,766
com acoplamento orto (J= 8,5 e 8,0 Hz) e dois dupletos em &4 6,914 e &y 6,537
(J=2,5 Hz) mostrando acoplamento meta, referente aos dois anéis aromaticos
trissubstituidos; sendo que um faz parte do nucleo 1,2,3,4 tetraisoquinolinico e
0 outro € o substituinte fenil deste nucleo na posicdo 1. Na mesma regido
apareceu um simpleto largo em oy 6,714, referente ao hidrogénio a-nitrogénio,
sinal confirmado atravées do espectro HMQC (Figura 13) que mostrou
correlagdo com o carbono metinico em 56,798 que juntamente com 0s quatro
multipletos em &y 3,436-3,498, &y 3,885-3,934, 0y 2,977-3,047, 0y 2,787-2,827
referentes aos quatro hidrogénios metilénicos e com o grupamento fenil
completam o nucleo 1,2,3,4 tetraisoquinolinico. Foi possivel observar também a
presenca de metoxilas aromaticas em 6y 3,700 e &4 3,815, completando assim
a estrutura do composto 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-
tetrahidroisoquinolina (3).
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Tabela 2 - Dados de RMN de 1H (500 MHz), 13C (125 MHz) de 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-
metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina registrados em CDCI-3 (0 em ppm e J em Hz)

c (Sc ppm) (51 ppm)

1 56,798 6,714(1H,s)

2 39,270 3,436-3,498 (1H,m)
3,885-3,934 (1H,m)

3 28,300 2,977-3,047 (1H,m)
2,787-2,827 (1H,m)

4 125,500 -

5 129,772 7,091 (1H, J=8,5, d)

6 114,542 6,817 (dd, J=8,5Hz e J=2,5Hz, 1H)

7 158,112 -

8 112,918 6,537 (1H, J=2,5, d)

9 134,547 ;

1 132,828 -

2 111,559 6,914 (1H, J=2,5, d)

3 146,719 -

4 145,670 -

5 113,924 6,766 (1H, J=8,0, d)

6’ 122,110 6,500 (dd, J=8,0Hz e J=2,5Hz, 1H)

OCHs-7 55,316 3,700 (3H,s)

OCHy-5' 55,968 3,815 (3H,s)
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Figura 8 - Espectro de RMN BC-APT (125 MHz, CDCl3) de 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-
1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina
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Figura 9 - Expansao do espectro de RMN H (500 MHz, CDCls) de 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-
7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina
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Figura 10 - Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-
7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina
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Em um segundo momento, utilizando a mesma metodologia conforme
item 4.2.1.2, utilizamos como matéria prima a vanilina (2), e a feniletilamina (4),
reagentes comercialmente disponiveis e cujo produto previsto seria uma
isoquinolina também inédita, a 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-1,2,3,4,-tetrahidro

isoquinolina (5) (Esquema 8).

Esquema 8 - Sintese da 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-1,2,3,4,-tetrahidro isoquinolina (5)

O produto da reacéo foi o esperado, obtido com excelente rendimento
(93,45%), apresentou-se na forma de um liquido oleoso de coloracdo amarelo
claro.

A caracterizacdo deste composto inédito se deu através da analise dos
espectros de RMN *H e *C unidimensional.

A diferenca deste composto (5) para o composto (3), € a auséncia da
metoxila na posicdo 7, que pode ser constatada através da analise espectral de
RMN *3C, (Figura 14; Tabela 3), com a auséncia do sinal em 8. 55,31 e em J
158,112 referentes ao carbono metoxilico e ao carbono quaternario a-metoxila
respectivamente e a presenca de um sinal de carbono metinico sp? a mais.

O espectro de RMN H (Figuras 15 e 16; Tabela 3) por sua vez mostrou
um conjunto de sinais semelhante ao que apareceu no espectro do composto
3: Um duplo dupleto em &y 6,473 com acoplamento orto (J= 8,5 Hz) e meta (J=
2 Hz), um dupleto em &y 6,763 com acoplamento orto (J= 8,5 Hz) e um dupleto

em dy 6,901 (J= 2 Hz) mostrando acoplamento meta, na regido do aromético e
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uma metoxila aromética em &y 3,807. Este conjunto de sinais corresponde ao
grupamento fenil dissubstituido presente tanto na estrutura do composto 3
quanto do composto 5.

O nacleo 1,2,3,4 tetrahidroisoquinolinico é evidenciado pela presenca de
um simpleto largo em &y 6,746, referente ao hidrogénio a-nitrogénio, de quatro
multipletos em &y 3,471-3,532, 84 3,912-3,949, &4 2,976-3,124, 64 2,853-2,896
referentes aos quatro hidrogénios metilénicos, sinais estes também presentes
no espectro de RMN *H da substancia 3, juntamente com um multipleto em 3y

7160-7,250 referente aos quatro hidrogénios do anel aromético.

Tabela 3 - Dados de RMN de 1H (500 MHz), 13C (50 MHz) da 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-
1,2,3,4,-tetrahidro isoquinolina registrados em CDCI=3 (6 em ppm e J em Hz)

c (8¢ ppm) (51 ppm)

1 56,630 6,746 (1H,s)

2 39,130 3,471-3,532 (1H,m)
3,912-3,949 (1H,m)

3 29,030 2,976-3,124 (1H,m)
2,853-2,896 (1H,m)

4 133,340 -

5 128,790 7,160-7,250 (4H,m)

6 127,410 7,160-7,250 (4H,m)

7 126,530 7,160-7,250 (4H,m)

8 128,790 7,160-7,250 (4H,m)

9 133,480 ]

1 132,970 -

2 111,500 6,901 (1H, J=2,0, d)

3 146,630 ]

4 145,520 -

5 113,840 6,763 (1H, J=8,5, d)

6’ 122,050 6,473(dd, J=8,5Hz e J=2,0Hz, 1H)

OCHs 55,910 3,807 (3H,s)




66

3G gRa Rz ER R z313 2z 5 2 g 38 3
28 nes ESRY i) NS o 15 N & ¥ o =
b4 PLEer  Cnboibey oty PENES 28 g a8 5 %3 3
\ ~/ PV b \ P W |
|
1 |} 1
|
]
|
|
|
H]
(1)
|
T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

f1 (ppm)

Figura 14 - Espectro de RMN ¥c APT (50 MHz, CDCl;) de 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-1,2,3,4,-
tetrahidro isoquinolina



67

ESE'E

Bm.m.//,
188 2~
768 E—

mom.mn\\

95T
066 T~
665 T~
E10'E~"
FE0'E

ga.mW
B E—
060" E~7

oma.m\1

LTEE—

T4E

mhv.mt.r./l
[
908’ E—"
FISE~F

Nmm.m\ﬂ

L0B'E—

016°E~_
126 E—
8E6'E—
b6~

e

e

|

I
—— ]

—
@
b

—

.“tha.m

*lam.o

Ava.ﬁ

3.4 32 3.2 31 3.0 2.9 2.8 27

f1 (ppm)

Figura 15 - Expansao do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-

1,2,3,4,-tetrahidro isoquinolina

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

4.0

4.1



68

6.483
6.480

6,467
6,463

ooy
oS oo
oo R
[N
[}
]

—=7.240
7235
—7.178
—7. 160
—7.040
—7.026
—0.772
——6.755
6746

R
_-6.903
6899

/?.250
7
N

LM

B F

b [

08—

090 —

|
T T T
90 6.85 6.80 675 670 6.65 6.60 655 650 645 640 635

T T ¥ T T T T T T T T T T
755 730 745 740 735 730 725 720 715 710 705 FO00 695 6
f1 (ppm)

Figura 16 - Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-
1,2,3,4,-tetrahidro isoquinolina

=1
=)



69

Apés conclusdo da primeira etapa que consistiu no desenvolvimento e
adaptacdo de um protocolo apropriado para a ciclizagcdo de p-ariletilaminas,
que resultou na obtencdo de dois alcaldides fenilisoquinolinicos inéditos,
tivemos como proposta chegar ao nudcleo benzilisoquinolinico, partindo do
abundante e barato safrol 9 para a producdo do aldeido correspondente 10,
aplicando a oxidagdo de Lemieux-Johnson utilizando o tetroxido de Gsmio
como catalisador, periodato de so6dio como agente oxidante e uma mistura
THF:agua 1:1 como solvente, para em seguida se fazer reagir o aldeido obtido

com a metoxitiramina 1 para resultar na benzilisoquinolina 11 (Esquema 9).

0
\_d

OsOy; NalOy4
THF/H,0O 1:1

MeO ~H
MS4A

DCM
t.a., 72h

o
1 10

Esquema 9 - Proposta para a sintese da benzilisoquinolina 11

A principio achavamos ter obtido o composto 11, porém apés analise
detalhada dos espectros de RMN *H e **C uni e bidimensional, constatamos

gue o produto obtido foi o alcaloide fenilisoquinolinico 14, (Figura 17).
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Figura 17 - Estrutura quimica de 14

A andlise espectral de RMN **C, utilizando a técnica APT (Figura 18;
Tabela 4) permitiu observar a presenca de dezessete sinais de carbonos e néao
de dezoito que seria 0 caso de a estrutura do produto ser compativel com 8.
Destes sinais, seis foram atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, sete a
carbonos metinicos, um a carbono metoxilicos e trés metilénicos, compativeis
com a estrutura quimica de 14.

O espectro de RMN 'H e sua expansdo (Figuras 19 e 20; Tabela 4),
confirmou o nucleo 1,2,3,4 tetrahidroisoquinolinico que € evidenciado pela
presenca de um simpleto largo em &y 6,692, referente ao hidrogénio a-
nitrogénio, de quatro multipletos em &y 3,439-3,501, &4 3,900-3,937, &y 2,97-
3,040 e oy 2,786-2,824 referentes aos quatro hidrogénios metilénicos com
acoplamentos geminais e vicinais e de um dupleto em &y 7,090 com
acoplamento orto (J=8,5 Hz), um duplo dupleto em &y 6,817 com acoplamento
orto (J=8,5 Hz) e meta (J=2,5 Hz) e um dupleto em &4 6,529 com acoplamento
meta (J= 2,5 Hz) referentes aos 3 hidrogénios do anel aroméatico.

O espectro de RMN 'H mostrou ainda os hidrogénios metoxilicos
aparecendo como um simpleto em &y 3,707. O substituinte fenil trissubstituido
€ evidenciado pela presenca de um duplo dupleto em &y 6,665 com
acoplamento orto (J=8,0 Hz) e meta (J=1,5 Hz) de um dupleto em &y 6,700
com acoplamento orto (J= 8,0 Hz) e de um dupleto em &y 6,715 com

acoplamento meta (J= 1,5). O CH, do grupamento dioximetileno é confirmado
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pela presenga de um simpleto em 5,917. Todos os sinais foram confirmados
através de RMN bidimensional, HMQC (Figura 21) e HMBC (Figura 22).

Tabela 4 - Dados de RMN de 1H (500 MHz), 13C (50 MHz) da 1-(3,4metilenodioxifenil)-7-
metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina registrados em CDCI-3 (6 em ppm e J em Hz

c (8¢ ppm) (Sn ppm)

1 56,533 6,692 (1H,s)

2 39,231 3,439-3,501 (1H,m)
3,900-3,937 (1H,m)

3 28,224 2,971-3,040 (1H,m)
2,786-2,824 (1H,m)

4 125,416 .

5 129,820 7,090 (1H, J=8,5, d)

6 114,490 6,817 (dd, J=8,5Hz e J=2,5Hz, 1H)

7 158,092 -

8 112,841 6,529 (1H, J=2,5, d)

9 134,686 -

1 134,415 -

2 109,360 6,715 (1H, J=1,5, d)

3 147,811 .

4 147,422 -

5 108,034 6,700 (1H, J=8,0, d)

6 122,778 6,665(dd, J=8,0Hz e J=1,5Hz, 1H)

CH, 101,197 5,917 (2H,s)

OCHs 55,287 3,707 (3H,s)
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A formacéo do nudcleo fenilisoquinolinico e ndo do benzilisoquinolinico
justifica-se pela mudanca de posicao da dupla terminal, durante a oxidacéo de
Lemieux-Johnson, que fica entdo conjugada com o sistema aromatico do anel,
sofrendo em seguida a acdo do tetroxido de 6smio para a formacéo do aldeido
benzadico correspondente.

Depois da isomerizacdo e oxidagdo, fizemos entdo o acoplamento

através da reacado de Piguet-Spengler (Esquema 10).

9
isomerizagao
(o) —>» 0
sO4, NalO4
HF/HZO 1:1

MeO

Esquema 10 - Sintese da 1-(3,4metilenodioxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina

Este tipo de comportamento de alil-benzénicos frente ao tetroxido de
6smio ndo é novidade na quimica, como se pode observar nestas duas

patentes em que ocorre algo similar (Esquema 11).
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HO. S HO, S
Limieux-Johnson
)—CN O )—CN
N Oxidacao N

Jpn. Kokai Tokkyo Koho, 2010180191, 19 Aug 2010

| 5 |

O Lemieux-Johnson O O.
> +

oxidacao
7 "N 7 N 7 N
=/ =/ =/

PCT Int. Appl., 2006024517, 09 Mar 2006

Esquema 11 - Patentes em que ocorre isomeriza¢do na reacéo de Limieux-Johnson

Executamos entdo o mesmo protocolo para obtencdo de mais uma
fenilisoquinolina através da isomerizacdo do alilbenzeno estragol seguida da
oxidacdo de Lemieux-Johnson para posterior acoplamento com a
metoxifenietilamina conforme descrito em 4.2.1.4, os reagentes de partida sao
comercialmente disponiveis e o0 produto previsto é uma isoquinolina
previamente relatada, obtida através da reagdo de Bishler-Napieralski (DOI;
SHIRAI, SATO; 1997), a 7-metoxi-1-(4-metoxifenil)-1,2,3,4-

tetrahidroisoquinolina (18) (Esquema 12).
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Esquema 92 - Sintese da 1-(4-metoxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina

O produto obtido apresentou-se sob a forma de um liquido oleoso de
coloracdo amarelo claro.

A caracterizacdo deste composto se deu através da analise dos
espectros de RMN *H e »*C unidimensional.

A andlise espectral de RMN **C (Figura 23; Tabela 5) permitiu observar
a presenca de dezessete sinais de carbonos. Destes sinais, seis foram
atribuidos a carbonos nédo hidrogenados, sete a carbonos metinicos, dois a
carbonos metoxilicos e dois metilénicos, compativeis com o produto esperado
da reacgdao.

O espectro de RMN 'H e sua expansdo (Figuras 24 e 25; Tabela 4),
confirmou o nucleo 1,2,3,4 tetrahidroisoquinolinico que é evidenciado pela
presenca de um simpleto largo em &y 6,740, referente ao hidrogénio a-
nitrogénio, de quatro multipletos em &y 3,360-3,510, 64 3,820-3,950, &4 2,930-
3,100 e oy 2,750-2,860 referentes aos quatro hidrogénios metilénicos com
acoplamentos geminais e vicinais e de um dupleto em &y 7,100 com

acoplamento orto (J=8,0 Hz), um duplo dupleto em &4 6,810 com acoplamento
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orto (J=8,0 Hz) e meta (J=4,0 Hz) e um dupleto em &4 6,520 com acoplamento
meta (J= 4,0 Hz) referentes aos 3 hidrogénios do anel aromatico.

Foi possivel observar também a presenca de metoxilas aromaticas em
Oy 3,770 e by 3,700. O substituinte fenil dissubstituido € evidenciado pela
presenca de dois dupletos em &y 6,800 e dy 7,130 ambos com acoplamento

orto (J=8,0 Hz), cada um equivalendo a 2 hidrogénios.

Tabela 5 - Dados de RMN de 1H (200 MHz), 13C (50 MHz) de 1-(4-metoxifenil)-7-metoxi-
1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina registrados em CDCI-3 (6 em ppm e J em Hz).

c (8¢ ppm) (Bn ppm)
56,320 6,740 (1H,s)
2 39,280 3,360-3,510 (1H,m)
3,820-3,950 (1H,m)
3 28,300 2,930-3,100 (1H,m)
2,750-2,860 (1H,m)
4 125,470 -
5 129,810 7,100 (1H, J=8,0, d)
6 114,440 6,810 (dd, J=8,0Hz e J=4,0Hz, 1H)
7 158,070 -
8 112,760 6,520 (1H, J=4,0, d)
9 134,640 -
1 133,000 -
2 130,200 7,130 (J=8,0Hz, 2H,d)
3 113,800 6,800 (2H, J=8,0, d)
4 159,310 -
5 113,800 6,800 (2H, J=8,0, d)
6’ 130,200 7,130 (J=8,0Hz, 2H,d)
OCHs 55,270 3,770 (3H,s)

OCHs 55,330 3,700 (3H,s)
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O numero de alcaloides que contém o esqueleto tetraisoquinolinico 1-
substituido é extenso, principalmente o 1-benzilisoquinolinico. Embora né&o
tenhamos chegado ao nucleo benzilisoquinolinico, sintetizamos trés alcaloides
inéditos contendo o esqueleto 1-fenilisoquinolinico: 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-
7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina, 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil )-1,2,3,4,-
tetrahidroisoquinolina, 1-(3,4metilenodioxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-
tetrahidroisoquinolina e um previamente relatado, 1-(4-metoxifenil)-7-metoxi-
1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina  utilizando uma metodologia experimental
simples, aplicando a consagrada reacéo de Pictet-Spengler.

Os alcaloides obtidos sao anélogos das criptostilinas I, Il e Ill isoladas a
partir da planta Cryptostylis fulva as quais possuem consideravel significancia
biologica. Estas novas fenilisoquinolinas sdo promissoras, pois embora
simples, sdo de grande interesse tanto como alcaloides em si, quanto como

intermediarios chave, Uteis na sintese de alcaloides mais complexos.
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5.2 Ensaios Bioldgicos

5.2.1 Efeito antiinflamatorio de MTHP na peritonite induzida por zimosan

Para avaliar parametros como a migracao de células e a liberacdo de
citocinas no sitio inflamatério, utilizou-se o modelo experimental de peritonite
induzida por zimosan. Quatro horas apds o estimulo inflamatério, o lavado
peritoneal colhido foi submetido a contagem de células totais em microscopia
Optica, e o resultado esta demonstrado na Figura 26. Nota-se o aumento
significativo da migracao celular para a cavidade abdominal de camundongos
nado tratados e injetados com zimosan (p<0,05); a migracdo foi
significativamente menor em camundongos tratados com MTHP e o AAS.

ApGs a centrifugagéo do lavado peritoneal para as analises do conteudo
celular, os sobrenadantes coletados foram utilizados na dosagem das citocinas
caracteristicas do processo inflamatorio. As citocinas pro-inflamatérias TNF-a,
IL-1 e IL-6 e a citocina reguladora do processo inflamatério IL-10 foram
dosadas por ensaio imunoenzimatico, conforme orientacdes do fabricante dos
reagentes empregados.

Tanto MTHP quanto o AAS reduziram significativamente a liberacédo dos
mediadores pré-inflamatérios, induzida pela injecdo de zimosan. Além disto, €
possivel observar que o0s animais tratados com MTHP ndo apresentaram
reducdo significativa nos niveis de IL-10 do fluido peritoneal; o mesmo néao
aconteceu com os animais tratados com AAS, nos quais é possivel verificar

reducdo significativa (p<0,05) dos niveis deste mediador (Figura 27).



86

Figura 26 - Efeito do pré-tratamento com a 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-
tetrahidroisoquinolina na celularidade do lavado peritoneal.
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Camundongos Swiss-Webster foram pré-tratados com 1,2,3,4,-tetrahidro-7-metoxi-1-(4-hidroxi-
5-metoxifenil)isoquinolina (2,5 mg/kg), AAS (200 mg/kg), veiculo ou solucdo salina 0,9%. Uma
hora apds os tratamentos, 0os grupos tratados e controle receberam injecéo I.P. (500 uL) de
zimosan (2 mg/mL). O grupo basal recebeu injecao I.P. (500 pL) de PBS. Quatro horas apés o
estimulo, foi realizado lavado peritoneal para determinacao da celularidade total e diferencial. O
grafico representa a média =+ S.E.M. da contagem total de células em fun¢&o dos tratamentos.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia ANOVA one-way, seguida de pés-teste de
Bonferroni com comparacdes planejadas. # indica p<0,05, quando comparados oS grupos
controle e basal. *** p<0,001 quando comparados os grupos tratados com o grupo controle.
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Figura 277 - Efeito do pré-tratamento com a 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-
tetrahidroisoquinolina nos niveis de citocinas do lavado peritoneal.
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Camundongos Swiss-Webster foram pré-tratados com 1,2,3,4,-tetrahidro-7-metoxi-1-(4-hidroxi-
5-metoxifenil)isoquinolina (2,5 mg/kg), AAS (200 mg/kg), veiculo ou solugdo salina 0,9%. Uma
hora apés os tratamentos, os grupos tratados e controle receberam inje¢do I.P. (500 pL) de
zimosan (2 mg/mL). O grupo basal recebeu injecao I.P. (500 pL) de PBS. Quatro horas apés o
estimulo, foi realizado lavado peritoneal para determinagdo dos niveis de TNF-a (A), IL-1 (B),
IL-6 (C) e IL-10 (D). O grafico representa a média + S.E.M. dos niveis de citocinas no
sobrenadante do lavado peritoneal em funcdo dos tratamentos. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia ANOVA one-way, seguida de pos-teste de Bonferroni com comparagfes
planejadas. # indica p<0,05, quando comparados os grupos controle e basal. * p<0,05 ***
p<0,001 quando comparados os grupos tratados com o grupo controle.
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O zimosan é um carboidrato enriquecido em B-glucanas obtido da
parede celular do fungo Saccharomyces cerevisiae; € um classico ativador
da via alternativa do sistema complemento, além de estar relacionado a
liberacdo e/ou ativacdo de diferentes mediadores inflamatorios. A formacéo
do edema e a migracdo celular induzidas por esse produto sao muito
utilizadas para triagem de substéncias anti-inflamatorias. O zimosan é
reconhecido pelo receptor Toll-like 2 (TLR2) e, principalmente por Dectina-1,
receptor que reconhece a estrutura da B-glucana. A inflamacao induzida por

zimosan é dependente de um rapido influxo de leucdcitos e formacao de

anafilatoxinas que contribuem com o aumento da migracdo celular por
desempenharem acdo quimiotatica para PMNs. Cba induz direta e
indiretamente a expressdo da P-selectina em células endoteliais e ainda o
zimosan induz a produgdo de citocinas como IL-1 e TNF-o, capazes de
promover a expressao de selectinas nas células endoteliais, agindo de forma
sinérgica aos fragmentos do complemento (DOHERTY et al., 1985; LEITE et
al., 2007).

A injecdo intraperitoneal do zimosan desencadeia um processo
inflamatério autolimitado e de curta duracdo, servindo como modelo ideal
para a avaliagdo dos mecanismos vasculares e celulares agudos. Em nosso
trabalho, o zimosan foi utilizado como ferramenta para avaliar as alteracdes
na migragdo celular e analisar os niveis de citocinas liberadas na cavidade
peritoneal 4h apés a inducédo da inflamacdo. Em animais pré-tratados com
AAS ou MTHP, foi possivel verificar reducdes significativas na migracéo
celular e nas concentracdes das citocinas pré-inflamatérias caracteristicas da
fase aguda, sendo que a dose da MTHP foi cento e trinta e oito vezes menor

gue a do AAS (200 mg/Kg v.0.)
Sugerimos que a reducdo significativa da migracdo celular
caracterizou-se pela diminuicdo dos neutréfilos no sitio inflamatorio, para

confirmacéo sdo necessarios experimentos em citometria de fluxo.
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No modelo de peritonite induzida por zimosan, observamos a
modulacdo da liberacdo de citocinas nos momentos iniciais da inflamacéao.
TNF-a, IL-1 e IL-6 tiveram suas concentracdes reduzidas no fluido peritoneal
em camundongos tratados com AAS ou a MTHP.

A liberacédo de IL-10 também foi reduzida pelo tratamento com AAS, e
nao foi modificada com MTHP Uma vez que a IL-10 participa da regulacdo do
processo inflamatério, a manutencdo de niveis mais elevados aparenta ser
benéfica para a fase resolutiva da inflamacgéo, servindo como adjuvante dos
mecanismos que reduzem a liberacdo de mediadores que amplificam a
resposta. A acdo do AAS na liberagdo de IL-10 varia em modelos
experimentais distintos; células dendriticas tratadas com AAS e estimuladas
com LPS tiveram a liberacdo de IL-10 reduzida, bem como outros
mecanismos efetores alterados. (BUFAN et al.,, 2009; HACKSTEIN et al.,
2001). Em linhagens distintas de células tumorais, o AAS tanto aumentou
qguanto reduziu a liberacdo da IL-10 (BERGMAN et al., 2011), demonstrando
que seu papel na modulacdo deste mediador ndo esta completamente
esclarecido. Estudos complementares sdo fundamentais para esclarecer se a
MTHP é capaz de manter os niveis fisiologicos de IL-10 em diferentes
condi¢bes, representando assim uma vantagem terapéutica nas condigoes

inflamatorias agudas.



90

5.2.2 Efeito de MTHP no sistema cardiovascular de ratos normotensos

5.2.2.1 Efeito de MTHP sobre a presséo arterial em ratos normotensos

nao anestesiados.

Apés o periodo de estabilizagcdo o valor da PAM foi de 120 ,8 + 3,2
mmHg. A figura 28 mostra o efeito de MHTP (1, 5, 10, 20 e 40 mg/Kg, i.v.)
guando administrada em ratos normotensos ndo anestesiados, onde a droga
foi capaz de induzir um efeito hipotensivo de maneira dependente de dose (-
10,2+1,93; -25,4+3,7; -31,6+4,0; -63,0£5,8; -68,8+ 4,1 mmHg, n=5).
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Figura 28 - Efeito hipotensor de MTHP em ratos normotensos ndo anestesiados. Valores

expressos como media £ e.p.m., n=5.

5222 Efeito de MTHP em anéis de artéria mesentérica cranial isolada

de rato pré-contraidos com fenilefrina (10 pM)

A pressao arterial (PA) reflete os efeitos combinados do débito e da

resisténcia a esse fluxo oferecida pelos vasos periféricos, ou seja, representa a
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pressdo exercida pelo sangue contra as paredes arteriais, ela pode ser
expressa pela seguinte equacdo: PA = DC x RVPT (resisténcia vascular
periférica total) (MCARDLE et al.,, 2003), assim, pode sofrer influencia de
drogas que atuam sobre um, ou ambos parametros. Ja4 a RVPT representa a
resisténcia que a parede arterial imp6e ao fluxo sanguineo, e é portanto,
determinada pelo diametro dos vasos (THRASHER, T. N., 2006). Desta forma
drogas que induzem vasorrelaxamento findam em diminuir a pressao arterial.
Para avaliar se o efeito hipotensor pode ter sido ocasionado por uma
diminuicdo na RVPT preparacdes de artéria mesentérica cranial foram
utilizadas. Em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de ratos com
endotélio funcional, concentracdes cumulativas de maneira crescente de MTHP
(1 pM - 1 mM) adicionadas ao banho induziram um efeito vasorrelaxante
(Emax= 117,07t 8,14%; pD2 = 6,44; n= 8), apdés a remocdo do endotélio
funcional o efeito méximo néo foi alterado (Emax = 112,45+2,28%; n= 11),
porém de acordo com o valor de pD2 (4,95) a poténcia da droga foi
significativamente diminuida demonstrando que o endotélio é fundamental no

efeito induzido por MTHP (figura 29).
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Figura 29 - Efeito vasorrelaxante de MTHP em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de
rato pré-contraidos com FEN com e sem endotélio funcional. Valores expressos como media +
e.p.m.
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5.2.2.3 Efeito de MTHP em anéis de artéria mesentérica cranial isolada

de ratos pré-contraidos com solucao despolarizante (KCI 60 mM).

Em contracfes obtidas com outro agente contraturante, solucdo de
Tyrode modificada, com nivel alto de K*, MTHP (1 pM — 1 mM) adicionado ao
banho em concentragdes cumulativas de maneira crescente induziu um efeito
vasorrelaxante em anéis de artéria mesentérica cranial isolada sem endotélio
funcional (Emax= 111,76+3,22%, pD2 = 5,05; n= 5), esse efeito foi similar ao
induzido por MTHP em anéis pre-contraidos com FEM (Emax = 112,45+2,28%,
pD2= 4,95; n= 11) (figura 30).
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Figura 308 - Efeito vasorrelaxante de MTHP em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de
rato sem endotélio funcional pré-contraidos com solu¢do despolarizante KCI60 mM. Valores
expressos como media £ e.p.m.

5.2.2.4 Avaliacdo da participacdo do oOxido nitrico (NO) na resposta

induzida por MTHP em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato.

O endotélio vascular secreta iniumeras substancias biologicamente
ativas, muitas dessas atuam nas células musculares dos vasos, onde modulam
0 tonus vascular. O mecanismo vasodilatador do endotélio é mediado pelos

fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRF), como o éxido nitrico (NO),
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prostaciclinas, bradicinina, fator hiperpolarizante do endotélio (EDHF),
metabdlitos das cicloxigenases dentre outras (FURCHGOTT; ZAWADZKI,
1980; PALMER et al., 1987; MONCADA et al., 1991; COOKE; DZAU, 1997). Ja
os fatores constritores derivados do endotélio (EDCF), quando liberados,
promovem contracdo, e incluem a angiotensina Il (ANGII), endotelina (ET),
prostandides vasoconstrictores, e espécies reativas de oxigénio, como 0 anion
superoxido (FEIETOU et al., 1999; DE VRIESE et al., 2000).

A figura 31 mostra que a MTHP (1 pM — 1 mM) adicionada ao banho
induziu um efeito vasorrelaxante em aneéis de artéria mesentérica cranial
isolada de rato com endotélio funcional (Emax= 117,07+ 8,14%; pD2 = 6,44; n=
8), apds o blogueio da enzima NOS o efeito maximo néo foi alterado, porem a
poténcia foi significativamente diminuida (Emax= 101,03+ 2,76%; pD2 = 5,01,
n=>5).
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Figura 31 - Efeito vasorrelaxante de MTHP em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de
rato com endotélio funcional pré-contraidos com FEN na presenca ou auséncia de L-NAME.
Valores expressos como media + e.p.m.

5.2.2.5 Avaliacdo da participacdo da enzima ciclase de guanilil soluvel na
resposta vasorelaxante induzida por MTHP em anéis de artéria mesentérica

cranial isolada de rato.
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O NO é o principal fator vasorrelaxante proveniente do endotélio,
promovendo isto principalmente pela ativacdo da enzima ciclase de guanilil
soltvel (via NO-GMPc) (MURAD et al., 1993).

A figura 32 mostra que MTHP (1 pM — 1 mM) adicionado ao banho
induziu um efeito vasorrelaxante em aneéis de artéria mesentérica cranial
isolada de rato com endotélio funcional (Emax= 117,07+ 8,14%; pD2 = 6,44; n=
8), apos o bloqueio da enzima ciclase de guanilil solavel, tanto por impedir a
formacdo do NO, utilizando o L-NAME, como por impedir sua atuacdo no seu
principal alvo, utilizando o ODQ o efeito maximo néo foi alterado, porem a
poténcia foi significativamente diminuida (Emax= 105,84+ 4,34%; pD2 = 5,41
n=5) , indicando que esta via parece estar sendo ativada de alguma forma por

esta droga e induzindo, consequentemente, relaxamento.
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Figura 32 - Efeito vasorrelaxante de MTHP em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de
rato com endotélio funcional pré-contraidos com FEN na presenca ou auséncia de ODQ.
Valores expressos como media + e.p.m..

5.2.2.6 Andlise do efeito através da inibicdo das cicloxigenases sobre a
resposta vasorrelaxante induzida por MTHP em anéis de artéria mesentérica

cranial isolada de rato.
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Os produtos das ciclooxigenases, podem atuar de maneira a induzir
vasorrelaxamento. A figura 33 mostra que a MTHP (1 pM — 1 mM) adicionada
ao banho induziu um efeito vasorrelaxante em anéis de artéria mesentérica
cranial isolada de rato com endotélio funcional (Emax= 117,07+ 8,14%; pD2 =
6,44; n= 8), apés o bloqueio ndo especifico das ciclooxigenases o efeito
maximo ndo foi alterado, porem a poténcia foi significativamente diminuida
(Emax= 112,43+ 4,71%; pD2 = 5,40 n=5), levando a pensar que a droga pode
estar atuando de maneira positiva na producao de metabolitos vasorrelaxantes

oriundos das cicloxigenases.
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Figura 33 - Efeito vasorrelaxante de MTHP em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de
rato com endotélio funcional pré-contraidos com FEN na presenga ou auséncia de
indometacina. Valores expressos como media * e.p.m.
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Conclusao
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CONCLUSAO

Partindo-se de aldeidos e aminas comercialmente disponiveis e
aplicando-se diretamente a consagrada reacdo de Pictet — Spengler,
foram obtidos dois alcaldides fenil tetrahidroisoquinolinicos inéditos: 1-
(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina e 1-(3-
metoxi-4-hidroxifenil  )-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina, ambos com
excelete rendimento de 93,45%.

Partindo-se de alilbenzenos comercialmente disponiveis, aplicando a
reacdo de Limieux — Johnson para a obtencdo do aldeido
correspondente com subsequente submissdo do mesmo a reacdo de
Pictet — Spengler, foi obtido um alcaloide fenil tetrahidroisoquinolinico
inédito:  1-(3,4metilenodioxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina
e um previamente relatado: 1-(4-metoxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-
tetrahidroisoquinolina, ambos com rendimento global de 50%.

Os estudos biologicos realizados com MTHP sugerem que este
composto tem efeitos anti-inflamatdrios e hipotensores relacionados a
diferentes mecanismos, e novos estudos sdo necessarios para explorar

seu potencial.
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