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I. INTRODUCAG

1. Estrutura da histsmina e sua relacfo com a atividade biold-
Eiga

A histamina € umz amina bidgena que desde & sua
descoberta no infcio déste século, por windaasl, vem sendo es-
tudada exaustivamente por muitos pesguisadores. 4 . importéncia
bloldgica dessa substancia ficou comprovada quando se demons-
trou a sua existéncla em virios tecidos normals e pela verifi-
cagdo de gue havia liberacgdc de histamina em numerosas condi-

L - r's * - # )
¢des patoldgicas, como nos choques anafildtico e cirdrgico e
N -~ 4 %
nos estados alérgicos em geral. Quanto a agao farmacologica a
histamina atus principalmente: sdbre o misculo 1igo provocando
* % ~ LAl N Ll & 2
espasmos devidos a contragdo dos bronguics, utero e do intesti
L + " a ~
noj sdbre os capilares e arter{olas provocande a sua dilatacgao
e aumento da permeablilidade da parede capilar resultando no e-
dema & gueda de pressBo arterial; e sbbre as glandulas de se-
cregdo estimulando-as no sentido de maior produgéo,

Quimicamente a histamina é o L(5)-(beta-aminse~
til)-imidazol e, conforme 0 seu estado de protonagdo, pode -
xistir nas formas catidnica divalente (I), catidnica monovalen
te (II), neutra (III) e anidnica (IV).

N, w3 N 3
(1) (11}
Y )
L i L= i
(II1) (Iv)

Nas condicBes fisioldgicas a espécie predominapn
te ¢ a catibnica monovalente.




-

A relagdo entre a atividade bioldgica e a estru-
‘tura da histamina tem sido investigada por multos autores. Nig
mann Haysgg baseados na forma protonsda do aminoe grupos ¢a ca
deia lateral e na atividade histaminica do composto F(2 piri-
dil)w-etilamina®, sugeriram que,a atividade da histamina estd re
lacionada com a possibilidade dessa molécula assumir, uma Cofw
formagfo estabilizada pela formacBo de ponte de hidrogénio ip
tramolecular entre o amino grupo da cadeia lateral e o nitrogé
nio piridinico 8o anel:

="

BN NHZ

g ‘ ~H
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Por outro lado, um estudo da relacgdo entre a es-
trutura ¢ a atividade da histamina e de diversos compostos ang
logos levou Lee & Jonest a propor qus a parte da molécula .im-
portante para a sua atividade seja 0 seguinte grupo:

2% - CHE - CHZ «N 7

=N

i

onde =C.N= ¢ uma porclo do niclec aromatico. Além disso, pa
ra aquéles autores, o tamanho e a estrutura do anel aromatico
também s8o fatores importantes para a2 atividads da histamina.
Observaram que t0das as substancias ativas apresentavam uma eg
trutura favordvel a formag8o da ponte de hidrogénio intramole-
cular proposta por Hiemann e Haysze Algumas das substancias i-
nativas também tinham a possibilidade de apresentar essa ponte
de hiérogéﬁiog porém nio possuiam o fragmento sesirutural consji
derado fundamental para a atividade histaminica.

Garforth ¢ Pyman5 prepararam derivados da hista
mina com © amino grupo alquilado, O estudo da atividade hista-

6

a alguilagdo produz redugfo daguela atividade, ¢ estes resulta

minica d&sses derivacos, feito por Vartiainen®, demonstrou gue

dos foram mals tarde confirmados por Huebner, Turner e Scholz?




€ Hu&bnerga Para Barlow9 este fato parece indicar que ¢ amino
grupo, na sua forma catiénica, sirva como um ponto de ligagio
para ¢ receptor. Bste autor pde em divida que & presenca  ds
ponte de hidrogénio seja essencial para a atividade e nio estg
ja apenas com ela associada aleatbriamentele, ﬁ&ffmaﬂﬁll§ por
sua vez, nfo julga provavel a existéncia da referida ponte de
hidrogénio nas condig8es fisioldgicas, mas em trabalhos recen-

reglZs13,10

a hipdtese da ponte de hidrogénio intra-molecular
na histemina € aceita sem contestac8o. Parace-nosy entretanto,
que tal conclusfo sb poderia ser alcangada apds um maior estu-

do experimental do problema.

As substituicgdes e as alteragdes no anel imidazd
lico provocam uma redug¢fdo abrupta da atividade, fato que pare-
ce estar ligado com a mudanga de tamanho e forma da molécula
¢ mudanga da distribulgio dos eletrons no anel. Entre as subs-
tituigBes no anel imidazdlico,cujo efeito sdbre a atividade hig
taminica foi estuda6015§ a metilagdo na posigdo 2 resuliou na
queda da atividade soObre o miseculo 1iso para 30% e da ativida-
de sObre a pressfo arterial parz 15% da observada com a hista-
minal®, 4 metilagdo nas demais posigdes produziu reduglo muito
acentuada ou aboligdo das atividades da histamina, &4 2Z-fenil-
histamina também apresenta atividade miotrdpica reduzidal ¢ a
introducdo de um grupo tiol na posicéo Eﬁpréticamente abole a
atividade da histaminal?l, A presenga de uma carboxila na posi-
¢do 2 reduz de cérca de vinte vézes a atividade da Z2-metil-hig
taminalg. Outras substituicdes esiudadas e que aboliram a ati-
vidade foram a introduglo de um radical benzila na posigéo 119

o . X . PP
e dos radicais fenilazo e para nitro-fenilazo na posigdo Z 9,

0 problems da substituicio por 18do no anel imi-
dazdlico da histamina surgiu com a verificacdo, por Paiva e
0013921’22, de que a histamina perdia a suz acio sdbre o {leo
igolado de cobaia, quandso ers previamente incubada com 15do em
melo neultre ou alegline, Demonsiraram gue se tratava de uma re
agBo quimica do i8do com a histamina e nio de uma agdo do 1ddo
sobre a preparacgio farmacoldgica. Pela titulacd8c dos cations
hidrogénio liberados durante a incubaco, constataram a ewidép




cla de iodagdo na molécula. A influéncia do pH na inativacdo da
histamina pelo 1ddo levou-0s & conclusfo de gue a velocidade de
reac8o dependiz do estado de proiuvnagio do anel imidasdlico.
htravés de cromatografias em papel do produto de incubacdo . com
jodo radioativo verificaram aquéles autores a presenga de uma
unica mancha, ndo se conseguindo sntretanto o seu ~ isclamento
para a melhor caracterizacdo.

ALs reacgles de iodaglc do imidazel e da histidina
foram descritas por Pauly e Gundermanﬁfgem 1908, Ho meio aleca-
lino ¢ imidazol apresenta-se na forma de anion monovalente €
sofre atague eletrdfilec com a formagfo de 2-l-5-triiodo imida-
zol. A monoiodo higtidina e a diiodo histidina foram sintetizg
das e isoladas por Brunningéiipela adic8o de i8de  dissolvido
em hexano, a histidina dissolvida em soluglo de hidrdxido  de
56810,

Pela iodagfo limitada de L{(5)-metil-imidazol Pay
ly e Arauner®’ obtiveram 2-18Go-L(5)-metil-inidazol e concluf-
ram que & substituicfo inicial no anel imidazdlico ocorria na
pesigdo 2, Entretanto Grimison e Rida” , através do estudo ciw
nético da iodagfo dos Z-deutero, lj,5-dideutero & 2,l4,5-trideu-
tero imidazdis mostraram que a substituicdo inicial ocorre na
posigdo L(5).

Ne. sintese dos derivados iodados da histidina,
Brunnings encontrou resisténcla a introducBo de iddo no anel i
midazdlico, Pela titulacfo eletrométrica dos derivados iodados
obtidos, verificou gue o efeito da iodacio sObre a ionizacdo
do amonio grupo da cadela lateral, era demasiasdo grande para ser
explicado pelo efeite indutivo do iddo. Baseudo nestas ohserva
¢8es Brunnings propods - a existéncis de uma ponte de hidrogénio
intramclecular entre o nitrogénioc piridinico do anel imidazdll
co e o nitrogénio do fon ambnio da cadeia lateral. Segundo
ésse autor as estruturas das diferentes formas de histidina,
conforme seu grau de rotonacédo, seriam as seguintes:
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0 quelato proposto por Brunnings envolve um anel
de & elementos, que apresentaria estabilidade, ¥sto poderia ex.
plicar os valores relativamente balxos do pX do grupo amdnio
nos derivados iodados, assim como a dificuldade na reagio de il
dagfo, pols segundo glguns a&toresza’27’28 o mecanizmo de io-
dagdo do imidazol requer a participagdo do nitrogénio do anel,
formando-se inicialmente um intermedidrio N-iddo com posterior
rearranjo da molécula e fixaclo do 1ddo ao carbono,

3. Obietivos déste trabalho

0 estudo da inativagdo da histaming pélo iod022§
sugeriu a possibilidede de que a iodacdo do anel imtda=dlico
cause a perda da atividade. Entretanto, isto ndo fol demonstra-
do por ndo se ter isolado o produto de lodaglo e por nfo ss te
rem ainda descritos os derivados ilodados da histamina. No pre-
sente trabalho procedemos a sintese da monoiodo e da diiodohig
tamina, com a intengdo de determinar a sua atividade e de comw
pard-las cromatograficamente com o produto da inativacHo da hig
tamina pelo 18480, anteriormente descrita. Pretendemos  também
investigar a possivel atividade anti-histaminica désses deriva
dos. Procedemos, também, a sintese da mono e da N-acetil-&iiodo
~nistamina, compostos ainda ndoc descritos, com o objetive inie
cial de emprega-los como intermedidrios na preparacféo das mono
e diiodohistanina,

Procuramos cgracterizar todos os compostog obti-
dos por meio dos espectros infra-vermelho, de ressonfncia magng




wbe

tica nuclear e pela titulaglo eletrométrica em diferentes tem-
peraturas, com a finalidade de obter dados, que melhor esclare-~
gam O problema da conformacdo da histamina e de seus derivados.

Também fol nosso objetive procurar evideénclas eg
pectrofotomeétricas da existéncia de um complexo intermedisrio
na reacgfo de iodacfo da histamina,com vistas a possivel inter-
pretacdo da cinética da iodaglo sob o ponto de vista mecanisti
co,




IT. MATERIAIS E METODCS

1, Beagente & solventes

Foram empregados dois tipos de reagentes e sol-
ventes, segundo o grau de pureza: a) Reagente pars anslise
cloridrato de histamina (Carlo Erba), Iddo ressublimaﬁe {Ba-

ker), Hidrdxido de s8dio (QEEL), Anidrido acético (Merck), £ci
do cloridrico d=1,19 (Baker), Alumina neutra paras é:@matogran
fia (Merck), Lcido picrico (Merck), Acetona (Baker), Hidrdxido
de amdnio (Merck), S{lica gel G (Merck), n-Butanol (Merck), M

tanol (Merck), Dietilamina (Merck), Carbonato de s3dio (Baker),
Lcido citrico (Reagen), Fosfato dibdsico de sddio (Baker), Clg
reto de acetil-colina (Sigma), Cloreto de sodio (Baker), Clors
to de caleio (Baker), Cloreto de magndsio. 6H,0 (Baker), Clore-
to de potassio (Baker), Fosfato dibdsico de 53&13 (Reagen). G131
cose (Merck), Ftalato dcido de potdssio (Merck), Fosfato mono-
basico de potdssio (Reagen), Borato de sddio (Baker), Oxido de
deutério (Merck);b) Outros reagentes: Lcido sulfanflico diazo-
tadcggg n-Hexana (Herzog) Alcool etilico absaluto (QEEL).

L3
2, Caracterizacao dos compostos sintetizados

0 ponto de fus8o foi determinado em um aparélho
Kofler (Reichert), com termbmctro calibrado.

As andlises elementares foram feltas pelos "Gal-
braith Laboratories, Inc.”, Knoxville, Tennessee, E.U.A.

3. Espectros de ressonancia magnétics nuclear

Foram obtidos em espectrometros Varism T-60 e
Perkin-Elmer R-10, utilizando-se como referéncia  interna a
dgua & em alguns casos a acetona. As amostras eram dissolvidas
em agua deuterada, acidificada com acido cloridrico, na concen
tragfo aproximads de 100 mg/ml,

Li. Espectrofotometria

Para o estudo cinético da reagdo de iodaclo da




histamina utilizou-se um cspectrofotdmetro Beckman, modélo LB,
e cubas de sflica fundida de 1 cm de cspessura. Todas as eXpe-
riféncias foram rcalizadas a temperatura de 30°C, obtida pela
circulacio de dgua a sssa temperatura através de serpentinas
embutidas no aparélho. A agua de temperastura constante, impul-
sicnada por uma bomba centrifuga, provinha de um banho termo-~
regulado "FORMA.TEMP", Durante © periodo das leituras a tempg
ratura do interior da camara do cspectrofotdmetro pode ser
mantida dentro de + 0,1°C,

Os espectros infra-vermelho foram feitos na fa-
sc sdlica (pastilhas de KBr) na concentracgfo de 2 mg/300 mg, u
tilizando-se egpcctrofotdmetros Beckman IR-5 e Unicam 8.P.200,

5, Titulac3cs cletrométricas

Foram feitas com um pH-metro Radiometer, modélo
PHM Lic, com eletrodo de vidro G20ZB e elefrodo de calomelano
K100, equipado de agitador magnético e instalads no interior
de uma gaiola de Faraday para melhor evitar possiveis interfe
réncias eletrostdticas. As solugdes eram colocadas em um recie
piente provido de jJagueta através da gqual se fazia circular a
dgua de um banho de temperatura constante (FORMA-TEMP), onde a
variagio era da ordem de * 0,1°C, O pH.metro era calibrado an-
tes de cada titulacgdo com solugdes tampdo preparadas de acdrdo
com as recomendacgdes do "National Bureau of Standards"2°, Apds
s calibracBo com tampdo fosfato 0,025M (pH = 6,855 a 259C) a
sencsibilidade da resposta era conferida com os tamplBes borato
0,01M (pH = 9,18 a 25°C) e fialato 0,05M (pH = [,010 a 25°C),
A méxima tolerancia para discrepanciss néste infervalo de pH
de 4 a 9 £2i de 0,03 unidades de pH, Durante a titulagio e ca-
1ibracfo as solugdes eram borbulhadas com nitrogénio e a veri-
ficag8o da calibragfo 20 fim de cada titulagio nunca apresen-
tou discrepancia maior do que * 0,015 udidades de pH. Aproximg
damente 100 umoles da substineia a ser titulada eram dissolvi-
dos em 25 ml de solugBo de KC1 0,1M dentro da camara de titulg
¢&5. & solucBo de hidrdxido de s8dis ou de acid> cloridrico a=
proximadamente 1 N, com o titulo rigorosamente determinado era




adicionada com uma seringa calibrada "Agla', adaptada a um mi-
crdmetro YBurroughs Wellcome" graduado em 0,01 mm, Cada adigio
de 4dcido ou base era feita de forma a provocar uma variagdo de
gérea de 0,1 unidades de pH. O solvente era tilulado da mesma
maneirs e os calculos dos pontos experimentais da titulaglo em
cada pH, eram feitos usando-se 0s valores da atividade aparen-
te dos fons hidrogénis obtidos da titulag8o do solvente atra-
vés das equagles:

pH = .log [H*] - log éé (1)

;f!’
pK, - pH = pOH = -log [OH™] - log oy, (2)
Os valores de pK foram obtidos graficamente pela
equagio de Handerson-Hasselbaleh e extrapolados para a condd

géo de forga idnica (p) nula usando-se uma forma simplificada
da equagdo de Debye:

pK(}J,:O} = pK = 03§ 3,/};7(1“* i\(jﬁ) (3)

6, Cromatografia em camada delgada

Foram utilizadas placas de vidro de 20x20 cm €
10x20 cm sobre as guals se aplicava manualmente uma camada fl-
na e uniforme de gel de sflica G. As placas eram ativadas em
estufas a 1059°C por 20 minutos. Os sistemas de solventes emprg
gados, com as respectivas proporgdes em vollime, foram 05 se-
guintes: a) n-butanol saturado com hidrdxido de ambnic a 50%
{(v/v)}s b) n-butanol:metanch:dietilamina 85:5:13 ¢) fenol saty
rado com aguaj; d) etanol:acetato de etilasdguashidrdxido de a-
mbnio concentrado 50:00:10:1; e) n-butahol saturado de hidroxi
do de amdnio a 107 (v/v). As cromatoplacas foram reveladas com
reagente des Pauly modificaﬁozgg preparadc no momento 40 uso
pela dissolugHo de 0,1 g de dcido sulfanflico diazotado em 20
ml de solucfo de carbonato de sédio a 10%.

7. Determinacio da atividade bioldgica

05 derivados iodados da histamina foram ensala
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dos, gquanto a sua atividade espasmogénica, sObre a preparagio
do fleo isolado de cobaia. Cobaias de 150 a 200 g de péso cor-
poral eram sacrificadas por uma pancada na cabsga e a porgao
terminal do seu {leo era extrafda. Um segmentc de cérca de 3cm
de comprimento désse {leo era suspenso em um banho de solugdo
de Tyrode, mantido a 330C, dentro de uma camara de 5 ml de ca-
pacidade. Todos os compostos ensaiades eram dissolvidos no 1{-
quido de Iyrode, cuja composicdoc era a seguinte: 8,0 g de NaCl
0,2 g de Cally, 0,1 g de MgCl,, 0,2 g de KC1, 1,0 g de NaHCGE$
0,125 g de NaHyPO; e 1,0 g de glicose em um litro de agua, As
contracdes eram registradas com uma alavanca frontal com ampll
acdo de 3 vézes e carga de 1,5 g.
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III. RESULTADOS

1, Sintese da monoiodohistaming

Dois gramas de dicloridrato de histamina, 200 ml
de hidrdxido de sddio 0,5 N e 100 ml de n~hexano foram coloca-
dos num erlenmeyer de 1 1litro e conservados em banho de gelo
sob agitagfo vigorosa, a qual foi mantida durante tdda a rea-
clo ds iodagfo, Quando a temperatura atingiu 5°C,iniciou-se a
adic8o de 2,76 g de 14640 dissolvidos em 300 ml de n-hexano, fel
ta lentamente por meio de um funil de separacgids. Apds a adigao
que teve a duraglo de cérca de 90 minutos, manteve-se a agita-
¢do por mais 5 minutos. Adicionaram-se 0,56 g de iodato de po-
tdssio dissolvidos em 20 ml de agus ¢ 10 ml de acido cloridri
co concentrado (d = 1,19). O excesso de iddo fol extrafdo va-
rias veézes com n-hexano, A solucdo fol concentrada sob pres-
sfio reduzida, a 35°C, até a secura completa. O residuc foi sus
penso em 200 mi de etanol absoluto e 10 ml de acido cloridrico
concentrado e refluxado por 30 minutos. Ao adicionar grande
guantidade de acetona a golugdo obteve-se um precipitado bran-
co, volumoso, que foi recolhido e dissolvido em dgua. Apds tra-
tamento com carvioc ativo a quente, provocou-se a cristalizagéo
pela adigdo de acetona. Apds repetidas purificagSes obteve-se
um rendihento final de 1,5 g. O composto obtido funde-se entre
211 e 2139C com GecomposigBo, é muito solivel em agua, pouco
soldvel em dlcool, insolilvel em acetona ¢ decompBe-se facilmep
te no meio alealino a temperatura ambiente. Na sua andlise elg
mentar fol encontrads a composicldo percentual abaixo indicada
(juntamente com a calculada teoricamente para o dicloridrato -
de monoiodohistaminas CEH16H31012):

Caleulads: C 19,37; H 3,253 § 13,363 T 10,9l C1 22,88
Determinada: C 19,123 H 3,223 N 13,633 I 40,843 C1 22,54
0 espectro de regsonancia magnética nuclear do

composto encontra-se na Fig. 1 ¢ a Fig., 2 mostra © especiro da
histamina obtido nas mesmas condigdes. A comparagfo désses es-
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pectros com oOs ja descritos na literatura para o imidazol e ou
tros derivados por substituicdo no anel imidazdlicott113:31-35
permite atribuir aé ressonancias observadas nos dois espectros
20s protons 4o anel conforme assinalads nas figuras.

A caracterizacgdo do composto obtido, pela analie-
se elementar e espectro de ressonancia mugnética nuclear, leva
a conclusfo de que se trata do dicloridrate de monoiodohistami
na no qual o atomo de iddo se encontra 1ligado ao carbono 5 do
anel imidazdlico:

Monoliodohistamina

Os esgpectros infra-vermelho do dicloridrato de
histamina e do dicloridrato de monoiodohistamina, na fase so1i
da, encontram-se nas Figs. 3 ¢ U respectivamente.

2. Sintese da diiodohistamina

Umn grama de dicloridrato de histamina foi dissol
vido em 200 ml de hidrdxido de sddio 0,25 N e 100 ml de n-he-
xano € a essa solugho adicionaram-se 3,0l g de 10do dissolvidos
em 2010 ml de n-hexano, do mesmo modo descrito para a sintese de
monolodohistamina. A adigdo teve a duragde de 90 minutos ¢ a a
gitac8o fol mantida por mais 20 minutos, Adicionaram-se 0,50 g
de iodato de potdssio dissolvidos em 20 ml de dgua e 5 ml de z
cido cloridrico concentrado, Apds a remogBo do excesso de 10do
a solucdo fol concsntrada a pressfo reduzida, a 350C, até um vQ
lume de 30 ml. A alecalinizagdo com hidrdxido de amdnio concen-
trado ateé pH aproximadamente 9, resultou na precipitaglo de uma
substancia de coloragfo amarelada, Esta foi purificada trés v
zes por dissolucgdo em Acido cloridrico concentrado, tratamento
com carvdo ativo a guente e alcalinizacglo com hidrdxide de amd
nio até pH 9. O rendimento foi de 0,85 g. O composto funde,com
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decomposigdo, entre 163 e 1640C, & solivel em meio acido e pou
co soluvel em meio alcalino. Decompde-se¢ em solug8o alcaline a
temperatura ambiente.

A composicdo percentual calculada tedoricamente pa
ra a diiodohistamina (C5H N IZ) e o0 resultade da analise ele-

T3

mentar do derivado iodado obtido, encontram-se na tabela abalixo:s

Calculado: ©C 16,533 H 1,953 N 11,573 I 69,95
Determinado: € 16,843 H 2,255 N 11,313 I 69,44

. A Pig, 5 mostra o espectro de ressonanciz magne-
tica nuclear do composto obtido. © desaparscimento das resso-
nancias devidas aos prdtons ligados aos carbonos 2 e 5 do anel
imidazdlico, juntamente com os dados da anslise eleméntar, per
mitem concluir tratar-sc da dilodohistamina, com a seguinte eg
truturas

Diipdohistaming

0 gspectro infra-vermelho déste composto foi ob-
tido & encontra-se reproduzido na Fig, 6

2. Preparacio da Neacetil-histamina

Tentou-se inicialmente obiter &ste composto pelo
método descrito por van der Merwelé, gque consiste em refluxara
histamina bdsica com anidrido acético por uma hora. Pels elimi
nacdo do excesso dc reagente,obieve-se um Sleo de coloracho es
cura. Diversamente do que consta na liferatura, nioc foi possi-
vel eristalizar &ste Sleo pela adiclo de algumas gdtas de ace-
tona, nem mesmo apds purifica-lo mediante o emprégo de varios
solventes como etanol absoluto, é&ter absoluto, mebtanol, clorow
£irmio e acetato de etila. Utilizou-se o método de purificacio
introduzido por Tabor & M@settigBés gue consiste em preparar o
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picrato dessa basc pela adiclo,ao Sleo obtido, de acido picri-
co saturado em etanol., Friccionando a parede do reciplente;com
um bastio de vidro precipitou-se imediatamente o plerato, que
fundiu a 164-166°9C, Bste foi reeristalizado de dlcool absolu-
to a quente e deixade a temperatura amblente, Obtiveram-se crig
tais em forma de agulha que fundem entre 169 ¢ 171°C, O picra-
to de¢ N-acetil-histamina, dissolvido em pequend volume de esta-
nol absoluto, foi colocado em uma coluna de alumina neutra da
qual a base (N-acetil-histamina) foi eluida com etanol absolue
to, Pela evaporagdo do solvente obtiveramese cristals em forme
de agulha, gque fundiram sntre 145 e 1U6°C. Todavia o rendimen-
to ol muito balxdo ¢ procurou-se introduzir nmadificagdes no
processe de preparagdo e purificacgfo, O método gue se mostrou
melhor foi o seguinte: 1,2 g de histamina basica foram dissol-
vidos em 2,8 ml de anidrido acético ¢ mantidos a temperatura
amblente por uma hora. Evitou-se o refluxo, visio gque © aqusci
mentO provocava o escurscimento do produts final. Apos a elimi
nagdo do excesso de anidrido acéticos por agueciments em banho
maria a pressdo reduzida, obteve-se um residud oleosso de colo-
racdo amarvela palida. Este foi elaida de uma coluna de alumina
neutra com etanol absoluto e, apds a eliminaglo do solvente,
obtiveram-ge cristails que fundiram entre 145 ¢ 147°9C. O repndi-
mento £oi de 1,2 g, Os espectros de ressonincia magnética nu-
clear & de absorgdo no infira.vermelhs referentcs a Neacetil-his
tamine encontram-se nas Figs. 7 & 8,

li. Preparacio de Neacetilemonoiodohistamins

A um grama de N-acetil-histamina, dissolvida em
100 ml de hidrdxido de s3dio 0,2 N, adicionaram-se 1,66 g  de
i3do, pela técnica ja descrita. Apds a remogdo do excesso de id
do a solugdo fol concentrada a pressdo reduzida, a 40°C, ate o
volume de 10 ml, Pela alcalinizagio a pH = 8 e fric¢8o da parg
de do tubo de ensdio com um hastdo de vidro, formou-se im pre-
cipitado branco. Zste foi purificado vdrias vézes pela rodis-
solucdo em meio &dcide e posterior alcalinizagdo. O composto b
tido funde-se entre 188 e 1900C ¢ o seu rendimento foi de 0,78
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gramas. Segue-se a analise elementar, comparada com a calcula-
da para a N-acetil-monoiocdohistamina (073100N313:

Calculada: € 30,123 H 3,613 N 15,0635 I 47,495 0 5,73
Determinada: € 29,963 H 3,533 N 15,065 I 47,47

Pelo espectro de ressondncia magnética  nueclear
{(Fig. 9) concluimos que a substituigéa pelo i5do se deu no car
bono 5 do anel imidazdlicos

L\,‘__ U _ NHCOCH,

I

Nezceiil-monolodohistaminag

A Pig, 10 mostra o espectro infra-vermelho ao
composto cobtide,

5« Preparacio de N-gcetil-diiodohistamina

& 0,5 g de N-gcetil~histamina, dissolvida em 100
ml de NaOH 0,1 N, adicionaram-se 1,52 g de i8do seguindo a tég
nica descrita anteriormente. Alcalinizando-se até pH 8, apds a
remogdc do excesso de iddo, obteve-se um precipitado branco,vg
lumoso, que fol centrifugado e colocado em dessecador. Obtive-
ram-se 0,115 g de um compdsto que fundiu entre 214 e 216°C, ip
solivel em dgua e em meio alcalino mas solivel em acido, Os rg
sultados da andlise elementar, em comparacic com o8 calculados
para a N-gcetil-diiodohistamina {CYH9GNBIQ}5 s80 as seguintes:
Calculadas C 20,763 H 2,243 ¥ 10,385 I 62,675 O 3,95
Determinada: C 20,1043 H 2,31; N 10,285 I 59,73

Devids a dificuldade em se obter solugdo deste

composto em concentregio adequada, ndo se consegulu um bom es-
pectro de ressonzpcla magnética nuclear,




-2li-

*eew

‘so01d S0P omm,mpmmpﬁ :ppeledea; YU

odnad op mowmwmohﬁﬁ H® ¢ -H g I B Te TRTe 152 U= S0 = ik "4
* PUEIS|YOPOIOUCW ~[IJ8 0B~ N PP EOPSUSRW JBS[ONU ¥]OURUOSESI 9P oatoedss - & ‘Jag

o 00!

00¢
i

om¢ oﬁ_u_m




L

“(IgX ep eysed) eulwRIS|YOPOjOUOW~{}eOR~]] BD OYoWJsABJIN ogjosdsa -~ 0T “Bag

0cr

08

o0t

%l

_....E 3

g )
008 002l 0091

00t



2B

i
H

i
o HCOCH
R N T 3

Nezcetil-diiodohistaminag

Na Fig. 11 encontra-se o espectro de absorcgédo da
regidc 6o infra-vermelho.

6, Cromatografia das jodohistaminas em camada delzada

De todos os sistemas de solventes empregados, a=-
gquéles que permitiram melhores separacgdes foram: a) n-butanol
saturado de hidrdxido de ambnio a 507 {(v/v); b) n-butancl:meta-
nol:dietilamina 85:5:1 (sistema BJ,

Na Tabela I encontram-se os wvalores de Rf obti-
dos utilizando-se o sistema (a) como solvente, e na Fig, 12 en-
contra-se a reprodugdo de uma cromatoplaca obiida com o mesmo
solvente, '

- TABELA T
Rf
Histamina.2HCL 0,084
Monoiodohistamina L2HCL 0,334
Diiodohistamina 04019
N-acetil-histamina 0,U67
‘Neacetil-monoiodohistamina | 0,662
Neacetil-diiodchistaming 0,798

0 sistema (b) mostrou-se mais apropriado 3 cromatografia do di-

cloridrato de hlstamina e da N-acetil-histamina que apresenta-
#

ram, com esse solvente, os Rf de 0,17 e 0,37 respectivamente.




2w

TRUIIBSIOPOPIede~N BU OY[ewiasAvdapr oxoedsy ~ 1T ‘Hig

a g # €l 2 1] of 6 8 L 9 § 4 £ 2

Q | ¥ 1 L} 4 1 L ¥ ¥ I L ¥ 1 R Q

o2t 102
vt o
09r 408
o8}- o8
ch i | i } 1 i | ] i 1 i i i H ] AQQw N

-3 059 00L 008 000} 0021 00%1 0002 000E ooos 4L



28

7. fdentificacdo dos produtos de inativacfo da histamina pelo

iodo

Procuramos determinar a estrutura do produto de
inativag8o da histamina pelo 18do, nas condig¢Ses descritas por
Paiva e cols,” T4, Foram preparadas as solugles de dicloridra-
to de histamina e i8do nas concentracdes de 10 mg/ml em tampdo
citrato-fosfato de pH=8,0, A partir desta foram preparadas mig
turas em que a relacfo molar histamina:ibdo variou de 1:2 até
231, Estas misturas eram incubadas na geladeira durante 30 mi-
nutos e as reagdes eram interrompldas pela acidificac8o com &-
cido clorfdrico. 0 excesso de 18do era removido por sueessivas
extragSes com n-hexano. 0 produto das incubacBes era caracteri
zado por cromatografia em camada delgada, feita simultaneamen-
te juntamente com amostras auténticas de monoiodohistamina =
diiodohistamina. A cromatografis fol desenvolvida no sistema
de solvente n-butancl saturado de hidrdxido de amdnio a 50% e
revelada com reativo de Pauly modificado. Verificdu-se que, neg
tas condig¢des, o Gnico produto de iodacio fol a monoiodohisiae
mina.

8, Atividade Biolodgica dos derivados iodados da histamina e N

Os derivados iodados obtidos foram comparados

com a histamina quanto & sua atividade espasmogenica sdbre o
{ieo isolado de cobaia. Verificou-se que nenhum dos derivados
apresenta atividade do tipo histamfnico, em ensdios que permi-
tiriam detectar essa atividade se ela fdsse maior do que 107l
vézes a da histamina., Bsses compostos Foram também  estudados
quanto & sua atividade anti-histamfnica, tendo esta sido eacog
trada em pequeno grau na Ne-gcetil-diiodohistamina e na diiodoe-
histamina. Esta Oltima apresentou-se mais ativa neste sentido,
inibindo 50% da resposta 2 histanmina 2 x 1@”8E guando a concepn
trag8o da diicdohistamina era 5,5 x 1072 (Fig., 13) . Verifi.
cou~-se também que a dilodohistamina nio apressnta atividade i
nibidora sdbre o efeito da acetilcolina.




Fig. 12 - Reprodugdo de uma cromatoplaca desen
volvida com n-butanol saturado de hidrdxido de
amdnio a 50% (v/v): 1, histaminaj 2, monoiddo-
histamina; 3, diiodohistamina; 4, N-acetil-mo-
noiodohistaming; 5, Neacetil-histamina; 6, N-
acetil-diiodohistamina,

B
e
—
P

;
i } |
wmj M#j A%n«"’?wj \-sww‘! MJ; A g,n,«w.-.gj
a b c d e £ g

Fig, 13 - Contracdes de uma preparagfo do {leo isolado
de cobsia pels adicdo de: a, 10 ng de acetilcolina; by
20 ng de acetilcolina; ¢, 100 ug de dilodohistamina sg
guldas Ge 20 ng de acetilcolinay d, 20 ng de histamina
e, 40 ng de histaminaj; £, 100 ng de diiodohistamina sg
guldas de L0 ng de histaminaj g, 40 ng de histemina. A
preparacao fol lavada vérias vézes com solucdo de Tyrg
de apds cada contragio,

29~
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9, Titulac8es eletrométricas

Com as finglidades de melhor caracterizar o8 dé-
rivados iodados da histamina e de obter informagdes de possivel
valia para o estudo de sua conformagido em solugfo aquosa, fo-
ram feitas titulacdes pH-métricas désses compostos em varias
temperaturas, As curvas de titulacfo dos derlvados da hi tami-
na por nds preparados, obtldos a 25°C, estfo representadas nas
Figuras 14-18, Estes graficos mostram os ponitos obtidos experi
mentalmente, aocs guals foram sobrepostas as curvas tedricas com
putadas pela equaclo de Handerson-Hasselbalch, com os valores
pK, que melhor se adaptaram sos dados experimentals. 4s médias
aritméticas dos valores de pK, (corrigidos para f£drca ilnica
nula) obtidos em varias temperaturas para os grupos ionizavelis
da histamina, monolodohistamina ¢ dilodohistamina encontram-se
nas tabelas II, III e¢ IV, Na tabela V acham~-se o©s valorcs obtl
dos nas titulagdes da Neacetil«histamina ¢ de seus derivados a
259C, 0 efeito da temperatura sdbre os valores de pK fol anali
sado de acdrdo com a equacio de van't Hoff. 4 entalpia da tity
lacéo de cada grupo foi obtlida pelo coeficiente angular da re-
ta determinada pelo método dos minimos guadrados relacionando
pK, em fungdo da reciproca da temperatura absoluta., Um cxemplo
do tipo de grafico obtido encontra-sc na Fige 19, Os desvios
padrfo corrcspondentes acs valores de H foram determinados -
pelo erro padrfo da estimativa do cocficlente angular, Os re
sultados cncontram-se na tabela VI, juntamente com o0s valore
da variacfo de cnergia livre ¢ entropis corrcspondentes.
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Fig. 1§ - Tiulagac de 100 micromoles de moneolodohls
taminag a 122C.
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Flig. 15 - Tituwlagao de 100 micromoles ds dilodchistamina
a 250 C,
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Fig. 16 - Ttulagao de 100 micromoles de
N-acetll-histamina a 252 C,
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Flig. 17 - Titulagaoc de 97,5 micromoles de N-acetil-
monciodehistamina a 252 C.
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Fig. 18 - THulagso de 100 micromoles de
N -acetll-dilcdohistamina a 25€¢C
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Tabela I1 - pK, dos grupos ioni-
zavels da histamina om varias tep

peraturas
Grupo i .
Imidszolio Amonio

Temp.

__15,0°¢C 6,23 10,0h
17,5°C 6,11 9.97
20,0°C 6,10 9,93
22 ,59C 6,03 9,78
25,00C 5,03 9,75
27 ,50C 5,96 9,60
30,00C 5,94 9:62
35,00C 5,85 9,45

* Os valores de pK

obtidos pela ti

tulacgéo eleirome rica foram extira
polados para fdrga idnica nula.

Tabela III =~ pKg'

dos grupos ionizdveis da mg

noiodohistamina em trés temperaturas

Grupo
T Imidazdlic| Ambdnio Imidazol
EMPs
12%C 1,21 9,62 12419
250C It,06 9,20 11,56
380C 3,89 8,86 11,30
* Valores extrapolados para fdrga idnica nula.




Tabela IV - pKa* dos grupos ionizavels da diig
dohistamina em varias temperaturas

Q , ,

Imidazolio] Amonio Imidazol

Temp.
12°C 2,51 8,52 10,58
15°C 2,4l 8,045 10,47
180C 2 U2 8,35 10,37
229¢C 2,35 8,20 10,18
250¢ 2431 8,20 10,11
329C 2,27 8,04 9,92
380C 2,12 7593 9,72

* Os valores foram extrapolados para fdrga id
nica nula,

Tabela V - pKa$ dos grupos ionizavels da Reacg .

til-histamina ¢ seus derivados lodados a 25%C

Grupo »
Imildazdlio Imidazol
Composto
Negretil-monolodo-
histaming 473 11,53
Negcetil-diliodeohis
taming 2599 =

* Valores extrapolados parz fdrga ibnica nula.
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Tabela VI ~ Parémetros termodinamicos das ionizagdes da
histamina e seus iddo-derivados a 25°C

3H G 08
(Keal/mol) | (Keal/mol) | (cal/® mol)
Im® | 5,8 0,9 | 8,27 £ 0,05] =8,3 %3
Histamina - '
,NHB 12,2 + 0,8 |13,36 + 0,09 ~3,9 %2
Im%* | 5,5 % 0,2 | 5,57 % 0,01} =042 + 0,8
Monoiodo- +
histamina _NBE 12,3 + 0,8 |12,61 + 0,01] -1,2 2
8 jil,L + 0,3 115,84 £ 0,090 -L,8 %1
Im* | 5,2 £ 0,6 | 3,17 £ 0,05 6,8 %2
Diiodohig =-—7%
-tamina  -NHg 9,04 £ 0,3 (11,24 + 0,02] 5,2 %1
IR 112,44 % 0,3 |13,86 £ 0,02 4,9 £ 1

Os desvios indicados representam os erros padrio

10. Bstudo espectrofotométrico da reacdo de iodacio dhistamina

A possibilidade da evidenciagl8o de um complexo
intermedidrio entre o iddo & a histamina durante a reagdo  de
'iodagao foli investigade stravés do estudo do espectro de absor
¢80 do iddo, em melo dcido, na presenca de histamina.

0 estudo da cinética da iodacho de varios compog

tos imidazdlicos, inclusive da histamina, fol feito por Schut-
2 5 Ld
te e calabarador@sl *13, Bsses autores fizeram suas observagles
em presenca de excesso de Llodeto, em condic¢les gue asseguravam
£, 3 5
cinetica predominantemente de primeira ordem para © desaparecl
mento do 18do, Parz permltir o estudo de possiveis alteracdes
no espectro de absorgdo do idodo e do fon Ig em presenga da hig
tamine fizemos o estudo com baixas concentragdes de iodato. As sp
lugles de iddo eram preparadas, alguns minutos antes de seu
uso, pela agitac8o de um excesso de i0do em Agua destilada,até
¥ # . " o

o aparsecimento de cOr amarela escura, seguida de filtragao. O
filtrado apresentava um espectro de absorgdo caracterizado pee




1] =

la presenca de um maximo de 460 nm, devido ao I solvatado (ab
sorptividade molar, {=746) e outro em 353 nm, correspondente &0
1% (€ =26L00)77, & concentragdo de Iy & a relagdo {Izjfiig] de
pendiam do tempo de agltacgfo ¢ wvariavem lentamente com o tempo
apbs a filtracdo. Entretanto essa alteraglo ndo era significa-
tiva nas primeiras horas apds a filtragio e nfo interferiu com
as nossas observacgdes.

A adigdo de excesso de histamina a solugles ague
sas de iddo em pH acima de 5,5 resultava em rapido desapareci
mento do 1ddo, dificultando as observacScs e porisso  escolhemos
a regifio de pH entre 3,6 ¢ 5,2 para o nosso estuda, O pH de cg
da experiénecia era obtido pela titulaclo prévia da solugio de
histamina que seria adicionada a de 18do, Nestas condigles, a
adicHo de histamina 1,09 x 107N a solugdes de 15do de concen-
tragfo proxime a L x 10™"M resultava em uma lenta  diminuigdo
do I, ¢ sumento do Ig presentss. O pH também cafa lentamente
mas, embora ndc exlstissem substancias tamponantes presentes,
essa queda era apenas da ordem de 0,05 unidades nos primeiros
guatro minutos da reagfo.

Admitindo=-se que no infcio da reagfo hda  apenas
formagdo de monolodohistamina, conforme as equagdess

L + 17 == I ()
Ham + I, =% IHam + I7 (35

degeria ser possivel obter o valor da constante de dissociag8o
{K) de Eg, conhecendo-se as concentragdes de I, I%i e de 17,
esta Ultima calculada a partir da premissa de que cada molécu-
la de 16do consumida na iodac8o produza um egquivalente de iodg
to:
: s
. - . I o
(5l (5, - (5], -2 A5l - [13]) + [17],] .
K = , (6)
[13),

{121@ e [I%}G sioc as concentragdss de 1ddo e




tri-iodeto determinadas pela absorbincia da solucBo de iddo ap
tes da adicgio da histamina € {E"ég é a concentracfo Iniclal de
iodeto calculada a pmrtir das duas outras e da constante dedig
. 5. - (K -3437, ] - o -
sociagio do I3 (K=1,57x1077)77; il (13l e I 1, séo
concentragdes em diferentes tempos, apds a adicBo da histamlina.

4 Tabela VII mostra os resultados dos célculos
de K em eX§eriéncias representativas realizadas em varios pH.
A concentracdo do 1ddo em tddas as experiéncias foi da ordem
g It x 10 ¢ o de histamina fol de 1,09 x 1072, Os  valores
da constante aparente da dlssocliacio do Igs obtidos apds cérea
de 5 minutos de reagho, oscilaram em tdrno de 1,50 X 1@”5, em
concordincia com o citado na literatura’!, Inicialmente, entreg
tando ha um desvio significativo com tandéncia a valores mals
altos, © gue pode ser interpretado admitlindo-se que VL2 parte

Tabela VII - Constante aparente de dlssocla-
cBo do fon tri-iodeto durante a iodacio da hiz
tamina a 309C.

Tempo em £ §51@5
segundos N Ly7 1,8 542
30 1,80 | 1,84 4 1,82 1,77
60 1,88 1,72 1,73 | 1,85
90 1,88 - 1,62 1,79
120 1,89 1,60 | 1,58 1,76
180 1,82 1,49 1,57 1,70
210 1,85 1457 1455 1,68
300 1,80 | 1,55 1,55 | 1,55
569 1,75 | 1,52 | 1,53 | 4,03
Lizo 1,69 1,52 1,54 1,62
L80 1,68 1,56 | 1,57 1,60
5110 1,65 | 1,56 | 1,52 | 1,59
600 1,67 1,56 1,52 1,59
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da absorbancia em 460 nm, seja devida a uma forms de iddo liga-
L ” N -
do a histamina. Terfamos; assim,

IZ + 17 = Ig {73
Ham + I, === [I,+Han] (8)
{Ezﬁamj ey THam + I7 (9}

A espécie representada acima entre colchetes po-
derla ser um complexc inespecifico ou um intermedidrioc dz reg
g8o de iodagdo. Para verificar qual destas hipdteses é a mais
provavel procuramos calcular s concentracio do 1iddo ligado a
histamina (q) através da expressfo:

a = ULl - [lp - dgly - 131y Qo)
Os valores de g foram calculados em diferentes tempos da rea-
¢80 e a sua extrapolagdoc para o tempo zero, feita como se moS-
tra na Fig. 20, foi tomada como a concentracdo de idde Iigado
a histamine no infclo da reagdo (go).

Os valores de 4, Toram relacionados, em cada ca-
50, com a velocidade inicial (v;) da reagfo. Na Tabela VIII e
Fig. 21 encontram-se 05 valores de v, e 4, obtidos em  varios
pH.

Tabela VIIT - Valores da velocidade inicial (v;)

Cacd 2 = £ 5 x % ]
¢ da concentragfo inicial de i3do ligado & hise-
tamina {qe} em reagSes de iodac8o feitas a 30°C
em varios pH.

Vi
p= (mol/l.min.) 45

3,99 | 0,62 x 1077 | 0,2 » 1079K,

1,52 | 2,80 % 1072 | 1.1 % 1072M,
b,85 | 1,55 x 1077 | 1,5 w 1070M,
5,09 | 5,70 x 1077 | 2,1 x 107°M,
5,20 | 6,93 £ 1072 | 2,7 = 10%°M,
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Fig., 20 = Variagdo ds concentragdo de "iddo 14

gado & histamina" (q) em funcfo do tempo de iow

daglo, Histamina 1,09 % lﬂ”aﬁg {Eg}asggzaxlﬁ“&ﬁg
(151 ,=7,77x10-8i1; pH=5,09
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Fige 21 - Relagdo entre a velocldade iniclal (vi;) e con-
centragdo inicial de 1340 ligado a histamina (g.), en rea
¢Jes de 1idagBo feitas ‘g 309C e virizs pH.
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C aumento da velocidade inicial da iodacgdo é di-
retamente proporcional tanto a concentracdo da histamina na fop
ma catidnica monovalente (Ham®) como ao valor de Uy Bstes re
sultados favorecem a hipdtese de que hossas observagles especw
trofotométricas resultem da existéneia de um complexo entre o
iddo e a histamina desprotonada, que seria um intermedidrio na
reagdo de iodagdo, A Constante de formagdo d2sse complexo, cal
culada através da equacdo Kﬂqo/iﬁam+ffiaja, resultou em um va-
lor médio de 96 com desvio padrdo 20.

Procuramos verificar ainda & possibilidade da 11
gagado de histamina ao Ig ou av I” através do exame do espectro
de absorcdo de solucles desses fons em presencga da  histaming
protonada, porém nio conseguimos nenhuma evidéncis déste fato.

Também estudamos as alteracgdes produzidas no es-
pectro de absorgdo do iddo (3-L x 10"&M), em solugdo aguosa
{pE=2,0)} pela adic¢do de histamina em concentragdes gue  varis-
ram de 107°M até 2 x 10-1M, Pars as concentragdes altas de hig
tamina verificeu-se um deglocamento do méximo de absorgde do i
8do de U60 nm para Lli0 nm, ¢ também um ligeiro aumento da abe
sorbanecia do I3 em 353 nm. Bste efeito, porém, nfo foi observa
do guandd a concentragdo de histamina era da mesma ordem que
a5 empregadas nas varias observacdes por nds realizadas (Fig,
22). sparentemente as alteragfes do especiro do 1bdo verifica
dag em presenca de maiorss csﬁcentragées de higtamina se deven
a um efelto de modificacio do solvente,
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Fig, 22 - Bspectros de absorgfo de iddo 5,6 x 10774 em so-
lugdo aguosa, pH = 2,0 (1) e na presenca de: (Z2) histamina
0,2 M; (3) histamina 0,1 Ms3. e {4) histamins 0,05 M, Na pre
senca de histamina 0,01 M o espectro observados ndo se dis-

tingue do (1),
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IV, DISCUSSEO

1. Iodac80o da histamina e da Neacetil-histamina

Os derivados mono- & dilcdados da histamina e da
Neacetil-histamina, que ainda nfo tinham sido descritos, foram
por nds sintetizados. A analise elementar e ¢ espectro de res-
sonfincia magnética nuclear permitiu caracterizar os produtos
obtidos como: (1) dicloridrato de S-iodohistamina; (2) Zy5-di-
iodohistamina; (3) NeacetileS-iddohistamina; (1) & Neacetil
-Z;5~diiodshistamina, Verificamos, assim, que a2 iodagdo se dg
preferentemente na posiglo 5 (ou L) do anel imidazdlico da hig
tamina, de modo analogo ao gue Qcorre com © imidazolzé g com a
histicinat219”2937, Bste fato também estd de acdrdo com o es-
perado tedricamente, pois o5 cdlculos da densidade eletrbnica
nos 4tomos do anel imidazdlico de imidazol>C e dg histamina’?
indicam que a posicfo U (ou 5) é energérticamente mais favore-
cida do que a posicdo 2 para a substituicdo eletrdfila,

C mecanismo da lodagdo de compostos imidazdlicos
tem sido estudado por varios autores, havendo concordincia dos
trabalhos mals recenteszB’&o’ul em que haja um ataque do iddo
molecular ao anel imidazdlico, na sua forma anidnieca, formando
-se intermediariamente um complexo sigma, O passo limitante da
reacdo seria a remocdo de um proton do complexo sigma com a fop
magdo do derivado lodado, e a catalise da iodagdo por bases se
daria por interferencia nesta etapa da reagdo,. Os estudos cing
ticos que levaram a proposta déste mecanismo foram realizados,
em pHs préximos de 7.

Ha tentativa de evidenciar a presenca de um com-
plexo molecular entre a histamina e o 15do, que precederia a
formagdo do complexo sigma, realizamos um estudo espectrofoto-
métrico da reacdc em pH mais baixo (entre 3,6 e 5,2) ¢ em preg
senga de balxa concentragdo de iodeto (os autores acima mencig
nados empregaram excesso de lodeto), Nestas condicdes a ioda-
¢80 se processou com suficiente lentidfo para permitir a veri-
TicagBo de que parte da absorbancia observada em L60O nm era de
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vida a i13do que nio se encontrava livre para participar « o
equilfovrio I, + I7 == I%, AGmitindo que ésse i0do &e -encon=
trasse ligade a histamina foi possivel chegar-se a uma estima-
tiva da concentra¢do inicial do complexo (q0}9 gque se mosirou
proporcional 2 velocidade inicial da reacdo (Tabela VIII ¢ Flg.
20} s

0 efeito do pH e de g sdbre a velocidade de io-
dac&0 parece indlcar ser a forma catidnica monovalente da his-
tamina a espécie envolvida na formagio do complexd com iddo,
Partindo desta premissa chegamos a uma estimativa de 96 * 20
1/mol para a constante de equilfbrio de formagfo. Admitindo ag
sim, que ae forme inicialmente um complexo molecular ¢a hista-
ming com o iddo, seguido de rearranjo para um “complexo inter-
not do tipo proposto para a eomplexagd> com outros  doadd
»resul”&h , propomos o scguinte esquema para a io>dagd> da his-
taming em meio &cidos

..
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E possivel que um mecanismo analogo ocorra na i
dagfo om melo neutrs ¢ alcalino, ondc a cspielc atacada  pelo
iddo poderia ser a forma anldnica da histamina, ou mesmo a prg
pria forma monccatidnica.

Us nossos resultados mostram gue a aparente rg-
sisténcia da histemina 2 iodagfo, observada anteriormente (de
modo andlogo ao relatado por Brunnings para a histamina),ndo
resulta da dificuldade de iodagdo mas sim de isolamento dos prmo
dutos e da ocorréncia de reag3es colateraisaEg Lissim, mesmonas
brandas condicBes em gque se observou a inativag8o da histamina
pelo i5@021§ ficou demonstrado que © principal produto ¢ a mo=-
noiodohistamina,

2, Titulacdo da histamina

0 valor por nds obtldo para o pK, do amino-grupo
da histamina a 259C (9,75) esta de acdrdo com os valores cita-
dos na literaturat®i80:89 (ngasas 9,76; 1imites: 9,69%5-9,847).
Entretanto o nosso valor para o pK, do grupo imidazdlico (6,0%)
estsd 0,16 unidades acima da média dos valores obtidos na mdio-
ria das determinagles anterioresué"ag embora concorde com 9 va
lor de 6,09 obtido por Schutte e cols.,}‘3 a temperatura amblen-
te. 0 desvio padrao calculado para 28 titulagdes da histanmina,
feitas por nds, fol de 0,02 para o pK, do imidazol e de 0,07
para © do amino-grupo, ¢ estimamos gue O érro sistematico des-
sas medidas seja menor do que 0,02, Acreditamos que 08 Instru-
mentos e métodos por nds empregados, em comparac8o com 08 dos
trabalhos acima citados nos permitem confiar, dentro destes 14

mites de erro, nos valores de pKy que se encontram na tabela 1L,

3. Conformacio da histamina

Os valores de pK, do grupo imidazdlico e do ami-
no grupo da histamina s8o cérca de uma unidade mais baixos enm
relacdo, respsctivamente, aos do imidazol (pK&:6,95)5O e da
etilamina (pK,=10,67)%L, Bste rato tem sido interpretado’> co=
mo evidéncia da exisiéneia de pente de hidrogenioc intramolecy
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lar entre o grupo amdnio da cadeia lateral e o nitrogénio piri
d{nico do anel imidazélico. Todavia se tal existisse seria de
s&¢ esperar um aumento do pK, do amdnio grupo e nfo um abai-
xamento,. Além disto a diferencs mencionada de uma unidade em
ambos 05 valores de pK da histamina é esperada pelo efeito in-
dutivo da cadela lateral da etilamins protonada sdbre o anel -
imidazdlico e o dBste sdbre a acidez do grupo amdnio, Para is-
to basta confrontarmos o efeito aguf observado com o efeito da
cadeia wCHEuCHasﬁﬂg sbbre o pK, da piridiaasz & com as diferep
gas de pK, entre a alanina (pK_nnqy=2,343 megﬁgggiég} e a hig

tamina (pK_nnap=1,82; pKn§H§=9,6?)§3. Outra evidéncia contra a

existénecia da ponte de hidrogénioc ¢é a comparacido dos valores
de {OH=5,8 kcal/mol, e de O8=-8 cal/%mol. para a dissociacio
4o grupo amdnio da histamina (Ver tabela VI) com os obtidos Ea
ra ¢ caso do imidazol ({OH=7,7 kcal/mol. e OS=-6 cal/%mol)7H,
Estes dados sugerem que a diferenga de pK entre oz dois compog
tos & devida principalmente ac fator entidlpico ds variagdo de
energla livre, Se aquela dissociacfo fosse acompanhads da for-
mag&o de ponte de hidrogénio intramolecular seria de se¢ espe-
rar maior prodominancia do fator entrdpico.

A ponte de hidrogénio intramolecular também nio
recebe apoio do recente trabalho tedrico de Kier-? que, a par-
tir de calculos de orbitais moleculares da moléeula da hista-
mina, chegeu,é proposta de duas conformagdes da cadeia lateral
de energias aproximadamente lguais e correspondentes a dois mf
nimos, Nenhuma das duas conformag8es propostas acomoda a ponte
de hidrogénio entre o grupo ambnio e o nitroghnio do anel imi-
dazdlico,

Outro tipo de argumento em favor da existéncia
da ponte de hidrogénioc intramolecular é analogo ao apresentado
por Brunningsza para © caso da histidina (Ver Introducdo, p. 4.
As tabelas III e IV mostram que a introdugdc de um e dcis
dtomos de 18do no anel imidazdlico da histamina leva &4  queda
de 0,55 ¢ de 1,55 unidadss de pK, respectivamente, Bstes valg
res s&0 comparaveis zos de 0,55 e 0,99 , respsctivaments, ob-
servados no caso dos derivados iodados da histidina, Segundo
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agquéle outor estas diferencas sfo multo grandes para ssrem eX-
plicadas por um efeito indutivo do iddo através do anel imida-
z0lico e dos dols carbonos da cadeia lateral, Este argumento -
parece sor do valided. duvidoss, especialimente s¢ lembrarmos que o©
pK, do grupo embnio da diiodo-tirosina (onde nfo hd possibili-
dade de mecanismo semelhante ad da ponte propogta para a histi
dina ¢ a2 histamina) é 1,29 unidades mais baixo do que o da ti-
rosinas

Iie Conformacido dos derivadog iodados

Uma hipdtese que merece discussfo ¢ o de que a
ponte de hidrogénio intramolecular possa ocorrer apchas nos dg
rivados iodados da histamina. Nesie caoso a participagado do ni-
trogénio do anel imidazdlico seria menos provavel do que nd g
so da histamina, restando a possibilidadc de ponte entre o gry
po emdnio e o 13do em posicgho 5:

N
" 2

NH
~g ~T.g-

0 exame de modélos moleculares mastra que o anel
de sete clementos assim formado ¢ estcricamentc possivel, Na
formagio dcéste ancl, concomitante com a lonizagfo do grupo imd
dazdlico, a coxclusio de agua d¢ solvatogdo da cadcia lateraldn
ris uma conitribuigfo positlva para o O5 da 13&153@30, Este e-
fecito deve ser malor do gue a conitribuicfo negativ 3y  perda
de liberdade rotacional do cadels lateral, resuliando num efej
to total positivo sdbre o 8 da dissociagdo do grupo imidazde
licoe.

Entre os resultados da titulagfo do histamina e
de sous derivados iodados (tabela VI) ressalia a obscrva gé de
gue o entropia da dissociagds do grupo imidazélicos que é de
-8 cal/%mol para a histamina, ¢ prdxima de zero para & monoio-
dohistomina e € de 47 ¢al/®mol para a diiodohistomina, Infcliz
mente ndo € possivel uma confrontagho guantidativa destes  da
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dos com a previs8o do efelto da formag8o da ponte de hidrogé-
nio sdbre o valor de O8S., Também ndoc dispomos de dados para a-
valiar o efcito da substituicdo pelo iddo sdbre a diferenga de
solvatacgdo entre as formas protonada e neutra 4o anel imidazd-
lico. Entretanto, pela comparacdo com 0s dados disponiveis rg
1stivos a derivados halogenados de scidos carbaxiliccsS5 POCE =
s¢ fazer & previsfo qualitativa de gque a presenca dge 1iddo no
anel resulte em contribuigio positiva para & 8 de  ionizagdo
do grupo imidazdlico.

Por outro lado, espectros infra-vermelho dos de-
rivados iodados da histamina e da N-acetil-histamina, apesar da
sua complexidade, parescem indicar a possibilidade da ponte de
nidrogénio nésses derivados, pelo menos na fasc sélida. A com-
paracio do espectro da diiodohistamina bédsica (Fig. 6) com o
da histamina basica, obtido em condigdes semelhantes por -
Zarembowitchag, mostra que a absorgdo devida ao estiramentoda
ligacg8o N-H passa de 210 cm”l na histamina para 3395 cm“l,com
scentuado aumento de intensidade, na dliodohistamina. Um efel-
o gsemelhante levou Nyquist5 a propdr a existéncia de ponte -
de hidrogénio entre o nitrogénioc de amidas secundarias e atomos
de halogénio substituidos em posigio alfaST, Além disto © es-
pectro da dilodohistamina apresenta um alargamento ¢ desloce-
mento para menor frequéncls do macisso de absorgio de histami-
na na regifo de 3000 em™L onde hd absorgdes atribuidas ao esti
ramento de N=-H associadeSS, Qutra diferenca marcada entre os
dois espectros mencionados ¢ o desgparecimento, na dliodohista

mina das absorgdes de deformacdo do Nﬁz em 813 cm”l e em -

920 cm”j“3 gque aparentemente s¢ deslocaram para 8u47 em™ ¢ -
122¢ em“l respectivanenic. Bates deslocamentos se assemclhan -

muito aos obgcrvados na comploxacfo da histaninn cOll © cobre,
onde se¢ verifica ligagho do anino-grupd ad metal 9,

0 espectro da monoiodohistamina fol obtido na
sua forma diprotonada (Fig. 4) e deve ser comparada com O do
dicloridrato de histamina (Fig. 3). Aquf também se nota o des-
1ocamento do maclisso de absorgao de regido de 3000 cm"l pars

menor frequéncia e algum sumento da intenslidade da absorgdo em




3H00 cmﬁl. A tentativa de interpretacio de outras alteragbes

do espectro torna-se diffecil pela falta de atribuicgdes seguras
para ©s picos de absorg3o da histamina diprotonada,

0 espectro da N-acetil-histamina no estado sdlie
do apresenta a barsa "Amida IV em 1645 en™t e g "Amida II' em
1580 cm‘lg fato interpretado por Lulkckon?9 como indicativo  de
associacéo Intermolecular do tipo proposto por Mizushimaég P&
ra amidas secundarias:

R - ? - N = RY
i

i
0 H
B 0
§ 11
R' =« N -C - R

No espectro da Neacetil-monoiodchistamina as bap
das Amida I e II afastam-se para 1650 em™ e 1550 cm“l, respeg
tivamente e degsaparece g forte absorgido observada em 3048 cm“l
- atribulda ao estiramento da ligagfo N-H do anel imidazdlico
assaciaéaéi, Isto pode indicar gue tanto o grupo N-H da gnmids
como © 6o anel imidazdlico possam formar pontes de hidrogenio
com o iddo.

0 espectro da N-acetil-diiodohistamina apresenta
um pequeno deslocamento da banda "Amida II" para 1560 em™ e
um grande deslocamento da "Amida I" para 1625 cm"l, aldm  do
reaparecimento de uma forte absorgie em 3050 en™, Isto podew
ria ser Interpretade em favor da maior assoclaglo do tipo
C=0, ., H~I (imidazdlico) intermolecular e ('mino)NH,..I intramol
cular.

5. Atividade bioldgica

0 estudo do efeito farmacoldgico de compostos a-
ndlogos da histamina, bem como de anti-histamfnicos, levou &
conclusdo de que a histamina se liga ac seu "receptor” celular
através de dois pontos da moldeularC, Um desses pontos € o ni=-
trogénio quaternario da cadeia lateral (grupo amdnio) e o oue
tro serla um dos nitrogénios do anel, Quanto a 8ste Ultimo, -

Ackermamﬁéz propos que seja o nitrogdnioc pirrdlico {trtrtrﬁz}g




mas o estudo dos requisitos estruturais para as substancias com
atividade histamfnica mostrou a importancia do fragmento:

e

e wl ¥
rs &Y
=N

Isto indica que o segundo ponto de ligaclo seja o nitrogéniopi
ridinico (tratrtrﬁ}§ que € um atomo com malor concentragdo de
eletrons do anel imidazdiico da histamina, Se aceitarmos éste
argumento, uma ponte de hidrogénio entre os nitrogénios da ca=
deia lateral e piridinico iria competir com a ligacgfo da hista
mina acs receptores, ao contraric do que se esperaria da pro-
posta de Niemann e Hayszs Por outro lado, o exame da estrutura
dos antli-histaminicos mais ativos sugere gue, para interagir -
com o receptor, a histamina deva ter uma distancia de cérea de
L8 £ entre os dois nidrogénios referidos39, 05 quais ndo po-
derism formar ponte de hidrogénio entre si.

Estas conslideracgdes, juntamente com os nossos re
sultsdos ¢ com os cdlculos tedricos de Kier?? levemenos a pProw-
poT que seja abandonada a idéia da existéncia da ponte de hi-

13,10

drogénio até agora garalmente aceita

Quantc ao efeito da iodagfo sobre z atividade da
histamina, a introducfo de um atomo de 15do em posiclc 5 ja @
suficiente para eliminar a atividade histaminica., O exame e
‘mod8los moleculares mostrou gue na monociodohistamina as duas cog
formag8es da cadeia lateral favorecidas pelos calculos de -

39
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hd o efeito do iddo sdbre a distribuigdo eletrdnica no  anel,

& 2 » 2 #
Kier pocderiam deixar de ser minimos de energia; além disto
com diminuic8o da negatividade do nitrogenioc piridinico neces-
2, 5 . o e N
sarlic a interacdo com o receptor. Ambos estes efeitosg, portan-
to, devem ter importancia para determinar a falita de atividade
do derivado. A importancia do fator eztérico se conlirma pela
verificag8o de que tambeém & inativa a S-metil-histamina, que &
o dpico outro derivado descrito com substituicfic nessa  posi-
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V. RESUMC E CONCLUSOES

Foram sintetizados 0s segulntes compostes: dicloridrato de
monolodohistamina, diiodohistamina, N-acetil-monoiodohista-
mina & N-gcetil-diiodohistamina.,

Os novos compostos foram caracterizados pelos espectiros ine
fra-vermelho, no estado sdlido, ¢ pelos espectros de res=
sonancia magnética nuclear. Demonstrou-se gue nos monoicdo-
derivados © atomo de iddo ocupa a posicdo 5 do anel imidazd
lico e que o segundo atomo de iades nog diiodo~derivados o-
cups a posiclo 2 do meswo anel.

0 estudo espectrofotométrico da cinética de iodagio da his-
amina em pH 3,6-5,2, em presenca de baixa concentragdo de
iodeto, apressatou svidéncias da ocorréncis de um complexo
molecular entre © 10do e a histamina, Fol proposto um esqug
ma de lodacdo em gque tal complexo precede a formagdo de um
complexo sigma.

Demonstrou-se que quando a histamina é inativada pelo iodo
em meio neutro o principal preduto formado € a monoiocdohis-
tamina.

Cs quatro derivados lodados n8o arcesuitaram atividade do ti-
po histaminico sdbre o {lso isolado de cobaia. 4 diiodohis-
tamina apresentou baixa atividade anti-histaminica, que foi
menor na Neacetil-diiodohistamina € ndo se observou com 0%
demais derivgdos.

A histamina,a monoiodchistamina e a diiodohistamina foram ti
tuladas eletroméiricamente e determinaram-cse os valores de
pK,, 68 ¢ 08 para os seus grupos titulaveis. Os pKy da N-
acetil-histaminag e de seus derivados lodados foram determi-
nadog a 259C,

Dos resultados das titulagdes concluiu-se pela inexisténcia,
em solugdo, de ponte de hidrogénio entre o nitrogénioc da cg
deia lateral ¢ o nitrogénio piridinico do anel imidazdlico
da histamina.
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Para os derivados iodados da histamina ¢ da N-acetil-hista-
mina fol sugerida a hipdtese de formagfo de ponte de hidro-
génio entre o grupo amdnio e o atomo de iddo em posigdo 5.
Em favor 8a existéncis dessa ponte, no estado sdlido, foram
apresentados argumentos bassados nos especiros infra-vermg
lho.

Foi discutida a importancia da conformagdo da histamina pa-
ra sua atividade bioldgica.
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