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RESUMO

O Brasil ¢ detentor de uma das maiores biodiversidades do planeta e neste sentido ndo
podemos abdicar desta posi¢do privilegiada para o estudo quimico dos produtos naturais
visando a descoberta de novas moléculas bioativas. Ao longo do territério nacional sdo
encontrados seis biomas que apresentam uma grande diversidade de plantas. Neste trabalho,
Senna spectabilis (Fabaceae) foi selecionada para o estudo quimico por apresentar alcaloides
piperidinicos do tipo 2,6-dialquil-piperidin-3-0is, raros na natureza e com grande potencial
farmacolégico. O estudo foi realizado a partir do extrato etandlico das flores e os compostos
isolados foram submetidos aos ensaios para avaliagdo da atividade leishmanicida e
citotoxicidade. Inicialmente, o extrato etandlico das flores de S. spectabilis foi submetido a
extracdo liquido-liquido com n-hexano, cloroférmio e acetato de etila. As fragdes foram
analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD), onde foi constatado que a fragdo
cloroformio apresentou maior nimero de alcaloides com diferentes Rs. Esta fragdo foi
submetida a cromatografia em coluna (CC), de onde foi obtida a mistura dos homologos
(—)-cassina (1) e (—)-espectalina (6), que foram separados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizando detector de /ight scattering. Estes compostos foram submetidos
aos experimentos de ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas de
alta resolucdo com ionizagdo por eletrospray (IES-EM) para determinagdo das suas estruturas.
Ao longo do fracionamento cromatografico foram obtidas duas misturas de compostos
homologos (61a e 61b e 62a e 62b), mais polares que os alcaloides 1 e 6. Devido a pequena
quantidade de massa, estes metabolitos foram identificados por EM-IES. Também foi obtida
uma fra¢cdo com uma mistura de alcaloides de polaridade menor que 1 e 6, que foi submetida
a CCD preparativa, de onde foi possivel obter uma mistura dos alcaloides homologos (—)-3-O-
acetilcassina (13) e (—)-3-O-acetilespectalina (14) que foram separados por CLAE-light
scattering. Os compostos isolados foram submetidos ao ensaio para avaliagdo da atividade
leishmanicida utilizando cepas do parasita Leishmania amazoniensis, sendo que 6 ¢ 13
apresentaram valores de ICso promissores (ICso 15,81 + 0,47 ug mL ™ 30,25+ 1,74 ug mL ™,
respectivamente), quando comparados com o padrdo positivo anfotericina B (0,29 +
0,01 ug mL ). A partir do ensaio de citotoxicidade, foi observado que o alcaloide 6 apresenta
certa toxicidade (CCsy 66,67 + 9,68 ug mL ™), porém, a partir do calculo do indice de
seletividade (IS), foi possivel constatar que os compostos avaliados apresentam atividade
leishmanicida em concentragdes ndo citotoxicas.

Palavras-chave: Senna spectabilis, alcaloides piperidinicos, (—)-cassina, (—)-espectalina.
(—)-3-O-acetilcassina, (—)-3-O-acetilespectalina, atividade leishmanicida e citotoxidade.



ABSTRACT

Brazil holds one of the greatest biodiversity on the planet and in this sense we cannot give up
this privileged position for the chemical study of natural products for the discovery of new
bioactive molecules. Along the national territory are six biomes that present a great diversity
of plants. In this work, Senna spectabilis (Fabaceae) was selected for the chemical study
because it presents 2,6-dialkyl-piperidin-3-ol type piperidine alkaloids, rare in nature and with
great pharmacological potential. The study was carried out from the ethanolic extract of the
flowers and the isolated compounds were submitted to the tests to evaluate the leishmanicidal
activity and cytotoxicity. Initially, the ethanolic extract of S. spectabilis flowers was
submitted to liquid-liquid extraction with n-hexane, chloroform and ethyl acetate. The
fractions were analyzed by thin layer chromatography (TLC), where it was found that the
chloroform fraction had a higher number of alkaloids with different Rs. This fraction was
subjected to column chromatography (CC), from which the mixture of (—)-cassine (1) and (—)-
spectaline (6) homologues were obtained, which were separated by high performance liquid
chromatography (HPLC) using light scattering detector. These compounds were submitted to
nuclear magnetic resonance (NMR) experiments and high resolution mass spectrometry with
electrospray 1onization (ESI-MS) to determine their structures. During the chromatographic
fractionation, two mixtures of homologous compounds (61a and 61b and 62a and 62b) were
obtained, more polar than alkaloids 1 and 6. Due to the small amount of mass, these
metabolites were identified by ESI-MS. Furthermore, a fraction with a mixture of alkaloids
less polar than 1 and 6 was also obtained, which was subjected to preparative TLC, and was
possible to obtain a mixture of the homologous alkaloids (-)-3-O-acetylcassine (13) and (-)-
3-O-acetylspectaline (14) which were separated by HPLC-light scattering. The isolated
compounds were tested for leishmanicidal activity using strains of the parasite Leishmania
amazoniensis, with 6 and 13 showing promising ICs values ( ICsp 15.81 = 0.47 ug mL ' e
30.25 + 1.74 ug mL™", respectively), when compared to the positive control amphotericin B
(0.29 £ 0.01 pg mL ). From the cytotoxicity assay, it was observed that alkaloid 6 presents
some toxicity (CCsp 66.67 £ 9.68 pg mL ™), but from the calculation of the selectivity index
(SI), it was possible to verify that the evaluated compounds presented leishmanicidal activity
at non-cytotoxic concentrations.

Keywords: Senna spectabilis, piperidine alkaloids, (—)-cassine, (—)-espectaline, (-)-3-O-
acetylcassine, (—)-3-O-acetylspectaline, leishmanicidal activity and cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade até os dias atuais, o homem sempre utilizou as plantas medicinais
como meio de cura para as suas enfermidades, seja para recuperar a saide ou reestabelecer o
equilibrio do corpo e da mente (MACIEL et al., 2002; PINTO et al., 2002; VIEGAS et al.,
2006b). Um dos primeiros relatos do uso das plantas medicinais esté registrado nas escrituras
sagradas e no papiro de Ebers (PINTO et al., 2002). O conhecimento das plantas pelos povos
primitivos e indigenas pode ser considerado um fator fundamental para entender o potencial
que as plantas possuem. O conhecimento das propriedades terapéuticas através do
entendimento da utilizacdo das plantas torna possivel o desenvolvimento de novos
medicamentos mais potentes que possam ser utilizados para a cura das enfermidades
(BARREIRO; BOLZANI, 2009; MACIEL et al., 2002; VIEGAS et al., 2006b).

E estimado que existam no Brasil cerca de 120.000 espécies de plantas, sendo detentor
de uma grande reserva vegetal (CARVALHO, 2004). Com a grandeza de seu litoral, de sua
flora e sendo o detentor da maior floresta equatorial e tropical umida do planeta, ndo podemos
abdicar dessa vocagdo para o estudo dos produtos naturais (PINTO et al., 2002). O uso de
técnicas rapidas e precisas, capazes de detectar, isolar e identificar constituintes quimicos
presentes em diversas matrizes tem auxiliado na descoberta de novos compostos com
arquiteturas moleculares que possam inspirar o desenvolvimento de novos farmacos (DI
STASI, 1996; PINTO et al., 2002).

Dentre as diversas espécies da familia Fabaceae, Senna spectabilis tem se destacado
devido aos estudos que mostram o grande potencial quimico-farmacologico apresentado pelos
alcaloides piperidinicos do tipo 2,6-dialquil-piperidin-3-6is, raros na natureza (VIEGAS
JUNIOR et al., 2004, 2005a, 2005b, 2007). Neste trabalho foi realizado o estudo quimico do
extrato etanolicos das flores de S. spectabilis visando a obtenc¢do dos alcaloides majoritarios
(—)-cassina (1) e (—)-espectalina (6), assim como, a obten¢do de novos metabdlitos. Vale
destacar que dentre os alcaloides obtidos, a (—)-3-O-acetilcassina (13) foi isolada pela

primeira vez.

1.1 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DA FAMILIA FABACEAE

A familia Fabaceae compreende cerca de 727 géneros e aproximadamente 19325

r

espécies, distribuidas em todo o planeta, especialmente nas regides tropicais e subtropicais. E

uma das mais representativas nos ecossistemas brasileiros, com 2735 espécies e 212 géneros,
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onde encontram-se ervas, arbustos e trepadeiras, além de arvores de pequeno e grande porte
(JOLY, 1998; LEWIS et al., 2005; LIMA, 2016). E utilizada como alimento, madeira de lei,
ornamentacdo e adubagdo verde devido a sua capacidade de fixacdo de nitrogénio pelas
bactérias simbiontes de suas raizes (CORDULA, 2008).

Esta familia, a terceira maior dentre as Angiospermas, era conhecida anteriormente
como Leguminosae, mas de acordo com a nova classificagdo taxondmica passou a ser
denominada Fabaceae e esta subdividida em trés subfamilias: Papilionoideae (28 tribos e
13.800 espécies), Mimosoideae (4 tribos e 3.270 espécies) e Caesalpinoideae (4 tribos e 2.250
espécies) (CORDULA, 2008; LEWIS et al., 2005; VALLE et al., 2006).

A subfamilia Papilionoideae ¢ a maior e a mais importante economicamente,
merecendo destaque as espécies como a soja (Glycine max), o feijdo (Phaseolus spp.), o
amendoim (Arachis hypogaea), a ervilha (Pisum sativum), o grao de bico (Cicer arietinum) e
a alfafa (Medicago sativa). Compreende desde espécies herbaceas até espécies arboreas
distribuidas por todos os territorios dos cinco continentes (CARDOSO et al., 2012).

Mimosoideae ¢ a segunda maior subfamilia distribuida nas regides tropicais,
subtropicais e temperadas incluindo espécies arbdreas, arbustivas, lianas e herbaceas (LEWIS
et al., 2005). No Brasil possui aproximadamente 824 espécies e 37 géneros dos quais se
destacam Acdcia, Mimosa e Ingd (LIMA et al. 2016).

A subfamilia Caesalpinoideae compreende cerca de 150 géneros, muito bem
representada no Brasil destacando o género Cassia/Senna, que possui mais de 600 espécies
incluindo arbustos, arvores e ervas. As flores destas espécies sdo principalmente amarelas
(JOLY, 1998). Possui diversas propriedades biologicas e farmacologicas (AYO, 2010;
CHANDA et al., 2012; SILVA et al. 2005). Com a altera¢do do sistema de classificagdo
taxonOmica, varias espécies do género Cassia mudaram para Senna, outras continuam Cassia
e algumas com sinonimia Semna. Esta mudanca causou alguns transtornos nos estudos
quimicos e farmacoldgicos anteriores da espécie Senmna spectabilis que foi erroneamentte
identificada como C. leptophylla em estudos anteriores (VIEGAS JUNIOR et al., 2006a). A
Tabela 1 retne dados sobre o uso tradiconal e trabalhos cientificos descrevendo resultados

farmacolégicos de algumas espécies destes géneros.



Tabela 1 — Espécies do género Cassia utilizadas na medicina popular.
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Espécie Uso tradicional Propriedades farmacolégicas comprovadas Referéncias
C. abreviata Dores abdominais e de dente. Contra doengas venéreas ¢ bactericida. Mongalo ¢ Mafoko (2013).
C. absus Antitumoral ¢ anti-asmatica. Mondal (2015)

C. acutifolia
C. alata

C. angustifolia

C. aurantifolia

C. auriculata

C. biflora

C. birostris
C. corymbosa

C. didymobotrya

C. eucalyptus

C. fistula

C. florinbunda

Purgativa.

Téxica para o gado, anti-ulcerogénica, contra
doengas de pele, eczemas, bronquite, anti-
asmatica, antibacteriana ¢ anti-helmintica.

Purgativa, laxativa e contra doengas cutineas.

Adstringente, anti-helmintica, antidiabética,
ativa em  desordens urinarias, contra
conjuntivites ¢ antibacteriana.

Contra tumores queldides, picadas de insctos ¢
anti-reumatica.

Mutagénica.

Purgativa, repelente de insetos, anti-reumatica,
anti-inflamatéria, hipoglicemiante,
antidermatite, anti-ofidica, antibacteriana,
antiviral, antifiingica ¢ ornamental.

Nutricional.

Purgativa.

Abortiva, anti-maldrica, antiviral, antifingica,
antioxidante, antiinflamatéria, purgativa,
hepatoprotetora, antimicrobina, estimulante de
crescimento vegetal, antidiabético, antipirético e
efeitos toxicos.

Antitumoral, anti-inflamatéria e antibacteriana.
Antibidtica, antimalarica, antitumoral, purgativa,

acdo cardiovascular, neuronal ¢ bactericida.

Bactericida, fungicida ¢ antidiabética.

Antioxidante.

Antimalarica e antimicrobiana.

Antibidtica, antimalarica, antitumoral, purgativa,
acdo cardiovascular, neuronal ¢ bactericida.

Antiftingica e antitilcera.

Mascolo et al. (1998)

Ehiowemwenguan et al. (2014);
Varghese et al. (2013); Okwu ¢
Uchenna (2009); Fernand et al.
(2008); Viana et al. (2008); Samy ¢
Ignacimuthu (2000).

Cuéllar et al. (2001); Kinjo et al.
(1994); Lemli et al. (1981)

Evans et al. (2002)

Kainsa, Kumar ¢ Rani (2012); Samy
¢ Ignacimuthu (2000); Ali et al.
(1999)

Meena ¢ Kalidhar (1998b)

Vila et al. (2003)
Ferreira ¢ Vargas (1999)

Korir et al. (2012); Alemayehu et al.
(1996)

Evans et al. (2002)

Paguigan et al. (2014); Kainsa,
Kumar ¢ Rani (2012); Bahorun et al.
(2005); Samy ¢ Ignacimuthu (2000)

Mondal (2015)



C. frandis
C. grandis

C. hirsuta
C. hirta
C. holosericea

C. itdlica

C. jahni
C. kleinii
C. laevigata

C. macranthera

C. martiana

C. multijuga

C. nigrigans

C. noname

C. obtusa

C. obtusifolia

Antifungica.
Purgativa, anti-anémica,
expectorante, sedativa.

Febres, colicas uterinas, dores ecstomacais,
retengdo de urina.

adstringente,

Antimicrobiana.

Purgativa, contra gota, inibidor biliar, anti-
reumatica ¢ parasiticida.

Purgativa.
Purgativa, hepatoprotetora.

Contra dores de ouvido, alopécia, doengas
biliares, colera, expectorante, purgativa, uso
oftalmico.

madeira.

Laxante, brinquedos de

Laxante, abortivo e antitussigeno.

Antibidtica, contra infecgbes dérmicas € uso
oftalmico.

Anti-ulcerogénica, antidiarreica, vermifuga,
anti-reumatica, contraceptiva.

Diurética, tonica.

Antipirética, antidiabética, antidiarreica, uso
oftalmico ¢ contra doengas cutineas.

Abortivo, reumatismo, purgativa, diurética,
aumenta acuidade visual, contra doencgas
oculares ¢ hepatite, muito ativa contra larvas
de mosquitos, toxico para bovinos.

Bactericida ¢ antimicrobiana.

Antibidtica, antimalarica, antitumoral, purgativa,
acdo cardiovascular, neuronal ¢ bactericida.

Bactericida ¢ fungicida.

Antibactericina, antitumoral, citotéxica, anti-
inflamatoria, antipirética, analgésica, liberadora
de prostaglandinas ¢ antiviral.

Antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana,
Purgativa.
Citotdxica, antioxidante.

Antiacetilcolinesterasica, antifungica.

Anti-ulcera ¢ antidiarréica.

Inibitéria de lipases.

Antiagregante plaquetaria e anti-histaminica,
diurética, neuroprotetora, antioxidante.

20

Samy e Ignacimuthu (2000)

Ferreira ¢ Vargas (1999); Meena ¢
Kalidhar (1998a)

Joshua ¢ Chiletugo (2010); Rao et al.
(1999)

Evans et al. (2002)

Ali et al. (1999)

Ali et al. (1999);
Jain et al. (1997)

Mendez (1971)
Mondal (2015)
Jones et al. (2000)

Silva et al. (2014)
Macedo et al. (2009) ¢ Agra et al.
(2008)

Francisco et al. (2012).

Nwafor ¢ Okwuasaba (2001); Akah
et al. (1998)

Hatano et al. (1997, 1999)
Sekar et al. (1999)

Zhang et al. (2014); Xu et al. (2012);
Wu et al. (2010); Agra et al. (2008)
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C. occidentalis

C. petersiana

C. purptirea
C. putibunda
C. quinquangulata

C. reticulata

C. rugosa

C. roxburghii

C. siamea

C. spectabilis

C. tora

C. torosa

Purgativa, tonica hepdtica, bactericida,
antipirética, antitumoral, expectorante, anti-
inflamatoria, diurética, antifiingica,
neurotdxica para bovinos, febrifugo, laxante,
bebida como café, estomaquico.

Anti-sifilis, bactericida, antiviral,
antitussigena, antipirética, contra gomnorréia,
purgativa, contra dores cstomacais, anti-
helmintica, contra infecgdes  cutineas,
inseticida.

Antimicrobiana.

Antimicrobiana.

Reumatismo, doengas do figado, dermatite.

Vermifugo, antiofidico, feridas, impingens.

Antimicrobiana.

Purgativa, malarica.

Gripes, resfriados, laxativo, amenorreia,
anemia, prisdo de ventre, insdnia, ansiedade,
epilepsia, maldria, disenteria, dor de cabeca.

Diurética, anti-asténica, antibacteriana, contra
doencas cutineas ¢ eczemas, corre¢do da
visdo.

Contra picadas de insctos, tonica, digestiva.

Bactericida, fungicida, antiviral, hepatoprotetora,
antimalarica, anti-alérgica,
antiinflamatoria, antioxidante, téxica para cabras ¢
gestantes, criangas, cavalos, ratos, coclhos,
bovinos ¢ aves, cititoxica,
larvicida, analgésica, antipirética,
anticancer, antidepressiva.

Inibitéria de lipases.

Bactericida ¢ fungicida.
Citotoxica.
Antiipertensiva e bactericida.

Antioxidante, antifiingica, antimalarica.

Antifungica.

Bactericida ¢ fungicida.

Bactericida, fungicida, antiviral, antioxidante,
antidiabética, antilipidémica, analgésica,
antiinflamatéria, antipirética, antidlcera.

Analgésica, anti-inflamatoria, inibitéria de
superoxido, ancstésica, antimalarica,
anticolinesterasica, sedativo, anticonvulsivo,

antimicrobiana, antioxidante ¢ esquistomicida.

Hepatoprotetora, citoprotetora, fungicida,
bactericida, antimutag€nica ¢ anti-inflamatdria.

Citotdxica ¢ anti-inflamatoria.

Kaur t al. (2014); Silva et al. (2011);
Lietal. (2012); Yadav et al. (2010);
Sreejith et al. (2010);

Kim et al. (2009); Samy ¢
Ignacimuthu (2000); Kim et al.
(1971)

Samy e Ignacimuthu (2000)

Ali et al. (1999)

Lietal. (2001)

Lizcano et al. (2010); Santos et al.
(2008)

Barbosa et al. (2004); Fenner et al.
(2006).

Ali et al. (1999)

Kumar et al. (2010); Oshimi et al.
(2009); Thongsaard et al. (1996).

Viegas et al. (2004); Viegas Junior et
al. (2004, 2005a, 2005b, 2007); Silva
et al. (2010); Silva et al. (2011a),
Jothy et al. (2012); Silva et al.
(2012); melo et al. (2014); Pivatto et
al. (2005 ¢ 2014); Castro et al. (2016)

Mondal (2015), Samy ¢ Ignacimuthu
(2000)

Mondal (2015)
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C. trachypus Antimicrobiana.

C. zeylanicum Anti-ulcerogénica ¢ anti-alérgica.

Fonte: adaptado VIEGAS JUNIOR et al., 2006a.
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1.2 Senna spectabilis

Senna spectabilis (sin. Cassia spectabilis) (Figura 1), € conhecida por varios nomes
populares, dependendo da regido: sdo-jodo, cassia-do-nordeste, canafistula-de-besouro e pau-
de-ovelha podendo atingir uma altura de 6-9 m, com tronco de 30-40 cm de didmetro
(LORENZL, 2002; MELO et al., 2014). E uma arvore nativa da Africa, América Central e
América do Sul, porém encontrada em diversas regides dos paises africanos tropicais e
subtropicais, como a Colombia e Brasil. Considerada de porte médio, € ideal para arborizagio
de ruas, o que ja vem sendo feito em muitas cidades brasileiras (JOTHY et al., 2012
LORENZI, 2002; SILVA et al., 2010b, 2010c). Na regido semiarida do nordeste do Brasil ¢
utilizada como forragem para ovinos e caprinos por apresentar alto valor nutricional servindo

de recurso alternativo no periodo de seca (SANTOS et al., 2013).

Figura 1 — Senna spectabilis.

Fonte: a autora (Rua Manoel Ascengo Batista; bairro Santa Monica; coordenadas: latitude S18.91638°, longitude
048.22765°, altitude 61 m; Cidade: Uberlandia).

Suas folhas (Figura 2) sdo compostas pinadas, com 10-20 cm de comprimento. As

flores sdo amarelas, dispostas em inflorescéncias terminais. O fruto € um legume cilindrico
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indeiscente. Muito encontrada no nordeste na caatinga. Ocorre preferencialmente em solos
mais profundos, bem drenados e de razoavel fertilidade. Produz anualmente grande
quantidade de sementes. Floresce durante os meses de dezembro-abril e os frutos amadurecem

nos meses de agosto-setembro (LORENZI, 2002).

Figura 2 - Folhas ¢ flores (A), frutos (B) ¢ sementes (C) de S. spectabilis.

(A) (B) ©)

Fonte: LORENZI, 2002.

De acordo com Lorenzi (2002) a madeira (Figura 3) de S. spectabilis ¢
moderadamente pesada e duravel quando protegida da umidade, sendo mole e pouco
compacta. Devido as limitagdes de tamanho € aproveitada apenas para confecg¢do de objetos

leves, caixotaria e como lenha e carvio.

Figura 3 — Cascas (A) ¢ madeira (B) de S. spectabilis.

(A) (B)

Fonte: LORENZI, 2002.
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Na medicina popular, as cascas, as folhas e as sementes de S. espectabilis sdo descritas
para o tratamento de doengas como prisdo de ventre, insonia, ansiedade, epilepsia, malaria,
disenteria e dor de cabega (MELO et al., 2014; SILVA et al,, 2011a ; SILVA et al., 2010).
Também € descrita como laxante, analgésica, anti-inflamatdria e antiulcerogénica (PIVATTO
et al., 2005; SILVA et al., 2012; VIEGAS et al., 2004).

Existem diversos artigos relatando a importancia de S. spectabilis no que diz respeito
as atividades biologicas do extrato etandlico e de misturas de alcaloides piperidinicos isolados
desta planta como a atividade anticolinesterasica (VIEGAS JUNIOR et al.,, 2004; VIEGAS
JUNIOR et al., 2005a; VIEGAS JUNIOR et al., 2005b; VIEGAS JUNIOR et al., 2007),
sedativa e anticonvulsiva (SILVA et al., 2011a), antimicrobiana e antioxidante (JOTHY et al.,
2012), sobre o sistema nervoso central (OLIVEIRA SILVA et al.,, 2011; SILVA et al., 2010a),
leishmanicida (MELO et al., 2014), antimalarica (PIVATTO et al., 2014) e esquistossomicida
(CASTRO et al, 2016).

1.3 METABOLITOS ISOLADOS DE Senna spectabilis

O alcaloide (—)-cassina (1) foi o primeiro a ser isolado das folhas de C. excelsa por
Highet em 1964 (Figura 4). Sua estrutura e estereoquimica foram discutidas e propostas varias
vezes, mas s6 em 1966 que Rice e Coke conseguiram determiné-las. Christofidis e Jadot
(1976) isolaram novamente a (—)-cassina (1) e também a (—)-6-iso-carnavalina (2), a
(-)-espectalinina (3), a 6-iso-cassina (4) e a (+)-espectalina (5) dos extratos das sementes de
C. espectabilis. Os metabolitos 1 e 9 também foram identificadas nas flores de C. jahni por
Mendez (1971), que relatou o uso como purgativo pelos habitantes dos Andes Venezuelanos
(PIVATTO, 2005; VIEGAS et al., 2006a).

Bolzani (1995) descreveu o estudo quimico das folhas de C. spectabilis, no qual relata
o isolamento de sete alcaloides piperidinicos (—)-espectalina (6), leptofilina-A (7), leptofilina-
B (8), carnavalina (9), 3-acetilleptofilina-A (10), (—)-espectalinina (3) e 6-iso-carnavalina (2)
(Figura 4). Os alcaloides 3, 7, 10 mostraram resultados positivos na inibigdo seletiva do
desenvolvimento de linhagens mutantes de S. cerevisiae e ainda demostraram citotoxidade
seletiva, o que € um indicativo da atividade antitumoral.

Em 2003, Kamo e colaboradores isolaram do extrato metanolico de C. spectabilis,
coletadas na Africa, dois alcaloides piperidinicos inéditos as espectaminas A (11) e B (12).
Estes metabolitos foram avaliados em modelos utilizando macrofagos e xantina oxidase, o

que demonstrou resultado positivo na inibi¢do da produg@o de anions superoxido (espécies
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quimicas que podem estar associadas a inflamag@o, cancer e hipertensdo), sendo que o

alcaloide 11 foi mais potente que seu analogo 12.

Viegas Junior e colaboradores (2004) isolaram das flores de S. spectabilis trés novos

alcaloides (13, 16 e 17) (Figura 4), além do alcaloide 6 que j& havia sido isolado

anteriormente. Em seguida, Pivatto e colaboradores (2005), realizaram um estudo com os

frutos e flores de S. spectabilis utilizando a espectrometria de massas tandem com ionizagio

por electrospray (IES-EM/EM), que permitiu a identificacdo de séries homologas de

alcaloides piperidinicos (1, 6, 3, 9, 13-21) (Figura 4). Dos frutos verdes de S. spectabilis
também foram isolados os alcaloides 6, 13 e 18 (Figura 4) (VIEGAS JUNIOR et al., 2007).

Figura 4 — Alcaloides piperidinicos isolados/identificados em espécies Senna/Cassia.

"y

n,, W

1: (-)-cassina

HO.,,
o CH,
H;C Iil 7
H o

4: 6-iso-cassina

HO
chrliljv\M{Y\OH
H OH

7: leptofilina A

H3CY0
0
BCY N 7 OH
H oH

10: 3-O-acetilleptofilina A

HO.,I, O
HO\‘.\\\\ III I, /\F’WCHS

H o}

15: n =9, (-)-7-hidroxiespectalina
16: n = 7, 7-hidroxicassina

o
] =
z

m—2 >

Fonte: adaptado Pivatto, 2010.

HO,,,
N CH,
H,C Iil 7
H OH
2: (—)-6-iso-carnavalina
HO,

CH,
H;C

m—2Z
o
o
oo
e
N
T—Z >

5: (+)-espectalina

T—2

8: leptofilina B

i ”II/O
oW //,,l‘ CH3

H,C Iil
H

3

11: R = CH;, espectamina A
12: R = C¢Hs, espectamina B

HO.

HO.,,

an CH;
H,C III
H ]

17: 6-iso-cspectalina

H3c\’r

3: (-)-espectalinina

" /\H/\[(

6: (—)-espectalina

- O
Ii] ///,, CH;
H
9: carnavalina

(0]

"y,

" /\M/\[(

13: n =9, (-)-3-O-acetilespectalina
14: n = 7, (-)-3-O-acetilcassina

v o"l/
0 W ', CH,
BC N /\H.,/\“/

H o}

18: R = OCHj, n =7, (+)-3-O-feruloilcassina
19: R = OCHj,, n = 9, 3-O-feruloilespectalina
20: R = H, n =7, 3-O-p-coumaroilcassina

21: R = H, n = 9, 3-O-p-coumaroilespectalina

m—

Recentemente os alcaloides homologos 1 e 6 e dois derivados semissintéticos (—)-3-O-

acetilespectalina (13) e (—)-3-O-acetilcassina (14) (Figura 4), foram submetidos a ensaios in
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vitro e in vivo de inibi¢do da acetilcolinesterase (AChE), enzima relacionada a doenca de
Alzheimer. Devido aos resultados promissores estes compostos foram inseridos em um estudo
mais aprofundado que se encontra em fase pré-clinica (VIEGAS JUNIOR et al.; 2004, 2005a,
2005b, 2007).

Pivatto e colaboradores (2014) submeteram os alcaloides 1 e 6 e os derivados 13 e 14,
a um ensaio empregando culturas de eritrocitos, infectadas com Plasmodium falciparum, um
teste especifico para avaliagdo da atividade antimalarica, que apresentou resultados bastante
promissores. Dentre as substancias avaliadas, os alcaloides 1 e 6 foram mais potentes que os
derivados semissintéticos 13 e 14, quando comparados com o padrdo cloroquina.

Além dos alcaloides piperidinicos, um estudo quimico recente das folhas de
S. spectabilis descreveu o isolamento e a identificagdo de oito triterpenos pentaciclicos
encontrados pela primeira vez nesta espécie, sdo eles: acido betulinico (22), lupeol (23),
cicloeucalenol (24) e friedelina (25) (na forma pura) e a-amirina (26), f-amirina (27), acido
ursélico (28) e oleanoico (29) (na forma de misturas). Foram identificadas também duas
misturas de esteroides, o estigmasterol (30) e o B-sitosterol (31), na forma livre e glicosilada,
além da cafeina (32), um alcaloide, inédito neste género Senna (Figura 5) (SILVA et al,,

2010).

Figura 5 - Estruturas de outros compostos isolados das folhas da espécie Senna spectabilis.
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Fonte: SILVA, et al., 2010.
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1.4 ALCALOIDES

O termo alcaloide foi utilizado pela primeira vez pelo boticario alemdo W. Meibner,
em 1819, ao verificar que essas substancias se comportavam como “alcalis” (ANISZEW SKI,
2007). O termo alcali ¢ derivado do arabe al-quali, denominagdo vulgar para planta da qual a
soda caustica (NaOH) foi originalmente obtida (HENRIQUES et al., 2003). Meibner
considerava os alcaloides compostos nitrogenados farmacologicamente  ativos
(ANISZEWSKI, 2007), encontrados predominantemente nas angiospermas (HENRIQUES et
al., 2003), em diferentes partes dos vegetais e geralmente combinados com acidos organicos e

taninos (Figura 6) (ALONSO, 2008).

Figura 6 — Ciclos nitrogenados presentes nos principais alcaloides.
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Fonte: a autora.

Os alcaloides so compostos basicos que possuem propriedades quimicas semelhantes
as da amonia por apresentarem um atomo de nitrogénio que contém um par de elétrons ndo-
compartilhado. O grau de basicidade varia muito, dependendo da estrutura da molécula, da
presenca e da localizagdo de outros grupos funcionais (ROBBERS et al., 1997). Por
possuirem um carater de base fraca, sdo convertidos na forma de sal em solu¢des aquosas de
acidos minerais, ¢ quando tratados com solu¢des alcalinas, o nitrogénio libera o ion
hidrogénio formando uma amina livre facilitando a sua extra¢do e isolamento de outros
constituintes vegetais (HENRIQUES et al., 2003).

Em sua maioria, os alcaloides sdo pouco hidrossoluveis, mas os sais formados na
reagdo com acidos geralmente sdo soluveis. Sdo em geral soluveis em éter, cloroférmio ou
outros solventes imisciveis em agua de baixa polaridade, nos quais, porém, os sais dos

alcaloides sdo insoluveis, permitindo o isolamento, a purificagdo e até mesmo a quantificagio
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dos mesmos. A maioria deles sfo solidos cristalinos, embora alguns sejam amorfos e
geralmente tém gosto amargo (ANISZEWSKI, 2007, ROBBERS et al., 1997).

Com o desenvolvimento da quimica organica e o avango dos estudos da quimica de
produtos naturais, foi encontrada certa dificuldade na disting@o da classe dos alcaloides para o
que sdo aminas complexas. Diante disso, em 1983, Pelletier formulou a seguinte definigdo:
“Um alcaloide seria uma substdncia orgdnica ciclica contendo um nitrogénio em um estado
de oxidagdo negativo e cuja distribuicdo é limitada entre os organismos Vvivos’
(HENRIQUES et al, 2003). Assim, de acordo com esta defini¢do, varios compostos
nitrogenados seriam excluidos, tais como: aminas simples, aminoacidos, peptideos, proteinas,
acidos nucléicos, nucleotideos, porfirinas, vitaminas € compostos nitro € nitroso.

De acordo com Henriques et al. (2003) os alcaloides podem ser classificados em:

v' Verdadeiros: apresentam um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico
sendo classificado de acordo com o seu sistema anelar, como por exemplo a
quinina (41) (Figura 7).

v Protoalcaloides: possuem um atomo de nitrogénio ndo-pertencente a um
sistema heterociclico, como por exemplo a efedrina (42) (Figura 7).

v Pseudoalcaloides: sdo compostos nitrogenados com e sem anéis heterociclicos

que ndo sdo derivados de aminoacidos, como por exemplo a coniina (43)

(Figura 7).

Figura 7 — Classificagdo dos alcaloides de acordo com Henriques et al. (2003): verdadeiro (41),
protoalcaloide (42) ¢ pseudoalcaloide (43).
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Fonte: a autora.

Atualmente ndo existe uma defini¢do que compreenda todos os alcaloides, porque do
ponto de vista quimico, bioquimico ou fisiologico, ndo representam um grupo homogéneo de

compostos (ANISZEWSKI, 2007; HENRIQUES et al., 2003).
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Muitas das nomenclaturas utilizadas para os alcaloides sdo derivadas do nome popular
ou cientifico da planta que os produzem, do nome do organismo que o originou, da sua
atividade fisioldgica ou do nome do seu descobridor, mas por convengdo, todos os nomes
devem apresentar o sufixo “ina”.

Nas plantas os alcaloides sdo produzidos como mecanismo de defesa, por isso o gosto
amargo, sendo armazenados nas organelas celulares. Sdo encontrados principalmente em
plantas, mas também, em menor quantidade em fungos, bactérias e animais, como sapos e
salamandras. Podem atuar como agentes reguladores de crescimento e substancias de reserva
(ANISZEWSKI, 2007, DEWICK, 2009).

De acordo com Robbers et al. (1997) muitos alcaloides exercem efeitos fisiologicos
sobre os organismos sendo importantes agentes terapéuticos. Dentre eles merecem destaque
os alcaloides: quinina (41), utilizada para o tratamento da malaria, a vincristina (44), utilizada
no tratamento de alguns tipos de cancer, a morfina (46) usada para o alivio da dor em
pacientes terminais, e a atropina (45), que € um inibidor competitivo das a¢des da acetilcolina,
podendo ser utilizada como midriatica, antiespasmoddica e antidoto para varias intoxicagdes
(Figura 8). Além destes, o acido lisérgico (precursor do LSD) (47), presente no fungo do
espordo do centeio, a tubocurarina (48), presente no curare e a coniina (43) presente na cicuta,
sdo considerados alcaloides venenosos. Outros metabdlitos desta classe apresentam potentes
efeitos sobre o sistema nervoso central, como a arecolina (49), a cafeina (32), a cocaina (50) e

a nicotina (51) (Figura 8).
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Figura 8 — Alcaloides que apresentam diferentes atividades biologicas.
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A Figura 9 mostra um esquema geral da biossintese dos alcaloides piperidinicos que
ocorre atraveés de uma sequéncia de reagdes de descarboxilagdo e transaminagdo oxidativa que
utiliza a lisina e acetil-CoA como precursores. Durante a descarboxilagdo (I) o esqueleto
carbonico da lisina ¢ mantido intacto, ocorrendo apenas a eliminagdo do carbono do acido
carboxilico, levando a formag@o da cadaverina. Em seguida ocorre uma desaminagdo (II)
formando um aldeido que ¢ convertido em um intermediario A'-piperidinico. Este atua como
eletrofilo e reage com um carbanion numa reagdo de Mannich, levando a formagdo do

alcaloide peletierina (DEWICK, 2009; ROBBERS et al., 1997).
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Figura 9 — Proposta para a biossintese do alcaloide piperidinico peletierina.
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Fonte: Dewick, 2009.

Segundo Aniszewski (2007) e Dewick (2009), os principais aminoacidos precursores
da biossintese dos alcaloides sdo os proteicos, como por exemplo, a lisina, a tirosina, o

triptofano e a histidina; e os ndo proteicos como a ornitina e o acido antranilico (Tabela 2).

Tabela 2 — Classes de alcaloides e seus aminoacidos precursores.

Classes de alcaloides Aminoacido Precursor Exemplos (Figura 10)

Piperidinicos Lisina coniina (43), cassina (1), espectalina (6)

Tropéanicos Ornitina hiosciamina (52), escopolamina (53)

Quinolinicos Acido antranilico quinidina (54), quinina (41)

Isoquinolinicos Tirosina morfina (46), codeina (55), mescalina (56)

Inddlicos Triptofano estricnina ~ (57), vimblastina  (58),
vincristina (44)

Pirrolidinicos Ornitina nicotina (51), higrina (59)

Imidazolicos Histidina pilocarpina (60)

Fonte: Adaptado de Robbers et al., 1997.



Figura 10 — Alcaloides isolados de fontes naturais.
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1.5 ATIVIDADE ANTIPROTOZOARIA

Sdo consideradas como doengas negligenciadas as 17 doengas tropicais causadas por
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agentes infecciosos e parasitarios (virus, protozoarios, bactérias e helmintos) distribuidos pelo

planeta, especialmente entre as populacdes pobres da Africa, Asia e da América Latina.

Anualmente, nestes paises, a mortalidade chega em torno de 500 mil a 1 milh&o de individuos

acarretando um enorme impacto na qualidade de vida, na perda de produtividade, no

agravamento da pobreza e gerando alto custo nos tratamentos medicos. Dentre as doencas

negligenciadas estdo a leishmaniose e a doenga de Chagas que afetam cerca de 12 milhdes de

pessoas no mundo (GARCIA et al., 2011; OLIVEIRA, 2013; RANGEL, 2010; WERNECK et

al., 2011).
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A leishmaniose ¢ uma doenga infecciosa, ndo contagiosa, causada por cerca de vinte
espécies de protozoarios do género Leishmania que sao transmitidos por fémeas hematofagas
dos mosquitos flebotomineos (mosquitos da areia), que afeta também outros animais
(cachorros e roedores). As principais formas da leishmaniose s3o a tegumentar e a visceral
(MAGALHAES, 2010; REIMAOQ, 2012; SOUZA, 2010).

Nas regides da Africa, América Latina e no sudeste da Asia predominma a
leishmaniose visceral (LV) conhecida como calazar, que ¢ a forma mais grave da doenga, que
ataca os o0rgdos internos levando a surtos irregulares de febre, perda de peso, aumento do bago
e do figado e quando ndo tratada pode levar a morte em até dois anos. A leishmaniose
tegumentar (LT) ou cutdnea ¢ a forma mais comum ocorrendo em regides do mediterraneo e
América causando ulceras no rosto, bragos e pernas deixando cicatrizes profundas e
desfiguradoras (MAGALHAES, 2010; WHO, 2016).

Em 88 paises, existem cerca de 12 milhdes de pessoas infectadas por uma das formas
de leishmaniose, sendo que os mais afetados sdo o Brasil, Bangladesh, India, Etiopia, Quénia
e Suddo. Dos casos de leishmaniose na América Latina, cerca de 90% ocorrem no Brasil
principalmente em criangas. Para o tratamento das diversas formas de leishmaniose sdo
utilizados os antimoniais pentavalentes injetaveis: N-metilglucamina (Glucantime™),
utilizados nos paises de lingua francesa, espanhola e portuguesa, j4 nos paises de lingua
inglesa ¢ utilizado o estibogluconato de sodio (Pentostan®), considerados como farmacos de
primeira escolha. No Brasil, como tratamentos alternativos, sdo utilizados os farmacos
anfotericina B ou pentamidina, classificados como de segunda escolha, sendo utilizados na
terapia em combina¢do ou nos casos de contraindicacdo, resisténcia ou intolerdncia aos
antimoniais. O tratamento com esses medicamentos ¢ longo, caro, € podem causar
cardiotoxicidade, pancreatite e nefrotoxicidade, além da crescente resisténcia dos parasitas a
estes medicamentos (MARTHY, ROSENTHAL, 2002; NALEVAIKO et al., 2011,
RANGEL, 2010).

Dentro deste contexto, pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos mais
eficientes e que ndo apresentem efeitos colaterais no tratamento da leishmaniose sdo muito
importantes. Associada a esta necessidade, a ampla diversidade quimica e biologica dos
alcaloides presentes em plantas, nos motivou ao estudo quimico de S. spectabilis visando o
isolamento de novos metabdlitos que pudessem ser avaliados nos ensaios de atividade

leishmanicida.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi realizar o estudo quimico do extrato etanolico das
flores de S. spectabilis, bem como avaliar a atividade leishmanicida e a citotoxidade dos

compostos obtidos.

Os objetivos especificos sdo:
v’ Isolar os alcaloides majoritarios (—)-cassina e (—)-espectalina a partir do extrato etanolico
das flores de Senna spectabilis,
v Isolar outros metabolitos minoritarios na espécie;
v Analisar a atividade leishmanicida dos metabdlitos isolados frente ao protozoario
Leishmania amazonensis em ensaio in vitro,
v’ Avaliar a atividade citotdxica dos metabdlitos isolados no ensaio in vitro utilizando células

Vero.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Os solventes e reagentes utilizados foram de grau PA e/ou HPLC e de grau técnico

purificados por destilagdo fracionada, quando necessario (Tabela 3).

Tabela 3 — Reagentes/solventes utilizados.

Reagente Marca
Acetato de etila PA Vetec
Acetona PA Vetec
Acido acético PA Vetec
Acido hexacloroplatinico IV PA Vetec
Cloroférmio PA Vetec
Hexano PA Vetec
Hidroxido de amonio PA Vetec
Iodeto de potassio PA Vetec
Metanol PA Vetec
Metanol HPLC Sigma-aldrich
Acido hexacloroplatinico (IV) Vetec

Fonte: a autora.

O Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais (NuPPeN) — IQ/UFU, também conta com

alguns equipamentos basicos (Tabela 4).

Tabela 4 — Equipamentos disponiveis para realizagdo deste trabalho.

Equipamento Marca Modelo
Balanga analitica Shimadzu AUW220D
Rotaevaporador Ika RV 10
Liofilizador Terroni LS3000

Fonte: a autora.
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3.2 CROMATOGRAFIA

3.2.1 Cromatografia em Camada Delgada

As cromatografias em camada delgada comparativa (CCD) foram realizadas em placas
comercias de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia (UVjs4) 0,20 mm de espessura
(Macherey-Nagel).

As placas utilizadas na cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foram
preparadas com uma mistura de 25 g de silica gel 60 (Vetec) e 45 mL de agua destilada. A
aplicag@o da mistura foi feita sobre placas de vidro de 10 e 20 x 20 cm com uma espessura de
1,0 mm através de espalhador Quickfit. Estas foram secas a temperatura ambiente por um

periodo de aproximadamente 1 h e em seguida foram ativadas em estufa a 120 °C por 2 h.

3.2.2 Preparo do revelador de iodocloroplatinato

O revelador foi preparado de acordo com Touchstone e Dobbins (1978) e Wagner e
Bladt (2001).
Solucio A: Solugdo aquosa 5% (m/m) do acido hexacloroplatinico (IV) [Ha(PtC¥).6H,0]
(Vetec) ou do sal hexacloroplatinato de potassio [K2(PtCle)] (Vetec).
Solucio B: Solugdo aquosa 10% (m/m), de iodeto de potassio (KI) (Vetec).
Solucio spray: Misturar solugio A, solugdo B e H,O (1:9:10).

3.2.3 Cromatografia em Coluna

Para as separagOes cromatograficas em coluna aberta foram utilizadas as seguintes
fases estacionarias:
v' Silica gel (SiO;) para cromatografia (63—200 um, didmetro de poro 60 A) Sigma Aldrich.
v' Silica gel (SiO,) para cromatografia flash (40-63 pm, didmetro de poro 60 A) Sigma
Aldrich.

3.2.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas num

cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia semipreparativo, modelo SHIMADZU LC-6AD com
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injetor automatico modelo SIL-10AF e degaseificador DGU-20ASE, sistema de bomba
binario LC-6AD, forno CTO20A, coletor de fragdes FRC-10A, detectores de UV/VIS por
arranjo de diodo (DAD, modelo SPD-M20A) e por espalhamento de luz (ELSD - evaporative
light scattering detector, modelo ELSD-LTII).

Para o desenvolvimento dos métodos de separacdo foram utilizadas as colunas e

respectivos métodos:

» Analitica Phenomenex Lunna C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pum) protegida pela
respectiva pré-coluna, fase movel: dgua acidificada com acido acético (0,1%, v/v) (fase
moével A) e metanol (fase movel B). Foi utilizado o seguinte sistema gradiente de
solventes: 35-100% de B (0-30 min); 100% de B (30-35 min); 100-35% de B (35-40
min); 35% de B (40-50 min); fluxo de 1,0 mL min ' e o volume injetado foi de 50,0 pL.
Foram preparadas amostras em metanol (1,0 mg/mL) e filtradas em membranas de

politetrafluoetileno (PTFE) 0,45 pum.

» Semipreparativa Phenomenex Synergi Hydro-RP C18 80 A Axia Packed (100 x
21,20 mm, 4 um). Fase movel: 4dgua acidificada com acido acético (0,1%, v/v) (fase
moével A) e metanol (fase movel B). O sistema gradiente de solventes foi 35-65% de B
(0-18 min); 65-100% de B (18-20 min), 100% (20-23 min); 100-35% de B (23-27
min); 35% (27-35 min), fluxo de 8,0 mL min ' e o volume injetado foi de 50,0 pL.
Foram preparadas amostras em metanol (200,0 mg/mL) e filtradas em membranas de

politetrafluoetileno (PTFE) 0,45 pm.

3.3 ANALISES ESPECTROMETRICAS E ESPECTROSCOPICAS

As analises espectrométricas foram realizadas através dos seguintes equipamentos:
v' Espectrometro de massas de alta resolu¢do micrOTOF-Q II (Bruker Daltonics), com
fonte de ionizagdo por electrospray no NPPNS, FCFRP/USP/Ribeirdo Preto. As amostras
foram solubilizadas em metanol/agua (7:3) e introduzidas utilizando uma seringa (100 pL),
adaptada a uma bomba de infusdo direta com fluxo de 180 pL hora'. A ioniza¢do foi
realizada com gas nebulizante (N,) a 130 psi, sendo o gas secante aquecido a 180 °C com
fluxo de 4L min ' e no capilar foi aplicada uma energia de 3,5 KV. Os dados foram

adquiridos no modo positivo.
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v' Espectrometro de massas de alta resolugdo QTOF (Agilent, modelo 6520 B), com fonte
de ionizagdo por electrospray no Laboratério de Nanobiotecnologia da Universidade Federal
de Uberlandia. As amostras foram solubilizadas em metanol/agua (4:1) e introduzidas
utilizando seringa (100 pL), adaptada a uma bomba de infusdo direta com fluxo de
200 uL hora™. A ionizacdo foi realizada com gas nebulizante a 58 psi, sendo o gés secante
aquecido a 200 °C com fluxo de 8 L min ' e no capilar foi aplicado 4,5 KV. Os dados foram
adquiridos no modo positivo.
As analises de espectrometria de massas realizadas neste projeto foram em
equipamento de alta resolugdo, sendo os resultados observados nos EM comparados com
aqueles obtido do programa ChemDraw Ultra 12.0 (massas exatas), utilizados para

calcular o erros em ppm. Para isso foi utilizada a equag@o abaixo:

. (massa exata — massa experimental) 10
ppm = massa exata

As andlises espectroscopicas foram realizadas no IQ-UFU, campus de Santa
Monica através dos seguintes equipamentos:

v EspectrOmetro de ressonincia magnética nuclear (RMN) Bruker modelo
Ascend™ 400 Avance III HD (9,2 Tesla) do laboratério multiusuario do Instituto de
Quimica da UFU, operando em frequéncias de 400 e 100 MHz para os nucleos de
hidrogénio e carbono, respectivamente. Os experimentos foram realizados a 25 °C,
utilizando TMS como padréo interno (6tms = 0,00).

v' Aparelho de infravermelho com transformada de Fourrier da marca Shimadzu,
modelo IRPrestige-21. Foram feitas 20 varreduras na resolu¢do de 2 cm ' na faixa de
500 a 4000 c¢cm ' no laboratério multiusuario do Instituto de Quimica da UFU. Foram
preparados discos utilizando KBr como suporte na razdo de 1:50 (m/m).

v' Espectrofotdometro FT-IR Frontier Single Range — MIR da marca Perkin Elmer,
na faixa de 220 a 4000 cm . Foram utilizadas as substincias isoladas (alcaloides) no
estado solido, com a utilizagdo do acessorio de reflectancia total atenuada (ATR) com

cristal de diamante no Laboratério de Fotoquimica e Ciéncia de Materiais (LAFOT-CM).
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3.4 COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

As flores de Senna spectabilis foram coletadas no terminal rodoviario de Araraquara
(Julho de 2010) e uma exsicata foi enviada para a Prof*. Inés Cordeiro, do Instituto de
Botanica de Sdo Paulo, que fez a autentica¢do do espécime. Foi coletado 38 Kg de flores que
foram secas em estufa com circulagdo de ar por cinco dias. Em seguida as flores (7,9 Kg)
foram trituradas em moinho de facas e submetidas a extragdo por maceragdo com etanol por
um periodo de sete dias até a filtracdo e evaporagdo do solvente em rotaevaporador. Este
procedimento foi repetido por cinco vezes obtendo 1,9 Kg de extrato etanolico. A coleta das

flores e o preparo do extrato etanolico foram realizados pelo prof. Dr. Marcos Pivatto.

3.5 EXTRACAO LIQUIDO/LIQUIDO

Uma aliquota de 100,0 g do extrato etandlico, foi dissolvida em 500 mL de
MeOH/HO (4:1) e em seguida filtrada em papel de filtro. O filtrado foi submetido a extragéo
liquido-liquido, com solventes de polaridade crescentes: n-hexano (250 mL x 5), cloroférmio
(250 mL x 5) e acetato de etila (250 mL x 5), de onde foram obtidas cinco fra¢gdes para cada
solvente (Figura 11). Os solventes das fragdes foram removidos por destilagdo em
rotaevaporador sob pressdo reduzida e banho a 40 °C. A frag¢do hidrometandlica foi submetida

a destilacdo e em seguida liofilizada para remogdo da d4gua remanescente.
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Figura 11 — Extracdo liquido-liquido do extrato etanolico das flores de Senna spectabilis.

Extrato Etanolico (100 g)

1. Solubilizado em MeOH/H,0 4:1 (500 mL)
2. Filtragédo

Residuo insoltvel Solugfo hidrometanolica
125¢

hexano (5 x 250 mL)

Solugéo hidrometandlica Fragéo hexano
12¢

CHCl; (5 * 250 mL)

Solucdo hidrometandlica Fragéo cloroformio
19,5¢

AcOEt (5 x 250 mL)

Fracdo AcOEt Solucdo hidrometandlica
04¢g 448 g

Fonte: a autora.

3.6 ATIVIDADE BIOLOGICA

Os ensaios para determinar a atividade citotoxica e leishmanicida foram realizados no
Laboratorio de Biologia Celular de Tripanossomatideos do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da UFU em Uberlandia coordenado pelo Prof. Dr. Claudio Vieira da Silva. Os ensaios foram

realizados de acordo com as metodologias descritas por MARTINS et al. (2015).
3.6. 1 Citotoxidade

As amostras foram solubilizadas em dimetilsulfoxido e diluidas com DMEM
(suplementado com 10% de soro fetal bovino), até se formar uma solugdo estoque de
640 pg mL™'. A analise foi realizada pelo método de microdiluicdo em placas de 96 pogos.

Foi adicionado 100 uL de solu¢do com as células (1 x 10° células em 10 mL) em cada pogo e
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incubado por 6 horas em estufa a 37 °C, com 5% CO, sob atmosfera umida, para que as
células aderissem ao fundo do pogo.

Em seguida foi retirado todo o meio de cultura e adicionada a amostra nas
concentragdes de 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 e 4 ng mL ™, preparadas a partir da solugdo
estoque, sendo que a concentracdo de dimetilsulfoxido ndo excedeu 1%. Os controles de
crescimento, negativo (100% células lisadas), solvente e das amostras foram também
preparados. Posteriormente, a placa foi incubada durante 48 horas a 37 °C, com 5% CO; em
atmosfera umida. Depois desse tempo foi adicionado 10 pL. de uma solugdo de resazurina
3 mM em PBS a cada pogo e incubados novamente durante 24 h nas mesmas condigdes. No
final desse periodo, utilizou um espectrofotdmetro de microplaca para determinar a
absorbancia de cada pogo em 595 nm.

Os resultados das absorbancias e a viabilidade celular foi calculada em fungdo do
controle de crescimento. Para a determinagdo da concentragdo citotdxica de 50% (CCs) foi
construido um gréafico de dose resposta com regressdo ndo linear. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

3.6.2 Atividade leishmanicida

As amostras foram solubilizadas em dimetilsulfoxido e diluidas com caldo BHI, até se
formar uma solug¢do estoque de 640 pg mL™. O teste de viabilidade celular foi realizado
utilizando a fase promastigota de L. amazonensis (cepa PH8). A analise foi realizada pelo
método de microdilui¢do em placas de 96 pogos, sendo testadas as concentragdes de 512, 256,
128, 64, 32, 16, 8 e 4 ug mL ™, preparadas a partir da solugdo estoque, sendo que a
concentracdo de dimetilsulfoxido ndo excedeu 1%. O volume final em cada pogo foi de
100 pL, sendo 20 pL de indculo (1 x 10° parasitas em 2 mL) e 80 uL da amostra. Controles de
crescimento, positivo, solvente e da amostra foram preparadas em cada placa.

A placa preparada foi incubada durante 48 h a 25 °C, logo apos esse tempo, foi
adicionado 2 pL da solugdo de resazurina 3 mM em PBS a cada pogo e incubados novamente
durante 24 h a 25 °C. Em seguida, utilizou um espectrofotdmetro de microplaca para
determinar a absorbancia de cada pogo em 595 nm. A partir dos resultados das absorbancias, a
viabilidade celular foi calculada em fung¢ido do controle de crescimento. Para a determinagdo
da concentragdo necessaria para inibir 50% dos parasitas (ICso) foi construido um grafico de

dose resposta utilizando regressdo néo linear. Os testes foram realizados em triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DO EXTRATO ETANOLICO

Depois de secas, as fracdes obtidas da extragdo liquido-liquido (item 3.6), foram
pesadas e calculados os rendimentos (Tabela 5). Analisando a massa retida no papel de filtro
(residuo) (12,5 g), a massa obtida nas fragdes hexano (1,2 g), cloroformio (19,5 g), acetado de
etila (0,4 g) e hidrometandlica (44,8 g), foi obtido como massa total 81,7 g (78,4%) (perda de
massa 18,3 g) (Tabela 5 e Figura 11). Essa diferenca de massa foi atribuida ao solvente
(etanol) presente no extrato etandlico. Para confirmagéo, uma aliquota de 1,0 g (triplicata) foi
mantida em liofilizador até que todo o solvente fosse retirado. Depois de liofilizado foi obtido
um “residuo” de 0,8 mg, que corrobora com a proposta de que aproximadamente 20% da
massa total do extrato era do solvente, o que estd de acordo com a quantidade de massa

“perdida” ao longo do processo de extragao.

Tabela 5 = Fragdes da extragdo liquido-liquido do extrato etandlico ¢ seus rendimentos.

Fracio Massa (g) Rendimento (%)
Hexano 1,2 1,2
Cloroférmio 19,5 19,5
Acetato de etila 0,4 0,4
Hidrometanolica 448 448
Residuo insoluvel 12,5 12,5
Total 78,4 78,4

Fonte: a autora.

4.2 ESTUDO QUIMICO DA FRACAO CLOROFORMIO

As fragOes obtidas da extragdo liquido-liquido foram monitoradas e agrupadas depois
de analisadas por CCD utilizando como fase estacionaria (FE) silica 60 G com indicador de
fluorescéncia (UV2s4) € como sistema de solvente uma mistura de CHCC3:MeOH:NH4OH na
propor¢do de 9:1:0,25.

O hidréxido de amonio foi adicionado a fase movel para diminuir as interagdes entre
os grupos silandis (Si—OH), sitios com carater acido, presentes na silica e os alcaloides que

sdo substidncias com carater basico. Assim, o NH4OH atua como amina competidora
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diminuindo a retenc¢do dos alcaloides facilitando o desenvolvimento destes metabdlitos na
cromatoplaca (McCALLEY, 2002; PAHL et al., 1997; PIVATTO, 2005).

As cromatoplacas foram avaliadas em camara de UV2s4 € em seguida reveladas com
ICCPt (Figura 12). A inspe¢do em camara de UV2s4 ndo possibilitou verificar a presencga dos

alcaloides devido a auséncia de grupos cromoforos nas suas estruturas.

Figura 12 — CCD das fragGes obtidas da extragdo liquido-liquido do extrato etandlico das flores de
Senna spectabilis.

Hexano

Fonte: a autora.

Na analise por CCD, foi possivel observar que a fragdo CHCUs foi a que apresentou
maior quantidade de alcaloides. A fragdo AcOEt também apresentou alcaloides, porém, em
menor quantidade (Tabela 6). Assim, a fragdo CHCH{; foi submetida a processos
cromatograficos para a purifica¢cdo dos alcaloides, os quais estdo resumidos na Figura 13 e

discutidos posteriormente.



Figura 13 — Fracionamento do extrato etandlico das flores de S. spectabilis.

100 g do extrato etanolico

Fragdo Hexano Fragdo Cloroférmio Fragdo Acetato ~ Fragio
(1.2 g (19.5g) de etila Hidrometanélica
0.4 (44.8 g)

- CC silica gel (63-200 um, didmetro de poro 60 A)
- Gradiente: CHC{5:MeOH:NH,OH (9,5:0,5:0,25) até¢ 100% MeOH
- Reunifo das fragdes com mesmo perfil (Ry) por CCD

Fragdes reunidas

Al A2 A3
Fragdes 14-18 Fragbes 22-28 Fragdes 29-37
(795.5 mg) (239 G.lg)
| | |
CCD Alcaloides 1 ¢ 6 Coluna RMe07
preparativa (422,0 mg) (378,2 mg)
(481,53 mg) | 27 fragGes
| | |
Alcaloides 13 ¢ 14 Alcaloide 1 Alcaloide 6 | |
(38.2 mg) (167.6 mg) (105,9 mg) Fragbes 6-10 Fragdes 11-13 Fracdo 18-20
Alcaloides 1 ¢ 6 (220,0 mg) Alcaloides 61a ¢ 61b
| | | (105,0 mg) | (5.4 mg)
Alcaloide 13 Alcaloide 14 Colum RM0S
(9.2 mg) (4.3 mg) |9
| |
Fragbes 2-3 Fragbes 8-12
. Alcaloides 1 ¢ 6 Alcaloides 62a ¢ 62b
Fonte: a autora. (195.0 mg) (4.5 mg)
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A fragdo CHCHE; (19,5 g) foi submetida a cromatografia em coluna (CC). Foi utilizada
uma coluna (h =15 cm de FE e @ = 4,0 cm) empacotada com 74 g de silica gel (63—200 um e
didametro de poro 60 A) e sistema de solvente em modo gradiente iniciando com
CHC{3;:MeOH:NH,4OH (9,5:0,5:0,25) até 100% de MeOH. Este procedimento cromatografico
foi repetido cinco vezes até que toda a fragdo CHCUL; (19,5 g) fosse submetida a CC
(Figura 13). As fragdes coletadas foram reagrupadas em: A; (RMe06-Fi4 13) (795,5 mg), Az
(RMe06-F2228) (2,3 g) e Az (RMe06-Fa9 37) (3,1 g), de acordo com a similaridade dos valores
de R, observados por CCD (Figura 14). A fragdo A, (2,3 g) apresentou apenas uma mancha

na cromatoplaca, referente a mistura dos alcaloides 1 ¢ 6.

Figura 14 — CCD da fragdes rcagrupadas Aj, Az ¢ Az (FE: silica, FM: CHC(;:MecOH:NH,OH
(9,5:0,5:0,5) e revelador: ICLPt).

Fonte: a autora.

A fragdo A (2,3 g) foi analisada por espectrometria de massas em alta resolugdo com
ionizagdo por electrospray (EM-IES), o que permitiu verificar a presenga de dois sinais de
m/z2982739 [M+H] e 3263060 [M + H]', calculados para C;sH3NO,", 2982741
(A 0,7 ppm) e CHyNO;", 326,3054 (A 1,8 ppm), respectivamente, que de acordo com a
literatura foram atribuidos aos metabolicos (—)-cassina (1) e (—)-espectalina (6). Estes
compostos diferenciam em duas unidades metilénicas (28 u) na cadeia lateral em C-6 (Figura
15). Quando o sinal de m/z 298 foi submetido & analise por EM sequencial (EM/EM), foi
observado um fragmento de m/z 280, atribuido a eliminag@o neutra de uma molécula de agua
(18 u) (Figura 16). Padrao de fragmentagdo semelhante foi observado quando o sinal de

m/z 326 foi submetido & EM/EM (Figura 17).



Figura 15 - EM-IES-(+) em alta resolugdo da fragdo A,.
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Fonte: a autora.

Figura 16 - EM/EM~(+) do alcaloide 1 presente na fragdo Ao.

'ntensé-_ +MS2(298.2751), 30eV, 5.3min #317
x10° -
1 280.2622
1.25 ]
: 298.2750
1.00 *
] HG.,)
0.75 3 Lj”’n. v CH- _H-0 .G D ”""-./\f_( CH3
] — u
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0.00 1 _ L J :
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Fonte: a autora.

Figura 17 - EM/EM~(+) do alcaloide 6 presente na fragdo As.

|ntens6- +MS2(326.3052), 25¢V, 4.3min #254
x10° 326.3052
| N
0.8
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Fonte: a autora.
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A andlise da fragdo A, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
detector por espalhamento de luz (Light Scattering) possibilitou a separa¢do dos homologos 1
(fr 12,0 min) e 6 (fr 16,8 min) (Figura 18). Como 6 ¢ ligeiramente mais apolar que 1, devido a

maior cadeia lateral em C-6, assim apresentou tempo de retencdo maior em fase reversa.

Figura 18 — Cromatograma da fragdo A, em coluna analitica.
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Fonte: a autora.

Em seguida, a fracdo A2 foi submetida a CLAE semipreparativo, que permitiu separar
os homologos 1 e 6 (Figura 19). Depois de separados, os homodlogos 1 (g 12,1 min,
167,6 mg) e 6 (fr 16,6 min, 105,9 mg com) foram analisados em CLAE analitico para
confirmar a separagdo (Figuras 20 e 21). A diferenca de massa entre os dois homologos pode
ser evidenciada pela intensidade dos picos cromatograficos, sendo que 1 ¢ o metabdlito

majoritario (Figura 19).

Figura 19 — Cromatograma da fragdo Az em coluna semipreparativa.
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Fonte: a autora.
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Figura 20 — Cromatograma do alcaloide 1 em coluna analitica.
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Fonte: a autora.

Figura 21 — Cromatograma do alcaloide 6 em coluna analitica.
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Fonte: a autora.

A fracdo A; (378,2 mg) foi submetida a CC flash (h =20 cm de fase estacionaria e
@ =2,0 cm) utilizando como FE silica (30,05 g) (40-63 um, didmetro de poro 60 A). A
elui¢do foi feita em modo isocratico utilizando CHC {3:MeOH:NH4OH (9,5:0,5:0,25), obtendo
27 fragdes. A analise por CCD permitiu reagrupar as fragdes RMe07-Fg 1o (mistura de 1 e 6),
RMe07-F1113 (220,0 mg) e RMe07-Fi5 5 (5,4 mg), de acordo com as similaridades dos
valores de Ry (Figura 22).
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Figura 22 — CCD das fragdes coletadas de RMe07 (FE: silica, FM: CHC(3:MeOH:NH,OH
(9,5:0,5:0,5) e revelador: ICLPt).
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Fonte: a autora.

O EM referente a fragdo RMeO7-Fi5.20 apresentou dois sinais em m/z 316,2845
[M+H] e 344,3143 [M + HJ', calculados para C;sHssNO;3', 316,2846 (A-0,3 ppm) e
C10HiNO;3', 344,3159 (A —4,6 ppm), respectivamente, que foram atribuidos aos metabolicos
61a e 61b (Figura 23). Estes compostos diferenciam entre si em duas unidades metilénicas
(28 u) na cadeia lateral em C-6, assim como 1 e 6. Quando o sinal de m/z 316 foi submetido a
analise por EM/EM, foram observados trés fragmentos de m/z 298, 280 e 262 (Figura 24),
atribuidos a eliminag¢des neutras de trés moléculas de agua (18 u), que corroboram para a
proposta estrutural do alcaloide 61a (Figura 26). Padrio de fragmentacdo semelhante foi
observado para a proposta estrutural do alcaloide 61b, quando o sinal de m/z 344 foi

submetido a anélise por EM/EM (Figuras 25 e 26).

Figura 23 - EM-IES-(+) em alta resolu¢@o da fragdo RMe07-F;g.2.
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Fonte: a autora.



Figura 24 — EM/EM-(+) do alcaloide 61a presente na fragio RMeO7-Fg.50.
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Fonte: a autora.

Figura 25 — EM/EM-(+) do alcaloide 61b presente na fragdo RMe07-F13.2¢.
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Fonte: a autora.
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Figura 26 — Proposta de fragmentagdo para os alcaloides 61a ¢ 61b.
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Fonte: a autora.

De acordo com a proposta de fragmentacdo (Figura 26), € possivel observar que a
conformag@o em cadeira do ciclo piperidina na qual a hidroxila (C-3) e o hidrogénio (H-4)
estdo nas posigdes axiais (antiperiplanares), o que favorece a reacdo de elimina¢do. Na
sequéncia, a eliminac¢do de outra molécula de dgua forma um sistema de duplas conjugadas.
Na eliminagdo da terceira molécula de agua novamente esta representado o hidrogénio e a
hidroxila antiperiplanares formando um alceno dissubstituido (SOLOMONS; FRYHLE,
2001).

Posteriormente a fragdio RMe07-F 5.5 (5,4 mg) foi submetida a analise por CLAE
analitico (Figura 27), que permitiu observar que a CC ndo foi eficiente na separagdo dos
metabolitos, devido a presengca de outros compostos com 7z na mesma regido do
cromatograma. O cromatograma mostra um pico intenso (fg 10,0 min, 61a), anterior ao do
alcaloide 1 (g 12,1 min). Este alcaloide é mais polar que 1, o que corrobora com a proposta
estrutural para 6la que deve ter o mesmo numero de carbonos da cadeia lateral em C-6.
Também foram observados a presenca de outros sinais de baixa intensidade no cromatograma

que ndo foram identificados.
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Figura 27 — Cromatograma da fragdo RMe07-F13 59 em coluna analitica.

mv

IAD2
3504
(o)}
300 3
6la = HO.,,
= 8
HO\.‘\\\\\ N Y, /\Hn/\{CH?’
20+ H
1 OH
150 « 6la:n=7
g 61b:n=9
100 g
504
0= L L O B B BB
25 50 75 100 125 15.0 175 200 25 250 275 min

Fonte: a autora.

A fragdo RMe07-F;1-13 (220,0 mg) foi submetida a CC flash utilizando silica como
fase estacionaria (40-63 um, didmetro de poro 60 A) (h=20 cm, @ = 2 cm e mgio2 = 30,0 g).
A eluigdo foi feita inicialmente com CHCC3:NH4OH (10:0,25) (500 mL) e em seguida a forca
de elui¢do foi aumentada gradativamente com adi¢do de MeOH até chegar em um sistema de
solventes que consistiu de CHCl3:MeOH:NH4OH (9,5:0,5:0,25). Este sistema de solventes
foi mantido até a elui¢do dos alcaloides (coletadas 23 fragdes). Em seguida foi feito um
gradiente até¢ 100% de MeOH para limpeza da coluna. A analise por CCD permitiu reagrupar
as fragdes RMe08-F, 3 (1 e 6) e RMeO08—Fs 1, (4,5 mg), de acordo com a similaridade dos
valores de R, (Figura 28).

Figura 28 — CCD das fragbes coletadas de RMe08 (FE: silica, FM: CHC(3;:MeOH:NH,OH
(9,5:0,5:0,5) e revelador: ICLPt).
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Fonte: a autora.

O EM referente a fragdio RMeO08-Fs.j, apresentou quatro sinais de m/z 298,2749
[M+H]", 3142697 [M + H]', 326,3042 [M + H] e 342,2987 [M + H], calculados para
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CisH3sNO,', 2982741 (A2,7 ppm); CisH3sNO;3 , 3142690 (A 2,2 ppm); CyHiNO;',
326,3054 (A -3,7 ppm) e CaH4NO;3', 342,3003 (A —4,7 ppm), respectivamente, que foram
atribuidos aos metabdlitos 1, 62a, 6 ¢ 62b (Figura 29). Os compostos 62a e 62b, assim como
1 e 6 diferenciam em duas unidades metilénicas (28 #) na cadeia lateral em C-6. Quando o
sinal de m/z 314 foi submetido a analise por EM sequencial (EM/EM), foram observados dois
fragmentos de m/z 296 e 278 (Figura 30), atribuidos a elimina¢des neutras de duas moléculas

de agua (Figura 31).

Figura 29 — EM-IES-(+) em alta resolu¢do da fragdo RMe08-Fg_5.
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Fonte: a autora.

Figura 30 - EM/EM-(+) do alcaloide 62a presente na fragdo RMe08-Fs 1.
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Figura 31 — Proposta de fragmentagdo para o alcaloide 62a.
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Fonte: a autora.

O cromatograma da sub-fragdo RMe08-Fg 1, mostrou a presenga de varios alcaloides
(Figura 32). Os picos com fg 11,93 min e fz 16,41 min, sdo referentes a dois homologos (62a
e 62b) mais polares que 1 e 6, porém menos polares que os alcaloides 61a e 61b, ja

identificados anteriormente por EM.

Figura 32 — Cromatograma ¢ CCD da fragdo RMe08-Fg 1> em coluna analitica.
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Fonte: a autora.

A fragdo A; (481,5 mg) contendo os alcaloides de baixa polaridade foi submetida a
CCD preparativa. A amostra foi aplicada em oito placas preparativas e desenvolvidas com um
sistema de solventes CHC{;:MeOH:NH,OH (9,0:1,0:0,5). Para identificar a regido da placa
contendo os metabolitos, parte de cada placa foi revelado com ICIPt. Na sequéncia foi feita a
raspagem da silica contendo os alcaloides, que foi coletada em béquer e solubilizada em
metanol. Em seguida o material foi filtrado e o solvente rotaevaporado. Os compostos obtidos
foram analisados por CCD e reagrupados de acordo com a similaridade dos valores de Ry
(Figura 33) de onde foi possivel obter a mistura dos alcaloides homologos apolares (13 e 14)

(38,2 mg). Da separagdo por CCDP também foi obtida a mistura dos homologos 1 e 6, além
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de outros alcaloides obtidos em pequenas quantidades, que n3o permitiram analises
posteriores.

A mistura dos alcaloides 13 e 14 foi analisada por CLAE com detector por
espalhamento de luz (Light Scattering) (Figura 34). Foi possivel observar a presenca de dois
picos (g 13,9 min (13) e 7 18,0 min (14)) que de acordo com a literatura (PIVATTO, 2010)
sdo referentes a mistura dos homodlogos (—)-3-O-acetilcassina (13) e (—)-3-O-acetilespectalina
(14) que foram separados por CLAE semipreparativo com 7 13,5 min (9,2 mg) e fr 17,0 min
(4,3 mg), respectivamente (Figuras 35 e 36). Ao analisar a ordem de eluig¢@o dos alcaloides 13
e 14 em CLAE, o metabdlito 14, por ser mais apolar que seu homologo devido aos dois
grupos metilénicos a mais na cadeia lateral, apresenta menor velocidade de eluicdo e
consequentemente maior tempo de reten¢do, devido a maiores intera¢des com a FE (Cig) em

relagdo ao metabolito 13.

Figura 33 — CCD dos homologos 13 ¢ 14 apos a CCDP (FE: silica, FM: CHC{;:MeOH:NH,OH
(9,5:0,5:0,5) e revelador ICLPt).
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Fonte: a autora.

Figura 34 — Cromatograma dos homologos 13 € 14 em coluna analitica.
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Fonte: a autora.
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Figura 35 — Cromatograma do alcaloide 13 em coluna analitica.
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Fonte: a autora.

Figura 36 — Cromatograma do alcaloide 14 em coluna analitica.
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Fonte: a autora.

Os homologos 13 e 14 foram analisados por espectrometria de massas com ioniza¢ao
por electrospray (EM-IES), o que permitiu observar a presenga dos sinais de m/z 340,2851
[M+H] e 368,3164 [M + HJ', calculados para CyH3sNOs3", 340,2852 (A 0,29 ppm) e
CoHiNO;3', 368,3165 (A 0,27 ppm), respectivamente. Estes sinais foram atribuidos aos
metabolitos 13 e 14 que também diferenciam em duas unidades metilénicas (Figuras 37 e 38).
Quando o sinal de m/z 340 foi submetido a analise por EM sequencial (EM/EM), foi
observado um fragmento de m/Zz 280, atribuido a eliminago do grupo acetil (60 u)
(Figura 39). Padrao de fragmentagdo semelhante foi observado quando o sinal de m/z 368 foi

submetido a EM/EM (Figura 40).



Figura 37 — EM-IES-(+) em alta resolu¢do do alcaloide 13.
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Figura 38 — EM-IES-(+) em alta resolu¢do do alcaloide 14.
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Figura 39 - EM/EM-(+) do alcaloide 13.
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Figura 40 - EM/EM-(+) do alcaloide 14.
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Fonte: a autora.

4.3 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS ALCALOIDES

4.3.1 Homo

logos (—)-cassina (1) e (—)-espectalina (6)

Os alcaloides 1 (167,6 mg) e 6 (105,9 mg) foram isolados como solidos amorfos de

coloragdo branco-amarelado. Na CCD apresentaram teste positivo para ICLPt (Rr 0,52)

(Figura 41).
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Figura 41 — CCD dos alcaloides 1 ¢ 6 (FE: silica, FM: CHCf;:MeOH:NH,OH (99:01:0,5) e revelador:
ICLPY).

R0,52

Fonte: a autora.

Os alcaloides 1 e 6 foram submetidos a analise por espectrometria de massas de alta
resolugdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer as formulas moleculares C1sH3sNO; e
C20H39NO,, respectivamente, com indices de deficiéncia de hidrogénio igual a dois. Os sinais
referentes as moléculas protonadas foram observados em m/z 2982739 [M + H]" e 326,3054
[M + H]", calculados para CisH3sNO,', 2982741 (A—0,7 ppm) e CHiNO,", 326,3054
(A 0 ppm), respectivamente (Figuras 42 e 43).

Figura 42 — EM-IES-(+) em alta resolugéo do alcaloide 1.
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Fonte: a autora.
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Figura 43 — EM-IES-(+) em alta resolugéo do alcaloide 6.
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Fonte: a autora.

A andlise do espectro na regido do infravermelho do alcaloide 1 (Figura 44), permitiu
observar uma banda em 1723 cm ' que foi atribuida ao estiramento de C=0 evidenciando a
presenca da fungdo cetona. As bandas em 1167 e 3452 cm ' foram atribuidas aos estiramentos
de C-O e de O-H, respectivamente, e sdo compativeis com a fun¢do alcool. A banda relativa
ao estiramento da fun¢do amina (N-H) foi observada em 3208 cm . Por ser uma unica banda
de baixa intensidade a amina pode ser classificada em secundaria. As absor¢des em 2863 cm '
e em 2940 cm ! sdo indicativas de estiramentos simétrico e assimétrico, respectivamente, de
C-H alifaticos. A presenca de C—H em 1400 cm ' indica a presenca de metila, enquanto que
em 1546 cm ' (6C-H) indica a presenca de CH; (BARBOSA, 2013; PAVIA et al. 2010).

Um padrio de bandas semelhantes foi observado no espectro de IV do alcaloide 6

(Figura 45).




Figura 44 — Espectro na regido do IV (pastilha de KBr) do alcaloide 1.
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Figura 45 — Espectro na regido do IV (pastilha de KBr) do alcaloide 6.
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A andlise do espectro de RMN 'H para o alcaloide 1 (Figura 46), permitiu identificar
a presenca de um tripleto em 6 2,47, integrando para dois hidrogénios, € um singleto em
82,13, integrando para trés hidrogénios, que foram atribuidos aos HI10' e HI12',
respectivamente, localizados na cadeia lateral (Figuras 47 e 48). Os sinais observados em
83,21 (H2, dq), 3,82 (H3, m) e 3,03 (H6, m), caracterizam o anel piperidinico (Figura 48), o
que estd de acordo com os dados da literatura (Tabela 6). Também foi observado no espectro
de RMN 'H dois singletos em & 4,88 (OH) e 1,89 (CHs), que foram atribuidos & presenca de
agua e acido acético como contaminantes.

No espectro de RMN de *C (Figura 49) o anel piperidinico foi caracterizado pela
presenca dos sinais em & 58,39; 65,70 e 57,21 relativos aos carbonos C2, C3 e C6,
respectivamente (Figura 50). A carbonila do grupo metil-cetona, localizada na cadeia lateral,
foi caracterizada pelo sinal em 6 212,10. Os sinais em d 15,72 e 29,85 foram atribuidos aos
carbonos das metilas C7 e C12’°, respectivamente. Na regido de 6 30,28-30,83 ocorre a
sobreposi¢do dos sinais provenientes dos carbonos metilénicos C3’—C8’ (Figuras 51 e 52)
(Tabela 6). O tamanho da cadeia lateral foi estimado analisando o nimero de sinais
correspondentes aos metilenos observados nos espectros de °C (Figuras 51 e 52) e DEPT 135
(Figuras 53 e 54) formada por dez metilenos, uma carbonila e uma metila. A principal
diferenca entre os alcaloides 1 e 6 estd no tamanho da cadeia lateral em C6, sendo que em 6

sdo observados dois sinais adicionais na regido dos carbonos metilénicos (Figura 60).



Tabela 6 — Dados de RMN 'H ¢ °C dos alcaloides 1 ¢ 6.
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(-)-cassina (1)

(-)-espectalina (6)

(a autora) (Pivatto, 2010) (a autora) (Pivatto, 2010)
o "H (400 MHz, PC (100 MHz, "H(500MHz, “C(125MHz, 'H@00MHz,em "C(100MHz, 'H (500 MHz, "C (125 MHz,
POsSIGa0 1 CD,0D) em CD;0D) em CDCE) em CDCE) CD;0D) em CD;0D) em CDCE) em CDCE)
§“mult.” (Jem 8c® (mult.)? Sy'mult.” (J em 8c® (mult.)? Sy'mult.” (J em 8c® (mult.)? Sy'mult.” (J em 8c® (mult.)?
Hz) Hz) Hz) Hz)
2 3.21dq (6,7, 1,4) 58,39 (CH) 2,80 ldg)(7,0, 56,40 (CH) 3,20 dq (6,7 1,4) 57,41 (CH) 2,78 ldg)(7,0, 56,35 (CH)
3 3,82 m 65,70 (CH) 3,60 m 67,88 (CH) 3,82 m 65,95 (CH) 3,59m 67,97 (CH)
32 i?; E 34,63 (CH,) izg E 32,51 (CH) 1225; E 31,07 (CH) izg E 32,57 (CH)
5 1,32 m 26,09 (CH,) 1,37 m 26,77 (CH,) 131 m 26,32 (CH,) 1,36 m 26,79 (CH,)
6 3,03m 57,21 (CH) 2,60 m 57,83 (CH) 3,03m 58,61 (CH,) 2,58 m 57,79 (CH,)
7 1,32d (6,7) 15,72 (CH;) 1,12 d (7,0) 18,07 (CHs) 1,31d (6,7) 15,99 (CH;) 1,10d (7,0) 18,16 (CH;)
1 1,32 m 35,02 (CH,) 1,30 m 37,23 (CH,) 131 m 34,84 (CH,) 1,35m 37,34 (CH,)
2 1,32 m 24,62 (CH,) 1,43 m 25,91 (CH,) 131 m 24,85 (CH,) 1,40 m 26,01 (CH,)
3 1,32 m 30,28 (CH,) 1,30 m 30,55° (CH,) 131 m 30,46° (CH,) 1,29 m 30,51° (CH,)
4 1,32 m 30,24° (CH,) 1,30 m 30,50° (CH,) 131 m 30,48° (CH,) 1,29 m 30,61° (CH,)
5 1,32 m 30,31° (CH,) 1,30 m 30,58 (CH,) 131 m 30,57° (CH,) 1,29 m 30,67° (CH,)
6' 1,32 m 30,32° (CH,) 1,30 m 30,60° (CH,) 131 m 30,60° (CH,) 1,29 m 30,67° (CH,)
7' 1,32 m 30,21° (CH,) 1,30 m 30,23° (CH,) 131 m 30,67° (CH,) 1,29 m 30,70° (CH,)
8! 1,32 m 30,83° (CH,) 1,30 m 30,83 ° (CH,) 131 m 30,48° (CH,) 1,29 m 30,58 (CH,)
9 1,54 m 23,40 (CH,) 1,54 m 24,88 (CH,) 131 m 30,22° (CH,) 1,29 m 30,24° (CH,)
10" 247t(7.2) 4407 (CH,) 2,46 t (7.,5) 4431 (CH,) 131 m 30,68° (CH,) 1,29 m 30,86° (CH,)
11 - 212,10 (C) - 212,20 (C) 1,54 m 23,67 (CH,) 1,55 m 24,89 (CH,)
12' 2,13 s 29,85 (CH;) 2,125 29,76 (CHs) 2,47t (7.6) 4430 (CH,) 2,46 1 (8,0) 4432 (CH,)
13' - - - - - 212,31 (C) - 212,21 (C)
14' - - - - 2,13 s 29,79 (CH;) 2,125 29,76 (CH;)

“Deslocamentos quimicos (3) em relagio ao padrio interno TMS. "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); m (multipleto). “Deslocamento quimico calculado no
ChemDraw Ultra v. 12.
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Figura 46 — Espectro de RMN de 'H do alcaloide 1 (400 MHz, CD;0D).
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Fonte: a autora.

Figura 47 - Ampliacdo do espectro 46 (5 1,15-2.15) do alcaloide 1.
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Figura 48 — Ampliacdo do espectro 46 (5 2,3-3,9) do alcaloide 1.
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Figura 49 — Espectro de RMN de °C do alcaloide 1 (100 MHz, CD30D).
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Figura 50 — Ampliacdo do espectro 49 (5 10,0-76,0), alcaloide 1.
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Figura 51 — Ampliacdo do espectro 50 (6 13,0-38,0), alcaloide 1.
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Figura 52 — Ampliagdo do espectro 51 (5 29,2-31,3), alcaloide 1.
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Figura 53 — Espectro de RMN "°C DEPT 135 (100 MHz, CD;0D) do alcaloide 1.
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Figura 54 — Ampliacdo do espectro 53 (6 29,8-31,0), alcaloide 1.
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Figura 55 — Espectro de RMN de 'H do alcaloide 6 (400 MHz, CD;OD).

867} |
ZeEL |
$05°L |
€261 |
oSl |
855°) 1
915°) |
oL |
099'} 1
ZI9') 1
69') 1
669') 1
8LLL

€201
ser1 ]

9Ll'} |
¥6L LA
608°} |
268°1 |
R :
LR
956°L ¢
996}

€16’

e/

14
13 CHj3

12
1

10’

esve
0lye W 5
68Y°C

€0
rmr.m/ &

8

902'e
(444
8€CE &
20ee
90¢ee
alee
viee o
8lEE "

[44: 3

6

4

2!

629°¢ 3

—=—"r g6}

- s0°L
==_F 660

ILW €01

0.5

1.0

1.5

25

ppm

Fonte: a autora.



70

Figura 56 — Ampliacdo do espectro 35 (6 1,20-2,20) do alcaloide 6.
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Figura 57 — Ampliacdo do espectro 55 (5 2,4-3.9) do alcaloide 6.
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Figura 58 — Espectro de RMN de °C do alcaloide 6 (100 MHz, CD;0D).
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Figura 59 — Ampliacdo do espectro 58 (6 12,0-76,0), alcaloide 6.

066'Sl —

999'67 —
1S8'9Z —
beboE
8Ly 0E
2508
69508
59905
089'0€

LEG'VE —

96C' ¥ —

20986 —

S¥6'S9 —

S N MMWWW

WW‘WWWMW

12

16

20

24

28

32

36

40

44

48

52

56

60

64

68

72

ppm

Fonte: a autora.



Figura 60 — Ampliagdo do espectro 59 (5 29,2-31,8), alcaloide 6.
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Figura 61 — Espectro de RMN de DEPT 135 (100 MHz, CD;0D) do alcaloide 6.

-~ — O MNOWOM ~— ~ OANW—FTOUDNW©CO b o
© o N N~ O M - ) ©0 00 < O) €0 0D (O 0O o
© o = $NSNI O 0 RONN==Ooo0n® ~
wn o N [N N N--N--] s T QOO0 QO T M n
(= w0 Ww <t < < < A M OMOOOMOOANNNN ~
| [ S | [ s = |
HO.,,/ 2
14'
2 4 6 8 10 12
6
R\ //,' 13' CH3
H3(7: ’}l r 3 5 7 9 1
H o}
|
I
|
i
TR " W | N et oot P i o o
vy TRV T TV AR I WP Lol o) bid 4 TPl W ey o sl s W ) P
I
I
I
72 68 64 60 56 52 48 44 40 36 32 28 24 20 16 12
ppm

Fonte: a autora.

72



73

Figura 62 — Ampliacio do espectro 61 (6 29,85-30,95), alcaloide 6.
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4.3.2 Homologos (-)-3-O-acetilcassina (13) e (-)-3-O-acetilespectalina (14)

Os homodlogos 13 (9,2 mg) e 14 (4,3 mg) foram isolados como oleos de coloragdo
amarela, que apresentaram teste positivo quando analisados por CCD e revelados com ICCPt

(R/0,82) (Figura 65).

Figura 63 — CCD dos alcaloides 13 ¢ 14 (FE: silica, FM: CHCE:MecOH:NH,OH (9,5:0,5:0,5) ¢
revelador: ICLPt).
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A analise dos alcaloides 13 e 14 por espectrometria de massas de alta resolu¢do, modo
positivo, possibilitou estabelecer as formulas moleculares CyH37NO; e CppHyNOs3,
respectivamente, com indices de deficiéncia de hidrogénio igual a trés. Os sinais referentes as
moléculas protonadas foram observados em m/z 340,2851 [M + H] e 3683164 [M + H],
calculados para CooH3gNO;3', 340,2852 (A 0,29 ppm) e CoHyNO3 ', 368,3165 (A 0,27 ppm),

respectivamente (Figuras 64 e 65).

Figura 64 — EM-IES-(+) em alta resolugdo do alcaloide 13.
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Fonte: a autora.

Figura 65 — EM-IES-(+) em alta resolugio do alcaloide 14.
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Nos espectros (Figuras 66 e 67) na regido do infravermelho dos alcaloides 13 e 14 foi
possivel observar a auséncia da banda alargada do estiramento referente a O-H de alcool. No
espectro de IV do alcaloide 13, foi possivel observar uma banda na regido de 1746 cm ',
proveniente do estiramento de C=0, que associada com a banda em 1229 cm' de C-O,
corroboram para a presencga da fungdo éster. A presenga de uma banda de C=0O na regido de
1717 cm™' evidencia a fun¢do cetona. Foi observada uma banda em 1573 cm ™, que foi
atribuida ao estiramento de N-H, que foi correlacionada com a amina secundaria do anel
piperidinico. As bandas em 2916 e 2851 c¢m ' foram correlacionadas com os estiramentos
assimétrico e simétrico, respectivamente, dos grupos C-H alifaticos (BARBOSA, 2013;
PAVIA et al. 2010).

Um padrdo de bandas semelhantes foi observado no espectro de IV do alcaloide 14
(Figura 67) (BARBOSA, 2013; PAVIA et al. 2010). As bandas observadas neste espectro
estdo em baixa intensidade, o que pode ser justificado pela pequena quantidade de amostra

utilizada na analise.

Figura 66 — Espectro na regido do IV (filme) do alcaloide 13.
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Figura 67 — Espectro na regido do IV (filme) do alcaloide 14.
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A andlise dos espectros de RMN de 'H e "C dos alcaloides 13 e 14 (Figuras 68-85)
permitiu observar que existe uma grande similaridade nos deslocamentos quimicos com
aqueles dos alcaloides 1 e 6 (Tabelas 6 e 7). Porém, adicionalmente nos espectros de RMN de
'H foram observados os sinais em & 2,10 (3H, s) (13) ¢ § 2,13 (3H, s) (14), caracteristicos dos
grupos metila (C-2"") (Figuras 68 e 78). Os sinais referentes a estes carbonos também foram
observados nos espectros de RMN °C em & 20,93 (Figuras 72 e 73) e 20,70 (Figura 81),
respectivamente. Adicionalmente também foram observados os sinais em & 172,35 (13) e
171,24 (14), atribuidos as carbonilas dos grupos ésteres (C-1"") (Figuras 71 e 80) (Tabela 7).

O tamanho da cadeia lateral de 13 e 14 foi determinado pelo numero de sinais
observados nos espectros de °C e DEPT (Figuras 71, 75, 80 e 84) na regido dos metilenos
(Figuras 73, 74 e 76; 81-83 e 85). Os deslocamentos quimicos atribuidos para os alcaloides

13 e 14 estdo compilados na Tabela 7 e estdo de acordo com dados descritos na literatura.



Tabela 7 — Dados de RMN 'H ¢ °C dos alcaloides 13 ¢ 14.
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(-)-3-O-acetilcassina (13)

(-)-3-O-acetilespectalina (14)

(a autora) (Pivatto, 2010) (a autora) (Pivatto, 2010)
. 'H@O00MHz,em “C (100 MHz,em 'H (500 MHz, BC(125MHz,  'H@00MHz, em C (100 MHz, em  'H (500 MHz, BC (125 MHz,
posigdo CD;0D) CD;0D) em CDCEy) em CDCEy) CD;0D) CD;0D) em CDCEy) em CDCEy)
o mult.” (J em 5 (mult.)? 5y mult.” (J em 5 (mult.)” 5" mult.” (J em 5o (mult.)? 5r mult.” (J em 5 (mult.)”
Hz) Hz) Hz) Hz)
2 3,02dq (6,7; 1,4) 55,77 (CH) 2,89 dq (6.5; 2.0) 53,95 (CH) 3,13dq (6.7; 1,4) 55,77 (CH) 2,90 dq (7.0; 1.5) 54,00 (CH)
3 4,86 s 71,14 (CH) 4,82 q(2,0) 70,58 (CH) 4,86 sl 69,15 (CH) 4,83 q (2,0 70,56 (CH)
if: tz; E 26,77 (CH,) 12:6021?11 29.16 (CH,) i:gz E 28.02 (CH») i:gg E 29.19 (CH,)
23 122 E 29,55 (CHa) i;z) E 26,81 (CHa) izj E 30.22 (CHy) ig: E 26,78 (CHa)
6 2,70 m 57,84 (CH) 2,56 m 56,63 (CH) 2,58 m 58,50 (CH,) 2,57 m 56,68 (CH,)
7 1,09d (6,7) 17,60 (CH5) 1,06 d (6,5) 18,50 (CH5) 1,29 m (6,7) 17,28 (CH5) 1,08 d (6,5) 18,49 (CH5)
ii ig: E 36,90 (CH,) i;ﬁ IIE 37.08 (CHy) 33 E 34,65 (CH) igg E 37.01 (CH)
2 1,38 m 26,40 (CH») 1,35m 25,96 (CH») 1,29 sl 26,27 (CH») 1,28 m 25,98 (CH»)
3! 1,31l 30,22° (CH>) 1,27 sl 29.,35° (CH,) 1,29 sl 30,44° (CH») 1,27 sl 29.40° (CH»)
4 1,31l 30,57 (CH») 1,27 sl 29.49° (CH,) 1,29 sl 30,53 (CH») 1,27 sl 29,58 (CH,)
5 1,31l 30,61° (CH») 1,27 sl 29,51° (CH>) 1,29 sl 30,67°¢ (CH») 1,27 sl 29.70° (CH,)
6' 1,31l 30,56 (CH») 1,27 sl 29.40° (CH») 1,29 sl 30,60 (CH») 1,27 sl 29.61° (CH,)
7' 1,31l 30,51° (CH,) 1,27 sl 29.,35° (CH,) 1,29 sl 30,57° (CH,) 1,27 sl 29,58 (CH,)
8' 1,31l 30,78° (CH,) 1,27 sl 29,73 ° (CH,) 1,29 sl 30,51° (CH,) 1,27 sl 29.45° (CH,)
9' 1,55 m 24,85 (CH,) 1,57 m 23,86 (CH,) 1,29 sl 30,43° (CH,) 1,27 sl 29.,35° (CH,)
10" 2471 (7.3) 4430 (CH,) 2,42 1(7.5) 43,79 (CH,) 1,29 sl 30,75° (CH,) 1,27 sl 29,76 ° (CH,)
11" - 212,30 (C) - 209,28 (qC) 1,54 m 24,85 (CH,) 1,56 m 23,89 (CH,)
12' 2.12s 29.80 (CH») 2.14s 29,79 (CHs) 2,47 1(7.6) 44,29 (CH») 2,421 (7.5) 43,83 (CH»)
13" - - - - - 212,33 (C) - 209,29 (qC)
14' - - - - 2.15s 29,79 (CHs) 2.14s 28,82 (CH;)
1” - 172,35 (C) - 171,00 (qC) - 171,24 (C) - 171,01 (C)
2” 2.10s 20,93 (CH») 2.12s 21,27 (CH5) 2.13s 20,70 (CHs) 2.12s 21,29 (CHs)

“Deslocamentos quimicos (8) em relagdo ao padrio interno TMS (5 0,00 ppm). b1\/Iultiplicidade: s (singleto); sl (singleto largo); d (dubleto); t (tripleto); m (multipleto).
“Deslocamento quimico calculado no ChemDraw Ultra v. 12.
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Figura 68 — Espectro de RMN de 'H do alcaloide 13 (400 MHz, CD3;0D).
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Fonte: a autora.

Figura 69 — Ampliacdo do espectro 68 (6 1,00-2,20) do alcaloide 13.
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Figura 70 — Ampliacdo do espectro 68 (6 2,35-3.,45) do alcaloide 13.
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Figura 71 — Espectro de RMN de "C do alcaloide 13 (100 MHz, CD;0D).
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Figura 72 — Ampliagdo do espectro 71 (5 8,0-76,0), alcaloide 13.
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Figura 73 — Ampliacdo do espectro 72 (5 17,0-45,0), alcaloide 13.
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Fonte: a autora.
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Figura 74 — Ampliacdo do espectro 73 (5 29,3-31,3), alcaloide 13.
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Figura 75 — Espectro de RMN de DEPT 135 (100 MHz, CD;0D) do alcaloide 13.
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Figura 76 — Ampliacdo do espectro 75 (5 29,75-30,75), alcaloide 13.
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Figura 78 — Ampliagdo do espectro 77 (0 0,7-2,2), alcaloide 14.
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Figura 79 — Ampliacdo do espectro 77 (6 2,3-3,70), alcaloide 14.
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Figura 80 — Espectro de RMN de °C do alcaloide 14 (100 MHz, CD;0D).
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Figura 81 — Ampliacdo do espectro 80 (5 14,0-80,0), alcaloide 14.
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Figura 82 — Ampliagdo do espectro 81 (5 22,0-36,0), alcaloide 14.
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Figura 83 — Ampliacdo do espectro 82 (5 29,5-31,3), alcaloide 14.
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Figura 84 — Espectro de RMN "°C DEPT 135 (100 MHz, CD,0D) do alcaloide 14.
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Figura 85 — Ampliacdo do espectro 84 (6 28,90-31,70), alcaloide 14.
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4.4 CONFIGURACAO ABSOLUTA DOS ALCALOIDES 1, 6, 13 E 14
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A configuragdo absoluta dos alcaloides 1, 6, 13 e 14 (Figuras 86 e 87) foi proposta com

base nos dados de polarimetria, comparados com aqueles descritos na literatura, uma vez que

estes compostos j& foram isolados anteriormente (Tabelas 8 e 9).

Figura 86 — Alcaloides 1 ¢ 6.
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Tabela 8 — Configuragio absolutade 1 ¢ 6.

(-)-cassina  (—)-espectalina (-)-cassina (-)-espectalina

(HIGHET, (BOLZANI,  (PIVATTO,  (PIVATTO, 1 6

1964) 1995) 2010) 2010)
Rotaci 25 25 25 25 25 25
especifica (@10 060 [alp -820 [aly —0.62  [oly -335  fodp -25 ey 50

(¢ 8,00 (c0,32 (¢ 8,00 (¢ 1,00 (¢ 4,00, (¢ 2,00,

EtOH) CHC3) EtOH) CHC3) MeOH) MeOH)

Figura 87 — Alcaloides 13 ¢ 14.
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13 n = 7: (-)-3-O-acetilcassina
14 n = 9: (-)-3-O-acetilespectalina

Tabela 9 — Configuragio absoluta de 13 ¢ 14.

(-)-3-O-cassina (-)-3-O-cassina (-)-3-O-espectalina

(VIEGAS JUNIOR  (PIVATTO, 2010)  (PIVATTO, 2010) 13 14
et al., 2004)

Rotagdo lod p — 16 lod p —3.45 lod p —2.96 lo] ) - 14 lod p 3.5

i
especifica (¢ 0.19 CH,CL) (¢ 0,29 MeOH) (¢ 0,14 McOH) (c 4,00, MeOH)

(¢ 2,00, MeOH)
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4.5 AVALIACAO LEISHMANICIDA E CITOTOXIDADE

Melo e colaboradores (2014) verificaram que a mistura dos alcaloides (—)-cassina (1) e
(-)-espectalina (6), apresentaram atividade significativa contra o parasita Leishmania major (1Csg
249 + 1,4 pg mL'), sem toxicidade contra células hospedeiras. Este resultado promissor
despertou nosso interesse para a avaliagdo da atividade leishmanicida e a citotoxidade dos
metabolitos, assim como dos demais obtidos neste trabalho (13 e 14), porém na forma pura.
Leishmania amazonenses foi escolhido por ser a espécie associada & doenga mais amplamente
distribuida no Brasil (DORVAL et al., 2006).

Os dados da atividade leishmanicida e citotoxidade foram obtidos a partir dos graficos de
viabilidade celular. Os resultados obtidos para os alcaloides 1, 6, 13 e 14 foram correlacionados

através do calculo do indice de seletividade (IS) (Tabela 10).

Tabela 10 — Avaliagdo da atividade leishmanicida dos alcaloides isolados.

Compostos L. amazonen_slis Célula Ver(l1 IS
ICso (ng mL ™) CCso (ng mL™)
(—)-cassina (1) 25,18 0,59 249,27 + 20,32 0,99
(—)-espectalina (6) 15,81 + 0,47 66,67 + 9,68 0,62
(—)-3-O-acetilcassina (13) 3025+ 1,74 356,81 + 25,90 1,07
(—)-3-O-acetilespectalina (14) 2595+ 3,44 273,51 + 24,48 1,02
Anfotericina B 0,29+ 0,01 - -

*Indice de seletividade.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 10, os alcaloides 6 e 14 s3o mais
potentes 1 e 13 uma vez que os valores de ICso foram menores. Isso significa que, neste ensaio ¢
necessaria menor concentracdo da amostra para inibir 50% dos parasitas. No ensaio de
citotoxicidade o metabdlito 6 apresentou a maior toxicidade, evidenciado pelo menor valor de
CCs, ou seja, mesmo em baixas concentra¢des ele consegue inibir 50% das células.

O tamanho da cadeia lateral e a presenga do grupo acetil sdo caracteristica estruturais que
podem estar relacionadas com as variagdes nos valores da atividade leishmanicida contra
L. amazonensis e citotoxicidade. Foi possivel observar uma maior potencia nos compostos 6 e
14, que apresentam a maior cadeia lateral, que também foram mais téxicos em comparagdo com
os homdlogos 1 e 13. A presenca do grupo acetil na posi¢do 3-O dos compostos 13 e 14 causou
um decréscimo, tanto na atividade leishmanicida quanto na citotoxidade.

Assim, para correlacionar os resultados da atividade leishmanicida e da citotoxicidade,

foi calculado o indice de seletividade através da equacdo: SI = log[CCsy (Vero cells)/ICs
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(L. amazonensis)] (CASE et al., 2006). Quanto maior o valor de IS, mais seletivo ¢ o composto
na inibi¢do da L. amazonensis versus células Vero (citotoxidade). Segundo Case et al. (2006),
quanto mais proximo numero 2 forem os valores positivos, maior sera a atividade dos compostos
frente aos parasitas e menor serd a sua toxicidade. Vale ressaltar que neste tipo de ensaio esse
parametro tem bastante relevancia para o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos.
Valores negativos sdo um indicativo de que os compostos apresentam maior toxicidade do que
atividade sobre o parasita. Dentro deste contexto o alcaloide 13 apresentou o melhor resultado de
IS, mas todos os compostos avaliados apresentaram valores positivos, mostrando um carater
promissor para a busca de novos farmacos mais eficientes € que ndo apresentem efeitos

colaterais no tratamento da leishmaniose.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo quimico do extrato etandlico das flores de Senna spectabilis permitiu o
isolamento de quatro alcaloides, (—)-cassina (1), (—)-espectalina (6), (-)-3-O-acetilcassina (13) e
(-)-3-O-acetilespectalina (14), que tiveram suas estruturas elucidadas a partir dos dados
espectroscopicos e espectrométricos. Vale destacar este € o primeiro relato do isolamento do
alcaloide 13.

Além dos metabolitos isolados também foram identificadas series homodlogas dos
alcaloides 61a, 61b, 62a e 62b, que devido as pequenas quantidades de massas obtidas, ndo foi
possivel o isolamento. No entanto a espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray
provou ser uma importante ferramenta para a identificagdo destes compostos mesmo quando em
matrizes complexas.

A CCD preparativa foi uma técnica rapida e eficiente para a obten¢do da mistura dos
homologos 13 e 14.

A separacdo dos pares homologos (1 e 6) e (13 e 14) utilizando a CC de silica foi pouco
eficiente, o que pode ser constatado posteriormente pelos mesmos valores de Ry apresentados
pelos homologos. Dentro deste contexto a CLAE acoplada a detector light scattering foi uma
ferramenta extremamente importante para a separagdo dos metabolitos desta classe, que ndo
apesentam cromoforos. Os alcaloides 1 (167,6 mg), 6 (105,9 mg), 13 (9,2 mg) e 14 (4,3 mg)
purificados por CLAE foram submetidos a analise por espectrometria de massas de alta
resolucdo para confirmagdo das formulas moleculares e posteriormente analisados por RMN para
elucidagdo das estruturas.

Os resultados obtidos a partir da avaliagdo leishmanicida e citotoxidade permitiram
verificar que dos alcaloides 6 e 13 apresentaram os melhores resultados contra
Leishmania amazoniensis, sendo que 6 foi mais citotoxico. Assim, os compostos testados
demonstram carater promissor para a continuidade dos estudos visando o desenvolvimento de
novos farmacos mais eficientes e que ndo apresentem efeitos colaterais no tratamento da

leishmaniose.
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