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RESUMO

Os produtos naturais sdo utilizados desde a antiguidade como uma forma de cura ou
prevengdo dos males humanos. Ao longo da historia, os compostos obtidos de fontes naturais
tém despertado grande interesse devido a complexidade das arquiteturas moleculares
relacionada as disposi¢des tridimensionais dos carbonos assimétricos e atividades biologicas
associadas. Assim, por muito tempo, farmacos sintéticos foram inspirados nas estruturas de
compostos de origem natural e que frequentemente sdo quirais, os quais foram produzidos na
forma de racematos, ignorando as possiveis diferencas de atividade biologica que os
diferentes estereoisdmeros poderiam proporcionar. Dentro deste contexto, temos investido no
estudo dos alcaloides piperidinicos presentes em Senna spectabilis, que apresentam trés
centros estereogé€nicos e comprovada atuacdo sobre o sistema nervoso central, além de
apresentarem diversas atividades biologicas como, leishmanicida, antimalarica e
anticolinesterasica. Nesse sentido, o presente estudo descreve o processo de isolamento dos
alcaloides piperidinicos quirais a partir do extrato etandlico das flores da Senna spectabilis.
Esse extrato foi submetido a extragdo liquido-liquido com hexano e diclorometano, sendo a
segunda fracdo aquela com maior concentracdo de alcaloides. Essa fracdo foi submetida a
diferentes procedimentos cromatograficos, de onde foram isolados os homologos 1 e 2, ja
descritos anteriormente em S. spectabilis, além dos dois novos compostos (4 e 5) também
homologos, cujas andlises cromatograficas e espectrométricas realizadas indicam que sdo
diastereoisomeros de 1 e 2. Em seguida, a mistura contendo 4 ¢ 5 foi submetida a reagdo de
esterificacdo com cloreto de acetila, de onde foi obtido o composto 60. Os compostos naturais
e semissintéticos foram avaliados no ensaio de inibi¢cdo da acetilcolinesterase (AChE) de onde
foi possivel observar que os alcaloides homédlogos 1 (ICso 0,62 + 0,01 ugmL™) e 2
(IC500,87 = 0,12 ng mL "), de mesma estereoquimica sdo mais potentes que os respectivos
estereoisomeros 4 (ICso 6,49 + 0,23 ngmL™) e 5 (ICso 17,60 + 1,90 ugmL™"). Estes
compostos apresentaram potencial de inibi¢do da AChE da mesma ordem de grandeza que o
controle positivo, galantamina (ICs01,50 + 0,10 pgmL™!), no entanto o derivado

semissintético 60 foi considerado inativo (ICso> 300,00 pg mL™).

Palavras chave: Senna spectabilis. Alcaloides piperidinicos. Estereoquimica. Cromatografia.

Espectrometria de massas. Anticolinesterasicos.



ABSTRACT

Natural products have been used since ancient times as a way to cure or prevent
human illness. Throughout history, compounds obtained from natural sources have aroused
great interest due to the complexity of molecular arrangements associated with the three-
dimensional dispositions of asymmetric carbons and your biological activities. Thus, for a
long time, synthetic drugs were inspired by the structures of natural compounds, frequently
chirals, which were produced in the form of racemates, ignoring the possible differences in
biological activity that different stereoisomers could cause. Against this background, we have
invested in the study of piperidine alkaloids present in Senna spectabilis, which have
stereogenic centers and verified action on the central nervous system, as well as presenting
various biological activities such as leishmanicide, antimalarial and anticholinesterase. In this
sense, the present study describes the isolation process of chiral piperidine alkaloids from the
ethanolic extract of Senna spectabilis flowers. This extract was submitted to liquid-liquid
extraction with hexane and dichloromethane, being the second fraction with the highest
concentration of alkaloids. This fraction was submitted to different chromatographic
procedures, from which homologues 1 and 2, previously described in S. spectabilis, were
isolated, as well as the two new homologous compounds, whose chromatographic and
spectrometric analyzes indicate that they are diastereoisomers of 1 and 2. Then, the mixture
containing 4 and 5 was subjected to an esterification reaction with acetyl chloride, obtaining
compound 60. The natural and semi-synthetic compounds were evaluated in the
acetylcholinesterase (AChE) inhibition test, where it was possible to observe that homologous
alkaloids 1 (ICsp 0.62 = 0.01 pgmL™) and 2 (ICso 0.87 + 0.12 pg mL™!), with the same
stereochemistry ~are  more potent than the  respective  stereoisomers 4
(ICs506.49 £ 0.23 ng mL ") and 5 (IC50 17.60 + 1.90 pg mL ). These compounds exhibited an
ACHhE inhibition potential of the same order of magnitude as the positive control, galantamine
(ICs01.50 £ 0.10 pg mL™1), however the semi-synthetic derivative 60 was considered inactive

(ICs0> 300.00 pg mL ™).

Keywords: Senna spectabilis. Piperidine alkaloids. Stereochemistry. Chromatography.

Mass spectrometry. Anticholinesterase.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais (PN) sao usados como fonte teraputica no tratamento de
diversas enfermidades pela humanidade ha aproximadamente 5000 anos tendo como primeiro
registro as tdbuas de Clay (2400 a.C.) (DAVID et al., 2014) e, mesmo com o passar do tempo,
continuam desempenhando um papel fundamental como medicamentos ou, ainda, como
modelos no desenvolvimento de novos farmacos (HARVEY et al., 2015).

De acordo com Yuliana e colaboradores (2011) o intervalo entre 1981 e 2002 gerou
pelo menos 877 novos medicamentos dos quais 6% sdo PNs e outros 27% sdo de
medicamentos derivados de produtos naturais. Atualmente, estimativas mostram que, ao
longo dos ultimos 34 anos, cerca de 60% de todos os farmacos aprovados tiveram sua origem
em PNs (NEWMAN; CRAGG, 2016). Dados como estes tém atraido grande interesse para
pesquisas de compostos bioativos (YULIANA et al., 2011).

Mesmo com o crescente interesse na pesquisa em PNs, apenas 5% de toda
biodiversidade do planeta foi estudada. Além disso, muitos estudos nao exploram todo o
potencial quimico e farmacoldgico das espécies (SARKER; NAHAR, 2012). Assim, a
exploracdo racional da biodiversidade brasileira ainda ¢ um tema recorrente e merece
investimento visando a busca de novos compostos com potencial farmacologico
(BOLZANI et al., 1999).

Essa exploracdo racional se faz ainda mais importante ao saber que o Brasil hoje conta
com dois biomas que sdo considerados hotspots, (denominagdo dada para areas com grande
biodiversidade) ricas em espécies endémicas, mas que apresentam alto nivel de
desmatamento, como o Cerrado e a Mata Atlantica (MMA, 2017).

Dificuldades como o baixo rendimento, o tempo necessario para o isolamento e
purificacdo e a alta toxicidade dos compostos sdo barreiras a serem transpostas na pesquisa
em PN (DAVID et al., 2014). Todavia, mesmo com todas essas dificuldades as pesquisas com
PNs continuam crescendo e desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de
novos farmacos (NGO et al., 2013). Isso se deve em grande parte ao fato da complexidade
estrutural que esses compostos apresentam como a presenga de centros assimétricos e
heterociclos, muitas vezes necessdrias nas estruturas dos farmacos, para o reconhecimento
biologico (FEHER; SCHIMIDT, 2003).

A presenga de centros assimétricos pode conferir quiralidade a molécula, sendo um

importante ponto a ser considerado no estudo farmacoldgico, uma vez que os estereoisomeros
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podem apresentar diferencas consideraveis na atividade biologica, interferindo nas fases
farmacodindmica e farmacocinética (CHHABRA etal., 2019). Essas diferengas estdao
relacionadas ao fato de que receptores bioldgicos como as enzimas, apresentam sitios ativos

estereoespecificos que geralmente tem maior afinidade por um dos estereoisomeros
(BROOKS et al., 2011).

1.1 SENNA SPECTABILIS E OS ALCALOIDES PIPERIDINICOS

Senna spectabilis (sin. Cassia spectabilis e C. excelsa) (Figura 1), pertence a familia
Fabaceae, de porte médio (6 a 9 metros). Popularmente é conhecida como sdo-jodo, céssia do
nordeste, canafistula-de-besouro e pau-de-ovelha. E uma arvore endémica muito comum em

regides tropicais e subtropicais como o Cerrado (LORENZI, 2002).

Figura 1 — Senna spectabilis: detalhes da planta, flores, frutos, sementes, casca e madeira

Fonte: Lorenzi (2002).
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Do ponto de vista quimico e farmacologico, Senna spectabilis ¢ uma das espécies mais
importantes dentro do género Senna, visto que ¢ fonte de alcaloides piperidinicos que
apresentam comprovada atividade bioldégica como: leishmanicida, antimaldrica,
anticolinesterasica, entre outras (LACERDA et al.,, 2018; DANUELLO et al.,, 2012;
PIVATTO et al., 2014; VIEGAS JUNIOR et al., 2005). A atividade sobre o sistema nervoso
central (SNC), torna esses metabdlitos promissores para o desenvolvimento de novos
farmacos para o tratamento de doencas neurodegenerativas (CASTRO et al., 2008). Assim,
testes realizados em camundongos mostraram que estes compostos diminuiram a atividade
cerebral atuando como ansioliticos e sedativos (SILVA et al., 2011a; SILVA et al., 2011b)

Os metabolitos de maior interesse nesta espécie sdo os alcaloides piperidinicos
homologos (—)-cassina (1) e (—)-espectalina (2) (Figura 2), que sdo majoritarios e podem ser
isolados dos extratos etanolicos dos diferentes 6rgaos da planta (PIVATTO et al., 2014).

O alcaloide 1 foi isolado pela primeira vez por Highet (1964), das folhas de
Cassia excelsa, mas sua configuracdo absoluta s foi estabelecida por Rice e Coke (1966).
Mais tarde Bolzani e colaboradores (1995), estudando as folhas de C. spectabilis, relataram o
isolamento de diversos alcaloides piperidinicos e dentre eles a (—)-espectalina (2), que ¢
homélogo de 1 (Figura 2) (VIEGAS JUNIOR et al., 2004).

E importante destacar ainda que alguns destes estudos foram realizados com as
misturas dos homologos (1 e 2) (MELO et al., 2014; CASTRO et al., 2016). No entanto, os
ensaios bioldgicos dos homologos separados, tém apresentado resultados com diferencgas
significativas (DANUELLO et al., 2012; PIVATTO et al., 2014; FREITAS et al., 2018;
LACERDA et al., 2018).

Aliado a estes dados ¢ importante ressaltar que ao longo dos estudos quimicos
realizados com S. spectabilis, Christofidis e colaboradores (1977) relataram o isolamento da
(+)-espectalina (3) (Figura 2), que ¢ enantidmero de 2 (homologo de 1). Estes autores também
relataram o isolamento de um diastereoisomero de 1 (epimero no C-6), denominado
6-iso-cassina (4). Mais tarde, Viegas Junior e colaboradores (2004) isolaram um homdlogo de

4, denominado 6-iso-espectalina (5) (VIEGAS JUNIOR et al., 2004).



21

Figura 2 — Alcaloides piperidinicos isolados de Senna spectabillis
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Fonte: o autor.

Segundo Freitas e colaboradores (2018), os alcaloides piperidinicos homdlogos,
obtidos de S. spectabilis apresentam atividade anticolinesterasica com poténcia diferente entre
os homdlogos 1 (ICso 0,29 ug mL™") e 2 (ICs0 0,52 pg mL™), o que mostra a importancia do
estudo destes compostos separadamente. Também foi observado em estudos anteriores que os
derivados acetilados 6 ¢ 7 apresentam uma unidade de acetilcolina (ACh) internalizada o que
pode justificar a interacdo destes compostos com a acetilcolinesterase (AChE) (Figura 3)

(CASTRO et al., 2008; DANUELLO et al., 2012; VIEGAS JUNIOR et al., 2005).

Figura 3 — Unidade de ACh internalizada nas estruturas de 6 ¢ 7
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Fonte: o autor.
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1.2 ESTEREOQUIMICA DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Em 1849 Louis Pasteur conseguiu separar mecanicamente com o auxilio de uma lupa
e pinga os enantiomeros do acido tartdrico e observou que 0os mesmos possuiam as mesmas
propriedades fisicas, diferenciando apenas no desvio do plano da luz polarizada, ali Pasteur
havia descoberto espécies que ele denominou quirais (Figura 4) (GAL, 2017). A quiralidade
remonta ao esteroisomerismo, que por definicdo ¢ um tipo de isomeria Otica em que as
moléculas sdo idénticas estruturalmente, apresentando diferengas apenas em seu arranjo

tridimensional (CHHABRA et al., 2019).

Figura 4 — Cristais do acido tartarico separados por Pasteur

HOOC OH HO COOH
H””H““H H""H""H
HO COOH HOOC OH
9: (+)-acido tartarico 10: (-)-acido tartarico

cristais

Fonte: modificado de Tobe (2003).

Os estereoisomeros podem ser divididos entre enantidmeros e diastereoisdmeros. Os
enantiomeros apresentam uma relacdo onde uma das moléculas ¢ a imagem especular da
outra, apresentando as mesmas propriedades fisicas tais como temperatura de fusdo,
temperatura de ebuli¢do, pKa, solubilidade, entre outros (CHHABRA et al., 2019). No entanto,
os diastereoisomeros sao aqueles estereoisdmeros que ndo apresentam relacdo de objeto e
imagem especular, ocorrendo apenas para espécies que contém mais de um carbono
assimétrico, gerando um fator de 2" estereoisdmeros, sendo n o nimero de carbonos
assimétricos na molécula (LIN et al., 2011). Diferente dos enantidmeros, os diastereoisomeros
apresentam diferencas significativas em suas propriedades fisicas (SOLOMONS;
CRAIG, 2012). Na Figura 5 ¢ mostrado um esquema para ilustrar as relagcdes entre os

diferentes estercoisomeros da efedrina utilizado como vasoconstritor (BELZARENA, 2006).
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Os compostos 11, 12 e 13 apresentam dois carbonos assimétricos, o que possibilitam a

existéncia de até quatro estereoisomeros.

Figura 5 — Estereoisdmeros: enantidmeros e diastereoisdmeros
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TE = 35-40 °C TE = 35-40 °C TE =119 °C
Enantiémeros
Diastereoisbmeros

Fonte: o autor.

Mesmo com as mesmas propriedades fisicas, enantiomeros podem apresentar
comportamentos  diferentes em relagdo a interagdo com sistemas biologicos
(CHHABRA et al., 2019), isso fica claro quando comparamos o comportamento de moléculas
como o limoneno (14 e 15) e a carvona (16 e 17) em suas diferentes configuracdes (Figura 6),
que sdo distinguidas através do olfato humano (PATOCKA; DVORK, 2004). De forma
semelhante, os diastereoisdmeros do aspartame apresentam respostas sensoriais diferentes ao
paladar, enquanto o (S,S)-aspartame (18) apresenta um sabor doce, seu diastereoisdmero

(S,R)-aspartame (19) tem um sabor amargo desagradavel (Figura 7) (BOUAYAD-GERVALIS;
LUBELL, 2013).

Figura 6 — As diferengas estereoquimicas ¢ as respostas através da sensibilidade olfativa

14: (R)-limoneno 15: (S)-limoneno

16: (R)-carvona 17: (S)-carvona

Fonte: o autor.
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Figura 7 — Diastereoisdmeros do aspartame
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Fonte: o autor.

O corpo humano ¢ repleto de componentes estercoespecificos que interagem com
substratos quirais de maneira estereoseletiva proporcionando respostas ao organismo de
acordo com estas interagdes (SEKHON, 2013). Essa sensibilidade as diferengas quimicas ¢
que permite o reconhecimento dos diferentes aromas proporcionados pelos diferentes
enantiomeros do limoneno e de carvona (BARREIRO, 1997). Sabe-se que com a mudanca da
configura¢do absoluta dos centros estereogénicos ha a mudanca no arranjo molecular, o que
pode ser melhor visualizado pelo modelo de Beckett que mostra como essas alteragdes
influenciam na interacdo do substrato com o sistema biologico. Através desse modelo ¢
possivel observar que a molécula da (S)-adrenalina (20) interage em trés pontos com o
biorreceptor. Assim, qualquer mudanc¢a na configuragdo absoluta do carbono assimétrico,
como ¢ o caso da (R)-adrenalina (21), impede que as ligacdes sejam complementares ao seu

receptor (Figura 8) (BECKETT, 1959).

Figura 8 — Modelo de Beckett para os estereoisomeros da adrenalina

20: (S)-adrenalina HO 21: (R)-adrenalina

HO
| |
CH CH
HO < HO N
E ~H S ®>H
H OH HO H
- m interagéo l Sitio aniénico © — m interagéo % Sitio aniénico
Lig. de hidrogénio Lig. de hidrogénio

Fonte: modificado de Beckett (1959).
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As diferencas na estereoquimica ndo se atém apenas aos aromas ou sabores, ela possui
amplo espaco no desenvolvimento de farmacos. Em 1986 Ariens escreveu que a
estereoquimica era uma fonte de problemas para a quimica medicinal (RAPPOSELLI, 2011)
entretanto, a quiralidade das moléculas passou a ser um importante aspecto a ser considerado
no estudo e desenvolvimento de fairmacos (ISLAM et al., 1997).

Os estereoisomeros podem apresentar diferencas nas fases farmacocinética (absorcao,
distribuicao, metabolismo e eliminagdo - ADME) e farmacodinamica (interagdo com sistemas
biologicos) (CHHABRA et al., 2019). Um exemplo de diferenga farmacocinética, esta
relacionado a biodisponibilidade do verapamil, medicamento utilizado como anti-
hipertensivo, em que o (R)-verapamil (22) ¢ absorvido quase duas vezes mais rapido pelo
metabolismo de primeira passagem no figado, que o (S)-enantiomero (23) (SEKHON, 2013).
No entanto, este farmaco ¢ vendido na forma de racemato, mesmo sabendo que a poténcia do
(S)-verapamil ¢é cerca de 20 vezes superior ao (R)-verapamil (Figura 9)

(NGUYEN et al., 2006).

Figura 9 — Estereoisomeros do farmaco verapamil
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Fonte: o autor.

O labetalol ¢ um farmaco anti-hipertensivo, que tém dois centros estereogénicos, e,
portanto, quatro estereoisdmeros diferentes. Destes, o (R,R)-labetalol (24) e o (S,R)-labetalol

(25) sao P e o bloqueadores, respectivamente, enquanto que (S,5)-labetalol (26) e o
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(R,S)-labetalol (27) sdo inativos, vale salientar que mesmo com essas diferencas o farmaco ¢é

vendido como uma mistura dos quatro estereoisomeros (Figura 10) (LIMA, 1997).

Figura 10 — Estereoisomeros do labetalol
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Fonte: o autor.

Dentre os farmacos que sdo comercializados em misturas racémicas, aquelas
moléculas responsaveis pela maior atividade biologica ou pela atividade desejada sdo
chamados de eutomeros (enantidmero terapeuticamente util de um farmaco, que apresenta
maior afinidade e poténcia pelos receptores-alvo), e aquelas moléculas responsaveis pela
atividade bioldgica indesejada sdo chamados de distomeros (enantidmero de menor, ou
nenhuma afinidade pelo biorreceptor) (SEKHON, 2013; BARREIRO, 2015).

De acordo com Lima (1997), Nguyen e colaboradores (2006) e Sekhon (2013) as

misturas racémicas podem ser divididas da seguinte forma:

12.1 RACEMATO: EUTOMERO E DISTOMERO

O propranolol ¢ um exemplo de B-bloqueador, utilizado para controle da pressao, em
que o (S8)-(—)-propranolol (28) (eutomero) ¢ cerca de 100 vezes mais potente que o

(R)-(+)-propranolol (distomero) (29) (Figura 11) (BORTOLOTTO; COLOMBO, 2009).
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Figura 11 — Estereoisomeros do propranolol

Sasaalcassa

28: (S)-(-)-propranolol R)-(+)-propranolol

Fonte: O autor.

Os estereoisomeros do captopril, farmaco utilizado para o controle da pressao,
representam um exemplo interessante, onde o captopril (30) é um potente inibidor da enzima
conversora de angiostesina (ECA), enquanto que o diastereoisdmero epi-captopril (31)

apresenta menor potencial de inibi¢do da ECA (Figura 12) (NGUYEN et al., 2006;
BARREIRO; FRAGA, 2015).

Figura 12 — DiastereoisdOmeros do captopril
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Fonte: O autor.

No entanto, dentro de algumas misturas racémicas, um dos estereoisomeros pode

apresentar efeito farmacologico, enquanto o distdmero pode apresentar efeito adverso

(Tabela 1) (SEKHON, 2013).

Tabela 1 — Relagdo entre eutomero, distdmero e a resposta biologica.

Farmaco Eutémero R.eSPO.Sta Distémero Efeitos
biologica adversos
. ® (8)-(+)-Cetamina Anestésico e Y . Alucinagdo e
Cetamina (32) analgésico (R)-(-)-Cetamina (33) agitacao
Penicilamina  (S)-Penicilamina (34) Antiartritico (R)-Penicilamina (35) E’)?ir:?amente

Etambutol (S,S)-Etambutol (36) Tuberculostatico  (R,R)-Etambutol (37) Causa cegueira

Sedativo e
Talidomida (R)-Talidomida (38) efetivo contra (S)-Talidomida (39)  Teratogénico
enjoos matinais

Fonte: Sekhon, 2013.
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Figura 13 — Racematos dos farmacos mostrados na Tabela 1
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Fonte: o autor.

Merece destaque a tragédia que envolveu a talidomida (38/39). Nos anos 1950 foi
tratada como um farmaco magico, com caracteristicas sedativa e hipnotica. Em 1956, teve seu
langamento no mercado farmacéutico sendo vendida como antigripal, logo depois a foi
langada como medicamento sedativo, o Contergran®, este medicamento veio junto de grandes
estratégias publicitarias trazendo a ideia de que o firmaco em questdo era seguro (Figura 14)
(MORO; INVERNIZZI, 2017). Além destas caracteristicas, a talidomida apresentava um
grande atrativo para as gestantes, que era a capacidade de diminuir drasticamente o enjoo
matinal. No entanto, o uso desse medicamento causou a ma formacao fetal de 10 a 15 mil
criangas, sendo que destas cerca de 40% morreram no primeiro ano de vida (VIANNA et al.,
2014).

Com sua fabricaga@o proibida logo no inicio da década de 60 a talidomida mostrou ser
um tragico exemplo da importancia e necessidade de se estudar os fArmacos quirais em maior
profundidade, sendo o marco para o aumento da rigidez pelos 6rgaos regulamentatorios dos

farmacos quirais (MORO; INVERNIZZI, 2017).
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Figura 14 — Propaganda alema do medicamento Contergan®
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Fonte: Clemens Kirchner, 2017.

Nota: Traducdo do texto: A) A sorte: Felizmente, um mensageiro perdeu uma caixa cheia de pilulas
muito eficazes para dormir: se tratava da talidomida como nfo era toxica ndo precisou alarmar a
policia ou o radio. B) Mais sorte: mas o mais sortudo foi aquele que encontrou, ele vai descansar e
dormir bem a noite. Se, no entanto, ele acordar com a consciéncia pesada perceberd, que esta apenas

dormindo. C) E com Contergan, nao ha desespero.

E possivel observar ainda o exemplo da indacrinona em que a (S)-(+)-indacrinona
(40), que € o eutomero, apresenta efeito diurético, mas que também promove a retengdo de
acido urico, enquanto que o distomero levogiro (41), reduz o nivel de acido urico (Figura 15)

(THALL, 1996).

Figura 15 — Enantiémeros da indacrinona
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Fonte: o autor.
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1.2.2 RACEMATOS CUJOS ESTEREOISOMEROS APRESENTAM A MESMA
RESPOSTA BIOLOGICA

Dois exemplos de medicamentos vendidos na forma de racemato onde os
estereoisdmeros possuem bioequivaléncia sdo o propafenona (42 ¢ 43) (antiarritmico) e

fluoxetina (44 e 45) (antidepressivo) (Figura 16) (SEKHON, 2013).

Figura 16 — Estruturas dos enantidmeros da propafenona e fluoxetina
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Fonte: o autor.
1.2.3 RACEMATOS CUJOS ESTEREOISOMEROS ATUAM EM ALVOS DIFERENTES

Algumas misturas racémicas podem apresentar estereoisdomeros que atuam em alvos
completamente diferentes no organismo, como o tetramisol, em que os enantidmeros sao
vendidos purificados com os nomes Dexamisol® (46) e Levamisol® (47), observe que os
prefixos sdao relativos a rotacdo especifica apresentada pelas espécies (Figura 17)
(WOLFORD et al., 2012). Cada um desses farmacos era vendido com um fim especifico a

espécie levogira de configuracao absoluta S era vendida para fins anti-helminticos, enquanto a
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espécie dextrogira de configuracdo absoluta R possuia comprovada atividade quando usada

como antidepressivo (LIMA, 1997; SEKHON, 2013).

Figura 17 — Enantiémeros do tetramisol
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Fonte: o autor.
1.24 RACEMATOS EM QUE OS ESTEREOISOMEROS SE INTERCONVERTEM

O processo de interconversao ¢ uma caracteristica das moléculas quirais que permite a
conversdao de um estereoisdmero no outro (inversdo da configuracdo). Dependendo das
condi¢des, pode ocorrer de forma unidirecional onde apenas uma espécie se converte na outra
ou bidirecional onde a interconversdo ¢ ndo seletiva e pode ocorrer para ambas espécies

estereoisoméricas (LIMA, 1997).

1.2.4.1 Unidirecional

O ibuprofeno ¢ um exemplo de fArmaco que apresenta interconversao unidirecional, e
que t€m poténcia diferente entre os estereoisomeros, sendo que o (S)-ibuprofeno (eutdmero)
(48), ¢ cerca de 100 vezes mais potente que o (R)-ibuprofeno (distomero) (49) (NGUYEN et
al., 2006). No entanto, mesmo com tamanha diferenca no organismo humano, ¢ inviavel a
sintese estereoseletiva ou mesmo a separacdo dos enantidmeros uma vez que existem enzimas
hepéticas no organismo humano capazes de interconverter o distdmero (R) no eutomero (S),
no entanto, o inverso ndo ocorre (Figura 18) (MARZO; HEFTMANN, 2002). Assim, ¢

possivel justificar a venda desses medicamentos como uma mistura racémica (LIMA, 1997).
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Figura 18 — Interconversdo unidirecional dos estereoisomeros do ibuprofeno
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Fonte: Lima (1997).

1.2.4.2 Bidirecional

A talidomida além de ser antiemético apresenta um carater imunomodulador, anti-
inflamatorio e anti-angiogénico, sendo muito efetiva em ensaios contra doengas autoimunes
como o lipus, ou contra artrites reumatoides e também contra alguns tipos de cancer (HUY
etal., 1997). Estes dados despertaram novamente o interesse para a redescoberta da
talidomida, assim os estereoisdmeros foram separados e submetidos a estudados para verificar
a relagdo entre as respostas adversas e cada um dos estereoisomeros (ROBIN et al., 1995). No
entanto, foi observado que mesmo os isdmeros isolados mostravam uma interconversao
bidirecional ou também denominada racemizagdo, o que torna esse farmaco inadequado para

o uso em gestantes (NGUYEN et al., 2006).

1.2.5 REGULAMENTACAO DOS FARMACOS QUIRAIS

Até meados da década de 90 ndo existia regulamentacdo clara sobre os farmacos
vendidos como racematos. No entanto foi em 1986 que um oficial do Food and Drug
Administration (FDA) coloca como critério para a liberacdo de quaisquer farmacos o
conhecimento do comportamento dos estereoisomeros de forma isolada (AGRANAT et al.,
2012). Essa limitacdo causou uma queda consideravel na venda daqueles farmacos
comercializados como misturas racémicas (Figura 19). No entanto, mesmo com as
regulamentagdes sobre os farmacos quirais, estes sdo responsaveis por cerca de 50% do

mercado farmacéutico (NGUYEN et al., 2006).
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Figura 19 — Farmacos aprovados pelo FDA entre os anos de 1992-2008
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Fonte: Lin et al. (2011).

Dados mais recentes que relacionam a liberacdo de farmacos na forma racémica,
estereoisdmero puro e aquirais, mostram uma tendéncia de queda dos medicamentos na forma

de racematos e o crescente espectro mercadoldgico que os enantiomeros puros t€ém alcancado

(Figura 20) (AGRANAT et al., 2012).

Figura 20 — Porcentagem de farmacos liberados mundialmente entre os anos de 2001-2010
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Fonte: Agranat et al. (2012).

1.3 DOENCA DE ALZHEIMER E OS INIBIDORES DA ACETILCOLINESTERASE

Com o aumento da expectativa de vida, doencas que atingem o SNC também tém

aumentado e uma delas ¢ a doenga de Alzheimer (DA). Segundo dados estatisticos a DA deve
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atingir cerca de 114 milhdes de pessoas até 2050 (PARK, 2010). De acordo com
levantamento feito por Nichols (2018), o Brasil ¢ um dos paises mais afetados pela DA
(Figura 21). O estudo relata ainda que nos tltimos 30 anos a incidéncia de casos de deméncia

mundial praticamente dobrou.

Figura 21 — Disposicao geografica da doenga de Alzheimer
ST T T

~g gy T
N

i f”

=
et £y
i

NG

Vo,
s

Incidéncia da doenga de Alzheimer (por 100 000)

B 300t0 <400 [ 800te <900
[ 400t0 <500 [ 900to <1000
O 500to <600 B 1000 to <1100
1 600to <700 M 1100 to <1200
[ 700to <800

Fonte: Nichols (2018).

A DA ¢ uma doenga neurodegenerativa, que tem como sintomas a perda de memoria,
a dificuldade na coordenagdo motora além de afetar as fung¢des cognitivas e emocionais
(DANUELLO et al., 2012), acometendo principalmente pessoas com idade superior aos 65
anos (ADAMS et al., 2007). Em 2010, foi registrado que a DA havia afetado cerca de 36
milhdes de pessoas (DALL’ACQUA, 2013).

A DA ¢é uma doenca multifatorial cuja causa ainda permanece em estudo, no entanto a
hipotese colinérgica ainda ¢ a melhor alternativa de tratamento paliativo, sendo nessa regiao
que os farmacos atuais atuam. Segundo esse modelo, os pacientes apresentam baixa
concentragdo de acetilcolina (ACh) no cortex (ADSERSEN et al, 2007), um
neurotransmissor que atua nas fendas sinapticas como mensageiro quimico (ARAUJO et al.,
2016). O déficit desse neurotransmissor estd associado ao cardter regulador da
acetilcolinesterase (AChE), que atua como catalisador na hidrolise da acetilcolina em colina e

acido acético (Figura 22) (DALL’ACQUA, 2013).
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Figura 22 — Hidrdlise da acetilcolina catalisada pela acetilcolinesterase
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Fonte: Aragjo et al. (2016)

Os inibidores da acetilcolinesterase (IAChE) promovem o aumento do tempo de meia
vida da ACh nas fendas sindpticas, o que causa um incremento na transmissiao colinérgica
(Figura 23). Essa ¢ uma estratégia utilizada para o tratamento sintomatico da DA, que permite
diminuir a velocidade de avanco da doenca (VIEGAS JUNIOR et al., 2004; DANUELLO et
al., 2012; ADAMS et al., 2007).

Figura 23 — Representacao esquematica do comportamento da ACh com e sem inibicdo da AChE
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Fonte: Aragjo et al. (2016).
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1.3.1 ALCALOIDES INIBIDORES DA AChE

Sabe-se que um dos pontos de interagdo da ACh a AChE ¢ o nitrogénio quaternario.
Essa informagdo desperta o interesse para a avaliacdo dos alcaloides, como a fisostigmina
(49), a galantamina (50) (Razadyne®) e a huperzina A (51) (Figura 24), que também sdo
espécies nitrogenadas, como possiveis IAChE (KONRATH etal., 2013). Além destes,
compostos sintéticos ou semissintéticos com a rivastigmina (52) (Exelon®) a tacrina
(53) (Cognex®), e o donepezil (54) (Aricept™), também foram extensivamente estudados
visando o desenvolvimento de medicamentos para o tratamento da DA (DANUELLO et al.,

2012; MEHTA et al., 2011; ADAMS et al., 2007).

Figura 24 — Agentes terapéuticos utilizados no tratamento da doenca de Alzheimer
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Fonte: o autor.

1.3.1.1 Fisostigmina

A (—)-fisostigmina (49), isolada das sementes do Physostigma venenosum, teve sua
atividade anticolinesterasica descoberta sessenta e trés anos apds seu isolamento por Loewi e
Navratil (1926), sendo o primeiro alcaloide investigado como potencial farmaco para o
tratamento dos sintomas da DA (TRIGGLE et al., 1998). Embora apresente importantes
caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas, seu desenvolvimento como
medicamento foi interrompido por apresentar efeitos adversos como néausea, dor de cabeca,

diarreia e tontura (DALL’ACQUA, 2013; MEHTA et al., 2011).



37

Estudos sintéticos chegaram ao enantiomero de 49, a (+)-fisostigmina (55), nao
havendo relatos deste composto em P. venenosum. Ao avaliar a acdo dos enantiomeros como
inibidores da AChE foi observado que (—)-49 (ICso 4,0 nM) ¢ aproximadamente 1000 vezes
mais potente que seu enantidmero (+)-55 (ICso 0,5 uM) (Figura 25) (TRIGGLE et al., 1998).

Figura 25 — Enantiomeros da fisiostigmina
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Fonte: o autor.

1.3.1.2 Galantamina

A galantamina (50) (Razadyne®) ¢ um alcaloide de origem natural isolado das flores
de Galanthus nivalis (Figura 12). Esse metabolito foi isolado por pesquisadores da Unido
Soviética na década de 50, sendo aplicado inicialmente como anestésico e relaxante muscular
(TEWARI et al., 2018). Mais tarde (1957) foi relatado como IAChE por Mashkovsky e
Kruglikova-Lvova (LEI et al., 2018). Aprovada pela FDA em 2001, a galantamina ¢ um dos
farmacos utilizados atualmente para o tratamento da DA (MEHTA et al., 2011), sendo
inclusive utilizada como controle positivo em muitos ensaios para estudos de avaliacdo e
triagem de novos compostos IAChE (FREITAS et al., 2018).

Em 1990, um estudo foi publicado com o intuito de investigar quais seriam as
diferencas farmacoldgicas entre 50 e seu diastereoisomero, a epigalantamina (56), um produto
obtido por sintese (MARCO; CARREIRAS, 2006), enquanto IAChE. Foi observado que 50
(ECs0 0,36 uM) ¢ cerca de 130 vezes mais potente que 56 (ECso 45,70 uM), o que mostra a
estereoespecificidade enzimética da AChE E possivel observar que estes alcaloides sdo
epimeros no C-6 (anel C), e uma vez que a poténcia como IAChE caiu consideravelmente em
funcdo da alteragao deste centro estereogénico, € possivel inferir que esta regido faz parte do

grupo farmacoforico de 50 (THOMSEN et al., 1990) (Figura 13).
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Figura 26 — Diastereoisomero da galantamina
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1.3.1.3 Huperzina A

Huperzina A (HupA) (51) ¢ um alcaloide quinolizidinico isolado de Huperzia serrata,
erva ja utilizada na medicina tradi¢cdo chinesa para o tratamento de perdas de memoria
(MEHTA et al., 2011). Mesmo apresentando caracteristicas farmacocinéticas importantes
como a capacidade de traspassar a barreira hematoencefalica e alcancar o SNC, prolongado
tempo de meia vida, além de apresentar inibi¢do seletiva da AChE de forma reversivel a
HupA nao passou da fase de testes clinicos por causar nduseas e distensdo abdominal (HAO et
al., 2009; KONRATH et al., 2013; KOZIKOWSKI; TUCKMANTEL, 1999).

Segundo Liu e colaboradores 1986, a HupA apresenta rotagcdao especifica de —150,4°
(MeOH). Sua forma dextrogira foi obtida por sintese, ¢ ambos os estereoisomeros foram
submetidos ao ensaio para avaliar o potencial de inibicdo da AChE, sendo verificado que a
(-)-51 (ICso 65+4nM) ¢ 38 vezes mais potente que o enantidmero (+)-57 (ICso
3153 + 83 nM) (Figura 27) (ZHANG et al., 2002).

Figura 27 — Huperzina A isolada de Huperzia serrata
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1.3.1.4 Rivastigmina

Aprovada nos anos 2000, a rivastigmina (52) (Exelon®) é um derivado sintético da
fisostigmina e se encontra hoje sendo vendida em mais de trinta paises para o tratamento dos
sintomas da DA leve e moderada (KUMAR, 2006; MEHTA et al., 2011; SUGIMOTO et al.,
2000). A rivastigmina apresenta em sua estrutura um centro estereogénico, conferindo
quiralidade a molécula (Figura 28). Diferente do donepezil, que ¢ vendido como mistura
racémica, este farmaco ¢ vendido na forma enantiomericamente pura, uma vez que (S)-(-)-52
¢ mais potente que seu enantiomero (R)-(+)-58 (SRINIVASU et al., 2005). Mesmo sendo um
medicamento bastante difundido, em 2007 sofreu uma mudanga na forma de aplicacdo

visando a diminui¢ao dos efeitos adversos, passando de oral a dérmica (MEHTA et al., 2011).

Figura 28 — Enantiémeros da rivastigmina
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Fonte: O autor.
1.3.1.5 Tacrina

Descoberta durante a segunda guerra mundial, enquanto se pesquisavam antissépticos
intravenosos por Adrian Albert, a tacrina (53) também possuia a capacidade de traspassar a
barreira hematoencefélica e alcangar o SNC com facilidade onde ¢ capaz de inibir a agdo da
AChE (TUMIATTI et al., 2010). Em 1993, a tacrina (Cognex®) foi aprovada pelo FDA para o
tratamento de paciente com DA. No entanto, foram relatados efeitos colaterais como nausea,

tontura, diarreia, convulsdes e sincope, devido ao uso continuo, indicado devido ao curto
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tempo de meia vida no organismo, o que acabou levando a sua retirada do mercado

farmacéutico (MEHTA et al., 2011).
1.3.1.6 Donepezil

Em 1996, o FDA aprovou o uso do donepezil (54) (Aricept™) como fonte terapéutica
no tratamento da DA. Os efeitos colaterais observados em pacientes que fizeram o uso desse
medicamento foram bastante reduzidos, além de apresentar um maior tempo de meia vida, o
que acarreta em um numero de doses diarias menor (MEHTA et al., 2011; RADWAN et al.,
2006).

O donepezil ¢ um farmaco vendido na forma de racemato, entretanto, estudos
cromatograficos foram realizados com o intuito de separar os enantidmeros e avalid-los
separadamente (MATSUI et al., 1998; RADWAN et al., 2006). Foi observado que o (-)-(R)-
donepezil (54) tem maior tempo de meia vida (27,2 h) que seu enantiomero (+)-(S)-donepezil
(59) (16,8 h) (RADWAN et al., 2006). Também foi observado maior concentracdo de 59 no
plasma sanguineo em comparacgao ao seu enantiomero 54 (MATSUI et al., 1998). Estes dados

mostram que as propriedades farmacocinéticas de 54 sdo melhores que as de 59.

Figura 29 — Enantiémeros do donepezil
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Fonte: O autor.

O estudo das moléculas quirais enquanto potenciais farmacos ¢ imprescindivel, ndo ha
como ignorar os efeitos que os diferentes estereoisdmeros de um mesmo composto podem
causar tanto do ponto de vista farmacocinético quanto farmacodinamico. Aliado a isso estdo
os alcaloides piperidinicos presentes em S. spectabilis, com as diferentes atividades biologicas
j4 comprovadas, além de sua diversidade estereoquimica ja relatada por diferentes autores,

mas que ainda ndo apresenta um consenso na literatura. Estes dados nos estimularam para o
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desenvolvimento de um trabalho de separacdo dos homdlogos, assim como o isolamento de
novos diastereoisdmeros utilizando metodologias de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), para que pudéssemos avaliar estes compostos separadamente nos ensaios de inibi¢ao
da AChE, que ¢ um alvo importante para o tratamento de doengas que afetam o SNC, e assim

estabelecer uma relagdo entre as estruturas quimicas quirais e a atividade biolédgica.
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2. OBJETIVOS

Isolar os alcaloides homologos e quirais presentes no extrato etanolico das flores de

Senna spectabilis e avaliar a atividade anticolinesterasica.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extragdo liquido-liquido do extrato etanolico das flores de Senna spectabilis;

e Estudo quimico da fragdo CH2Cl2 visando o isolamento dos metabolitos majoritarios
(—)-cassina, (—)-espectalina e novos alcaloides homologos quirais;

e Preparacio de derivados acetilados utilizando como precursores os alcaloides
6-iso-cassina e 6-iso-espectalina;

e Avaliacdo da atividade anticolinesterasica do extrato etanolico, das fragdes, compostos

isolados e preparados por semissintese.
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3. MATERIAIS

3.1 SOLVENTES

e Metanol (MeOH): Synth P.A. ACS

e Metanol (MeOH): Sigma-Aldrich HPLC

e Hexano: Vetec P.A.

e Cloreto de metileno (CH2Cl,): Vetec P.A. ACS

e Hidréxido de amdnio (NH4OH): Synth P.A. ACS

e Acido acético glacial (CH;COOH): Synth P.A. ACS

3.2 REAGENTES

e Acido cloridrico 37%
e Acido sulftrico 98%
e Carbonato de sodio decahidratado

e C(Cloreto de acetila 99%
e Acido hexacloroplatinico IV: Vetec P.A.
e Jodeto de potassio: Vetec P.A.

3.3 CROMATOGRAFIA

3.3.1 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Os experimentos de cromatografia em camada delgada comparativa (CCD) foram
realizados utilizando placas comerciais de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia
(UV2s4) 0,20 mm de espessura (Macherey-Nagel). As placas foram reveladas por inspe¢dao em
camara de UV (254 ou 365 nm) ou nebulizadas com reveladores especificos para alcaloides

(iodocloroplatinato ou Dragendorft).
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3.3.2 PREPARO DO REVELADOR IODOCLOROPLATINATO (ICLPT)

Solucdo A: Solugdo aquosa a 5% (m/m), de &cido hexacloroplatinico (IV)
(H2(PtClg).6H20).

Solugao B: Solucdo aquosa a 10% (m/m), de iodeto de potassio (KI).

Solugao spray: Mistura da solucao A com a solugdao B e H>O (1:9:10).

3.3.3 PREPARO DO REVELADOR DRAGENDORFF

Solugdo A: 0,85 g de nitrato de bismuto (Bi(NO3)3) em solucdo de 10,0 mL de acido
acético glacial (CH3CO2H) e 40,0 mL de 4gua, sob aquecimento.

Solugdo B: 8,0 g de iodeto de potassio (KI) em 30,0 mL de agua de destilada.

Solucdo estoque: Mistura da solug@o A e solugdo B (1:1).

Reagente: Solucdo estoque, acido acético e dgua (1:2:10).

3.3.4 CROMATOGRAFIA EM COLUNA (CC)

Para as separagdes por cromatografia em coluna (CC) aberta foram utilizadas as

seguintes fases estaciondrias (FE):

e Silica gel (SiO2) para cromatografia (63—200 pum, didmetro de poro 60 A) Sigma
Aldrich;

e Silica gel (SiO2) para cromatografia flash (40—63 pum, didmetro de poro 60 A) Sigma
Aldrich;

e (18 silica gel, premium grade (40—-63 um, 230-400 mesh, didmetro de poro 60 A)

Sorbent Technologies.

3.3.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Para as analises de cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE), foi utilizado um
cromatdgrafo do laboratorio do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia

(IQ-UFU), campus Santa Monica:
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Cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu®

, modelo LC—6AD, composto
pelos seguintes modulos: bombas LC—-6AD, degaseificador DGU—-20Asr, forno
CTO-20A, coletor de fragdes FRC—10A, auto injetor SIL-10AF e detectores de
arranjo de diodo (DAD) SPD-M20A e evaporativo por espelhamento de luz (ELSD —

evaporative light scattering detector) LT 11, controlados pelo software LC Solutions.

Para o desenvolvimento dos métodos de separacao foram utilizadas as colunas:

3.3.6

Coluna analitica Phenomenex® (250,0 x 4,6 mm, 5 pm) protegida pela respectiva pré-
coluna. Como fase movel (FM), foi utilizado um gradiente (30 min.), 5-100% de
MeOH-H>O acidificada com acido acético (0,1%), e em seguida foi mantido 100% de
MeOH (5 min.). O fluxo utilizado foi de 1,0 mL/min e o volume injetado foi de 50 uLL
(C = 1,0 mg/mL, utilizando MeOH como solvente). As amostras foram previamente

filtradas em membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) 0,45 um.

Coluna semipreparativa Phenomenex® Luna C18 (250,0 x 10,0 mm, 10 pm). Como
fase movel (FM), foi utilizado um gradiente (30 min.), 5-100% de MeOH-H-O
acidificada com dacido acético (0,1%), e em seguida foi mantido 100% de MeOH
(5 min.). O fluxo utilizado foi de 2,0 mL/min e o volume injetado foi de 50 pL
(C =100,0 mg/mL, utilizando MeOH como solvente). As amostras foram previamente

filtradas em membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) 0,45 um.

CROMATOGRAFIA A GAS ACOPLADO A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
(CG-EM)

Cromatdgrafo a géas acoplado a espectrometro de massas Shimadzu QP2010, com

potencial de ionizacao de 70 eV, com as seguintes condi¢des: gas transportador hélio a fluxo

constante de 1,0 mL/min; coluna SPB-5 (30,0 m x 0,25 mm d.i.) capilar de silica fundida

com 5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano como fase estacionaria; temperatura do injetor

ajustada a 220 °C, com uma propor¢do de divisdo de 1:20; temperatura do forno inicialmente

mantida a 60 °C e depois aumentada a uma velocidade de 6 °C/min a 280 °C, mantida durante

24 min; tempo de execucdao 60 min. O intervalo de massa analisado foi de 40—650 u
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As andlises espectroscopicas e espectrométricas foram realizadas utilizando os

seguintes equipamentos:

e Espectrometro de massas de alta resolu¢io QTOF, marca Agilent®, modelo 6520B,

com fonte de ionizagdo por electrospray no Laboratorio de Nanobiotecnologia da

Universidade Federal de Uberlandia (IGB—UFU). As amostras foram solubilizadas em

metanol/agua (4:1) e introduzidas utilizando seringa (100,0 uL), adaptada a uma

bomba de infusdo direta com fluxo de 200,0 uL/h. A ionizagdo foi realizada com gas

nebulizante a 58 psi, o gas secante aquecido a 200 °C com fluxo de 8,0 mL/min e no

capilar foi aplicado 4,5 KV. Os dados foram adquiridos no modo positivo.

As massas acuradas observadas nos EMs em alta resolu¢do foram comparadas com

aquelas obtidas do programa ChemDraw Ultra 12.0 (massas exatas). A partir destes dados

foram calculados os erros em ppm, utilizando a equacao abaixo:

massa acurada — massa exata P
Erroppm) = x 10
massa exata

3.5 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

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

alguns equipamentos basicos (Tabela 2).

Tabela 2 — Equipamentos disponiveis para realizacdo desse trabalho.

Equipamento Marca Modelo
Balanca analitica Shimadzu AUW220D
Rotaevaporador Ika RV 10
Liofilizador Terroni LS300
Linha de secagem de amostras a pressao reduzida Bomba Edwards RVS5

Fonte: o autor.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 PREPARO DO MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DO EXTRATO

O extrato etandlico das flores de Senna spectabilis (EEF1-Ss) foi obtido a partir do
material vegetal (35,8 kg) coletado no terminal rodoviario de Araraquara em fevereiro de
2009, sendo que a exsicata (SP 384 109) foi depositada no Instituto de Botanica de Sao Paulo.
As flores foram secas (7,9 kg) em estufa com circulagdo de ar (35 °C) por cinco dias,
trituradas em moinho de facas e submetidas a extragdo por maceragdo com etanol PA (5 x 35
L), dividido em cinco garrafdes. Em seguida o solvente foi filtrado e destilado em evaporador
rotativo (banho 40 °C) para obten¢do do extrato etandlico, que foi monitorado por CCD para

verificar a presenca dos alcaloides. O processo de extragao foi repetido cinco vezes.

4.2 FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO DAS FLORES DE S. SPECTABILIS

O extrato etandlico (80,0 g) foi solubilizado em 400 mL de solucdo metanol/agua
(4:1), filtrado e em seguida submetido a extragdo liquido-liquido com hexano (5 X 250 mL) e
diclorometano (5 x 250 mL), sucessivamente (Figura 30). Os solventes foram removidos por
destilacdo em evaporador rotatorio sob pressao reduzida, utilizando banho de aquecimento a
40 °C. A fracdo hidrometanodlica além de submetida a destilacdo foi liofilizada para remogao
da dgua remanescente. As fragdes obtidas foram analisadas por CCD para verificar a presenga
dos alcaloides e avaliar a eficiéncia do procedimento. As placas foram reveladas com o

1odocloroplatinato (ICIPt).



Figura 30 — Extra¢do liquido-liquido do EEFI-Ss

EEFI-Ss
80,0 g

1. Solubilizar em MeOH:H,0 (4:1) 400 mL
2. Filtrar

Residuo
12,09

Fonte: o autor.

4.3 METODOLOGIA SINTETICA

Sol. hidrometandlica

hexano (5 x 200 mL)

F. hexano
139

Sol. hidrometandlica

CH,Cl, (5 x 200 mL)

F. CH,Cl,
8,59

4.3.1 PREPARACAO DO CLORIDRATO

F. hidrometandlica
478 g
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A primeira etapa da sintese consiste na preparacdo do cloridrato, gerado pelo

gotejamento de H2SO4 (20 mL) sobre HCl (20 mL) em temperatura ambiente, através do

aparato modificado de Kipp (Figura 31). Dessa forma foram preparados os cloridadratos da

mistura dos alcaloides 4 ¢ 5 (100 mg).

Fonte: o autor.

Figura 31 — Aparato de Kipp modificado
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432 SINTESE DOS DERIVADOS ACETILADOS

A mistura dos cloridratos dos alcaloides 4 e 5 (100 mg) foi submetida a rea¢do de
esterificagdo utilizando cloreto de acetila (0,12 mL) (Figura 32) (VIEGAS JUNIOR et al.,
2005b; PIVATTO, 2010). A reagdo foi mantida em agitacdo e refluxo em uma atmosfera
inerte (Figura 33) sendo monitoradas por CCD e CG-DIC, até que todo o material de partida

fosse convertido nos respectivos produtos.

Figura 32 — Preparag@o dos derivados acetilados dos alcaloides de 4 € 5
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Fonte: o autor.

Figura 33 — Sistema de refluxo utilizado na preparagao dos ésteres

Fonte: o autor.

Ao término da reacdo, foi adicionado uma solugdo aquosa de carbonato de sdédio
(5 x 30 mL), 0,07 mol L™! (pH 10), a mistura reacional, para neutralizar e retirar o excesso de
cloreto de acetila, e em seguida a solucdo foi submetida a extra¢dao liquido-liquido com
CHxCl (5 % 25,0 mL). Quando em contato com a agua o cloreto de acido reage para formar
acido carboxilico (acido acético). A solugcdo aquosa de carbonato de so6dio promove a
desprotonacao do acido formando acetato de sddio (sal) que possui maior afinidade pela fase

aquosa. Desta forma, ha formacao de 2 fases — fase orgénica (produtos da reagdo e material
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de partida) e aquosa (acetato de s6dio) — tornando factivel a separagdo das fases e assim
obtencdo da fracdo orgénica onde se encontram os produtos de interesse. A extracao liquido-
liquido foi realizada a temperatura ambiente para evitar a hidrolise basica dos ésteres
formados (SOLOMONS, 2009) o solvente contendo o produto de interesse foi destilado em
evaporador rotatorio em uma temperatura de 40°C. Os produtos da rea¢do (60 ¢ 61) foram

purificados por cromatografia em coluna.

4.4 ATIVIDADE BIOLOGICA

A avaliacdo do potencial de inibi¢do da acetilcolinesterase foi realizada em
colaboragdo com o professor Dr. Foued S. Espindola, do Instituto de Genética e Bioquimica
da UFU, sendo o procedimento desenvolvido pelo doutorando Allisson B. Justino.

O ensaio foi realizado segundo o método proposto por Ellman e colaboradores (1961).
As reagdes envolvidas no ensaio de avaliagdo da atividade anticolinesterasica ocorrem
inicialmente entre a acetilcolinesterase ou a butirilcolinesterase com o tioester (62), levando
ao intermediario denominado tiocolina (TCh) (63). Esse intermediario reage com 5,5-ditiobis-
(4cido 2-nitrobenzdico) (DTNB) (64) para gerar o 4cido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) (65) que
apresenta cor amarela (Figura 34) (DINGOVA et al., 2014). Para os experimentos, 25 pL de
solugdo aquosa de iodeto de acetiltiocolina ou iodeto de butiriltiocolina (3 mM), 125 pL de
DTNB (3 mM) em tampao C, 50 pL de tampao B e 25 pLL da amostra diluida em tampao A
foram adicionados a microplaca de 96 pocos, para dar concentragdes de iodeto de
acetiltiocolina ou iodeto de butirritofilina variando de 3,0 a 300 pg mL™! para o composto
puro e 30 a 2000 pg/mL para o extrato etandlico e a fragdo CH,Cl. A seguir, foram
adicionados 25 pL de solugdo de enzima (AChE ou BChE) de 0,2 U/mL e a absorbancia foi
imediatamente medida a 405 nm a cada 30 s, por 20 min (a temperatura foi mantida a 30 °C).
Qualquer aumento na absorbancia devido a hidrolise espontanea do substrato (ou aos
cromoforos presentes nas amostras) que pode ter ocorrido antes da leitura das absorbancias,
foi corrigido subtraindo-se a taxa de reacdo medida antes do inicio do experimento (isto &,
antes da leitura a cada 30 s por 20 min) a partir dos valores obtidos apds o inicio do
experimento. A porcentagem de inibicdo foi calculada em comparagdo com um branco
(MeOH a 10% em tampao A) e o controle positivo utilizado foi a galantamina, no mesmo
intervalo de concentracdo para compostos puros. Foram utilizados os seguintes tampdes:

tampao A: Tris-HCl 50 mM (pH 8); tampao B: Tris-HCl 50 mM (pH 8) contendo fragdo de
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albumina de soro bovino a 0,1%; tampao C: Tris-HCI 50 mM (pH 8) contendo NaCl 0,10 M e

MgCl.6H20 20 mM.

Figura 34 — Reacdes propostas para a geragdo de TNB
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Fonte: adaptado de Dingova et al. (2014).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO DE . SPECTABILIS
O extrato etanolico (80,0 g) obtido a partir das flores S. spectabilis, foi submetido a
extracdo liquido-liquido utilizando hexano e diclorometano, respectivamente (Figura 3)

(Tabela 3).

Tabela 3 — Massas obtidas da extragdo liquido-liquido do EEFI-Ss.

Fracao Massa (g) Rendimento (%)
Residuo 12,0 15,0
Hexano 1,3 1,6
CH2Ch 8,5 10,6
Hidrometanolica 47.8 59,8

Fonte: o autor.

5.2 ANALISE DO EXTRATO ETANOLICO (EEFL-SS) E DAS FRACOES DE S. SPECTABILIS

O extrato etanolico e as fragdes obtidas da extragdo liquido-liquido foram analisadas
por CCD utilizando como FE silica gel e como FM uma mistura de CH2Cl.:MeOH:NH4OH
(9:1:0,5). Foi necessario adicionar hidroxido de amdnio a fase movel para reduzir a retencao
dos alcaloides pelos grupos silanois (carater dcido), uma vez que o hidroxido de amodnio atua
como uma amina competidora (PIVATTO et al., 2014). As cromatoplacas foram reveladas
com ICIPt, reagente especifico para alcaloides (Figura 35). A partir da avaliagdo das placas,
foi possivel constatar, através de uma analise qualitativa, que a fragdo CH2Cl, apresentava a
maior concentragdo de alcaloides, o que foi observado pelas manchas de coloragdo marrom,
que sdo caracteristicas para estes metabolitros quando utilizado o revelador ICIPt (Figura 35).
Assim, essa fragdo foi submetida a cromatografia em coluna para purificagdo destes

compostos.
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Figura 35 — Cromatoplaca da prospecgao quimica (revelador ICIPt)

B E il
Nota: a) EEFI-Ss (1), residuo (2) e fracdo hidrometanolica (3), fracdes: b) CH.Cl, e ¢) hexano.
Condigoes: FE: silica, FM: CH,Cl,:MeOH:NH4OH (9:1:0,5) e revelador ICIPt.

Fonte: o autor.

5.3 ISOLAMENTO DOS ALCALOIDES DA FRACAO CH,CL,

A fra¢do diclorometano foi submetida a diferentes procedimentos cromatograficos

visando o isolamento dos alcaloides identificados previamente por CCD (Figura 36).

Figura 36 — Isolamento dos alcaloides 1-4 a partir da fragdo CH,Cl,

F. CH,Cl, (8,5 g)

Coluna RICOI
FE: silica gel (63-200 mm) (20,0 x 8,0 cm d.i.)
FM: gradiente CH,Cl,:CH30H:NH4OH (10:0:0,5)

RICO1-F 143 RIC01-F14.065 RIC01-Fe6.370
598,5 mg 7,03% 3,6 9 42,35% 3,7 943,53%
Coluna RIC02

FE: silica gel (cromatografia flash) (40-63 mm) (20,0 x 3,5 em d.i.)
FM: 1) Hexano:CH,Cl,:NH4OH (10:0:0,5) até 100% de CH,Cl,
Il) CH,Cly:MeOH:NH,4OH (9,0:1,0:0,5) até 100% de MeOH

RIC02-F .34 RIC02-F45.47
1,409 g 39,14% 173,0 mg 4,80%

CLAE semipreparativa C18

Utilizando 73 mg da mistura
(250,0 x 10,0 mm, 10 mm)

CLAE semipreparativa C18
(250,0 x 10,0 mm, 10 mm)

Alcaloide 1 Alcaloide 2 Alcaloide 3 Alcaloide 4
1,117 9 79,3% 80,0 mg 5,7% 14,0 mg 19,18% 4,0 mg 5,48%

Fonte: o autor.
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A fragdo CH2Cl> (8,5 g) foi submetida a cromatografia em coluna (CC) (445,0 g,
20,0 x 8,0 cm d.1.), utilizando como FE silica gel (63—200 pm) e eluicdo em modo gradiente,
utilizando como FM um sistema de solventes iniciando com CH>Cl.:MeOH:NH4OH
(10:0:0,5) até¢ 100% de MeOH. As fragdes coletadas (370) foram avaliadas por CCD e
reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores de Ry (Figura 33). Depois de reunidas,
as fracdes foram denominadas: RICO1-Fi-113 (598,5 mg), RICO1-Fi14-265 (3,6 g) e RICOI-
Fa66-370 (3,7 g) (Figura 37).

Figura 37 — Cromatoplaca das fragdes coletadas de RICO1

S O ————— | S
RICO1-F 1-113 RICO1-F 114265 RICO01-F266-370

Condigdes: FE: silica, FM: CH,Cl,:MeOH:NH4OH (9:1:0,5) e revelador ICIPt.

Fonte: o autor.

A fracdo RICO1-F;14-265 foi submetida a analise por CG-EM o que permitiu identificar
quatro compostos com diferentes tempos de retencao (zr): 1 (fr 32,0 min.), 2 (g 35,0 min.), 4
(tr 32,8 min.) e 5 (zr 35,7 min.) (Figura 38). A analise dos EM-IE permitiu observar que os
EMs de 1 e 4 (m/z 297) [M™], assim como de 2 € 5 (m/z 325) [M""] apresentavam os mesmos
ions moleculares. Também foi observado que o pico base (m/z 114) foi o mesmo para os
quatro compostos (Figuras 39, 40, 41 42), sugerindo que 1 e 4, assim como 2 e 5 sdo
estereoisomeros. Além disso, foi possivel observar que 1/4 e 2/5 sdo pares homdlogos, como

ja relatado anteriormente por Pivatto e colaboradores (2005).



Figura 38 — Cromatograma (CG-EM) da fragdo RICO1-F 14265 (1/2 € 4/5)
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Nota: CCD: FE silica, FM CH>Cl,/MeOH/NH4OH (9:1:0,25) e revelador ICIPt.

Fonte: o autor

Figura 39 - EM-IE de 1
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Fonte: o autor.
Figura 40 — EM-IE de 4
5.0e6j
] 114
4.0¢6
3.0¢6 -
: Ny ,
2.0e6 H 0
1.0e64 43 96
. 69 240
0,006 ll wk S10 138 10 207222 T 264 282206
1 1 1 5'() 1 1 1 I1(|)0 1 1 1 1 15|0I 1 1 I2(|)0 1 1 1 I25|0 1 1 1 I360

Fonte: o autor.



Figura 41 — EM-IE de 2
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Figura 42 — EM-IE de 5
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Fonte: o autor.
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Relatos na literatura descrevem alcaloides piperidinicos isolados de Senna spectabilis

com diferentes estereoquimicas, dentre eles os compostos 4 € 5 com a configuragdo absoluta
do C-6 invertida em relagdo aos alcaloides 1 ¢ 2 (CHRISTOFIDIS et al., 1977, VIEGAS
JUNIOR etal., 2004; SILVA etal.,2010; SILVA etal., 2011). A partir da andlise do

cromatograma (Figura 38), dos EMs e sabendo que os picos com R 32,0 ¢ 35,0 min. sdo

referentes aos alcaloides 1 e 2, respectivamente, e que na cromatoplaca coeluem no spot com

Ry 0,77, é possivel sugerir que o que difere os compostos 1 ¢ 2 de 4 e 5, respectivamente, sdo

aspectos estereoquimicos, o que justifica a similaridade dos EMs.

Com o intuito de isolar os compostos presentes na fracdo RIC01-Fi14-265 (3,6 g), ela foi

submetida a CC flash (95,0 g, 20,0 x 3,7 cm d.i.) utilizando como FE silica gel (40—63 um) e
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FM um gradiente iniciando com hexano:CH>Cl:NH4OH (10:0:0,5) at¢ 100% de CH:ClL,
seguido de CH2Cl:MeOH:NH4OH (9:1:0,5) até 100% de MeOH. As fragdes coletadas (70)
foram avaliadas por CCD e reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores de Ry
RICO02-F1 24 (54,0 mg), RIC02-F2s5 (23,0 mg), RIC02-F26 28 (128,5 mg), RIC02-F29 34 (1,4 g),
RIC02-F35-33 (717,4 mg), RIC02-F39 44 (474,2 mg), RIC02-F4547 (173,0 mg) e RIC02-F47-70
(216,6 mg) (Figura 43).

Figura 43 — Cromatoplaca das fracdes coletadas de RIC02

=== R:0,56 (1 € 2)
> R:0,42 (4 € 5)

Condigoes: FE: silica, FM: CH>Cl::NH4OH (9:1:0,5) e revelador ICIPt. P = padrao cassina (1).

Fonte: o autor.

A fragdo RIC02-Fz9-34 foi analisada por CLAE-ELSD (Figura 44), que permitiu
observar a mistura dos homologos 1 (fr 12,0 min.) e 2 (zr 16,5 min.). Como 2 ¢ ligeiramente
mais lipofilico que 1, devido as duas unidades de CH; adicionais na cadeia lateral em C-6,

apresentou tempo de retencdo maior quando analisado em coluna de fase reversa (C18).
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Figura 44 — Cromatograma (CLAE-ELSD) da fracdo RIC02-F29_34 em coluna analitica
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Condigdes: Coluna Phenomenex® C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm), gradiente (30 min), 35-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, ¢ em seguida foi mantido 100% de MeOH (5 min); C = 1,0 mg/mL,
Vini. = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector ELSD.

Fonte: o autor.

Em seguida a fragdo RIC02-F29-34 foi submetida a CLAE no modo semipreparativo, de
onde foi possivel separar os alcaloides 1 (1,117g, tr 12,1 min) e 2 (80 mg, fr 16,6 min).
Depois de isolados os metabolitos foram analisados em CLAE-ELSD no modo analitico para

avaliar a separacgdo (Figuras 45 e 46).

Figura 45 — Cromatograma (CLAE-ELSD) em coluna analitica e cromatoplaca do alcaloide 1
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Condigdes: Coluna Phenomenex® C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pum), gradiente (30 min), 35-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (5 min); C = 1,0 mg/mL,
Vinj. = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector ELSD. CCD: FE: silica, FM: CH,Cl,:NH4OH (9:1:0,5)
revelador ICIPt.

Fonte: o autor.
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Figura 46 — Cromatograma (CLAE-ELSD) em coluna analitica e cromatoplaca do alcaloide 2
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Condigdes: Coluna Phenomenex® C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm), gradiente (30 min), 35-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, ¢ em seguida foi mantido 100% de MeOH (5 min); C = 1,0 mg/mL,
Vinj. = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector ELSD. CCD: FE: silica, FM: CH,Cl,:NH4OH (9:1:0,5)
revelador ICIPt.

Fonte: O autor.

Da mesma forma, a fragdo RIC02-F45-47 foi analisada por CLAE-ELSD (Figura 47),
que permitiu observar a mistura dos homdélogos iso-cassina (4) (tr 13,9 min.) e iso-espectalina
(5) (tr 18,0 min.). Como 5 ¢ ligeiramente mais lipofilico que 4, devido as duas unidades
metilénicas na cadeia lateral em C-6, apresentou tempo de retencdo maior quando analisado

em coluna de fase reversa (C18).
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Figura 47 — Cromatograma (CLAE-ELSD) da fracdo RIC02-F4s_47 em coluna analitica
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Condigdes: Coluna Phenomenex® C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm), gradiente (30 min), 35-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (5 min); C = 1,0 mg/mL,
Vini. = 50,0 uL, fluxo: 1,0 mL/min e detector ELSD.

Fonte: o autor.

Em seguida a fragdo RIC02-F45-47 foi submetida a CLAE no modo semipreparativo, de
onde foi possivel isolar os compostos 4 (14 mg, fr 13,5 min) e 5 (4 mg, tr 17,1 min). Depois
de isolados os alcaloides foram analisados em CLAE-ELSD no modo analitico para avaliar a

separacao (Figuras 48 e 49).
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Figura 48 — Cromatograma (CLAE-ELSD) em coluna analitica e cromatoplaca do alcaloide 4
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Condig¢des: Coluna Phenomenex® C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm), gradiente (30 min), 35-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (5 min); C = 1,0 mg/mL,
Vini. = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector ELSD. CCD: FE: silica, FM: CH,Cl,:NH4OH (9:1:0,5)
revelador ICIPt.

Fonte: o autor.

Figura 49 — Cromatograma (CLAE-ELSD) em coluna analitica e cromatoplaca do alcaloide S
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Condigdes: Coluna Phenomenex® C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pum), gradiente (30 min), 35-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (5 min); C = 1,0 mg/mL,
Vinj. = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector ELSD. CCD: FE: silica, FM: CH,Cl,:NH4OH (9:1:0,5)
revelador ICIPt.

Fonte: o autor.
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5.4 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS ALCALOIDES

O estudo quimico da fracao alcaloidica (CH2Cly) das flores de Senna spectabilis
resultou no isolamento de quatro alcaloides piperidinicos, que foram identificados por EM-
IES em alta resolucdo, assim como a compara¢do dos dados com aqueles descritos na

literatura.

5.4.1 ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO POR ELETROSPRAY

5.4.1.1 Elucidagdo estrutural do alcaloide 1 por EM-IES
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O alcaloide 1 (1,12 g) foi isolado como um so6lido branco, que apresentou teste
positivo quando revelado com o reagente ICIPt (R 0,56) (Figura 12). Foi submetido a analise
por EM-IES-(+) em alta resolucdo, que possibilitou estabelecer a formula molecular
Ci18H35NO2, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a dois. O sinal referente a molécula
protonada foi observado em m/z 298,2750 [M + H]", calculado para CisH3sNO," 298,2741
(A 3,0 ppm) (Figura 50).

Figura 50 — EM-IES-(+) em alta resolug@o do alcaloide 1
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Fonte: o autor.
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O sinal de m/z 298 foi submetido a andlise sequencial (EM/EM), que gerou o ion

fragmento de m/z 280, atribuido a eliminacgao neutra de agua (18 u) (Figura 51).

Figura 51 — EM/EM-IES-(+) do ion molecular m/z 298 [M + H]" (25 eV), observado para o

alcaloide 1
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Fonte: o autor.

5.4.1.2 Elucidagdo estrutural do alcaloide 2 por EM-IES
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O alcaloide 2 (80,0 mg) foi isolado como um sélido branco que apresentou teste
positivo com o revelador ICIPt (Rr 0,56) (Figura 13). Foi submetido a analise por EM-IES-(+)
em alta resolugdo, que possibilitou estabelecer a formula molecular C20H40NO2, com indice de
deficiéncia de hidrogénio igual a dois. O sinal referente a molécula protonada foi observado

em m/z 326,3057 [M + H]", calculado para C20H41NO>" 326,3054 (A 0,9 ppm) (Figura 52).



Figura 52 — EM-IES (+) em alta resolu¢do do alcaloide 2
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O sinal de m/z 326, ao ser submetido a analise por EM/EM, gerou o ion fragmento de

m/z 308, atribuido a eliminagdo neutra de agua (18 u) (Figura 53).

Figura 53 — EM/EM-IES-(+) do ion molecular m/z 326 [M + H]" (25 eV), observado para o

alcaloide 2
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5.4.1.3 Elucidagao estrutural do alcaloide 4 por EM-IES
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O alcaloide 4 (14,0 mg) foi isolado como um O6leo amarelo que apresentou teste
positivo quando revelado com o reagente ICIPt (Rf0,35) (Figura 15). Foi submetido a analise
por EM-IES-(+) em alta resolucdo, que possibilitou estabelecer a formula molecular
CisH35NO2, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a dois. O sinal referente a molécula
protonada foi observado em m/z 298,2748 [M + H]", calculado para CisH3sNO>" 298,2741
(A 2,3 ppm) (Figura 54).

Figura 54 — EM-IES-(+) em alta resolugdo do alcaloide 4
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Fonte: o autor.

O sinal de m/z 298, ao ser submetido a andlise por EM/EM, gerou o ion

fragmento de m/z 280, atribuido a elimina¢do neutra de agua (18 u) (Figura 55).
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Figura 55 — EM/EM-IES-(+) do ion molecular m/z 298 [M + H]" (25 eV), observado para o

alcaloide 4
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Fonte: o autor.

5.4.1.4 Elucidagdo estrutural do alcaloide 5 por EM-IES

\\\\\\ C H 3

Irz

O alcaloide 5 (4,0 mg) foi isolado como um 6leo amarelo que apresentou teste positivo
com o revelador ICIPt (Rr 0,35) (Figura 16). Foi submetido a andlise por EM-IES-(+) em alta
resolucdo, que possibilitou estabelecer a férmula molecular Cz0H4NO2, com indice de
deficiéncia de hidrogénio igual a dois. O sinal referente & molécula protonada foi observado

em m/z 326,3053 [M + H]", calculado para C20H41INO>" 326,3054 (A —0,3 ppm) (Figura 56).
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Figura 56 — EM-IES-(+) em alta resolucao do alcaloide 5
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Fonte: o autor.

O sinal de m/z 326, ao ser submetido a andlise por EM/EM, gerou o ion fragmento de

m/z 308, atribuido a eliminagdo neutra de dgua (18 u) (Figura 57).

Figura 57 — EM/EM-IES-(+) do ion molecular m/z 326 [M + H]" (25 eV), observado para o

alcaloide 5
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Fonte: o autor.

Através da andlise dos EM-IES em alta resolucdo, foi possivel constatar que os
alcaloides 1/4 (m/z 298, [M + H]") e 2/5 (m/z 326, [M + H]"), tém as mesmas massas
moleculares e consequentemente as mesmas formulas moleculares, indicando que 1 e 4, assim
como 2 e 5 sdo estereoisomeros. A partir das anélises dos EM-IE e EM/EM e da similaridade

apresentada nestes espectros pelos pares 1/4 e 2/5, apesar dos diferentes aspectos fisicos para
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1/2 (s6lidos) e 4/5 (6leo), aliado aos diferentes tempos de retengdo observados na CG e CLAE
(colunas ndo quirais), fica evidente que a relagdo estereoquimica entre os pares homoélogos
(1/2 e 4/5) deve ser diastereomérica, o que justifica a separacdo utilizando sistemas

cromatograficos sem a necessidade de auxiliares quirais.

5.5 SINTESE DOS DERIVADOS ACETILADOS

Visando a preparacdo de andlogos anticolinesterasicos com maior atividade, foram
propostas modificagdes estruturais na hidroxila da posigdo trés (C-3) do nucleo piperidinico
dos alcaloides 4 ¢ 5. Para esse fim foi proposto uma reagdo de acetilagdo, comporem quando
se trata de piperidinoéis, 2,6-dissubstituidos essa reacdo nao ¢ trivial, uma vez que diferengas
nas conformacdes e interconversdes eletronicas do nitrogénio, presente no nucleo piperidinio,
tornam a hidroxila pouco reativa. A analise detalhada dos conformeros (Figura 52) permite
observar que 4 e 5 apresentam ligacdo de hidrogénio intramolecular entre a hidroxila e o
nitrogénio, no entanto, o equilibrio conformacional estd deslocado para os conférmeros (4a,
5a, 4b ¢ 5b) onde a hidroxila ndo estd comprometida, deixando-a disponivel para a reagao.
Sabendo que a nucleofilicidade do nitrogénio ¢ maior que a do oxigénio foram preparados os

cloridratos de 4 e 5, para favorecer a nucleofilicidade da hidroxila.

Figura 58 — Analise conformacional dos alcaloides homologos 4 € 5
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H
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Ng n CH3 CH3
CHjy
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5a: n =9, (-)-6-iso-espectalina (5) 5b: n =9, (-)-6-iso-espectalina (5)
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4c: n =7, (-)-6-iso-cassina (4) 4d: n =7, (-)-6-iso-cassina (4)
4d: n = 9, (-)-6-iso-espectalina (5) 5d: n = 9, (-)-6-iso-espectalina (5)

Fonte: o autor.
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Os mecanismos das reacdes de esterificacdo para obtencdo dos derivados
semissintéticos, a partir de 4 e 5, sdo do tipo substituicao nucleofilica acilica. Inicialmente o
par de elétrons do oxigénio ligado ao C-3 do nucleo piperidinico ataca o carbono da carbonila
do cloreto de acido, fazendo com que o par de elétrons da ligagdo 7 migre para o oxigénio,
formando o ion alcoxido. Em seguida, alguma espécie que possa atuar como base, presente no
meio reacional, captura o hidrogénio ligado ao ion hidroxénio restaurando a carga formal do
oxigénio (C-3). Na sequéncia, uma o par de elétrons do oxigénio (alcoxido) reestabelece a
dupla ligagdo com o carbono e consequentemente ha a eliminagdo do halogénio, levando a

formagao do éster (Figura 59).

Figura 59 — Mecanismo de acilagdo dos alcaloides homoélogos 4 € 5
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61: n =9, (-)-3-0-acetil-6-iso-espectalina

Fonte: o autor.

Essa reagdo foi realizada com a fragdo RIC02-F45-47 (100 mg), que ¢ uma mistura dos
alcaloides 4 e 5, no intuito de diminuir o nimero de etapas de purificagdo. O produto da
reacdo foi analisado por CCD e por CG-DIC para avaliar a conversao dos reagentes em
produtos. Ao final da reagdo os produtos foram purificados por CC flash (95,0 g, 20,0 x 3,7
cm d.i.) utilizando como FE silica gel (4063 um) e FM um gradiente iniciando com
hexano:CH>Cl2:NH4OH (10:0:0,5) at¢ 100% de CH>Cl>, seguido de CH>Cl,:MeOH:NH4sOH
(9:1:0,5) até 100% de MeOH. No entanto, s6 foi possivel obter massa do produto (60) (5 mg),
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cujo precursor estava em maior quantidade na mistura inicial (4). Este produto foi submetido

a andlise por espectrometria de massas em alta resolucao.

5.5.1 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DO DERIVADO 60

0 CHj

Ir=z

O derivado 3-O-acetil-6-iso-cassina (60) foi analisado por espectrometria de massas
em alta resolucdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer a formula molecular
C20H37NO3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a trés. O sinal referente a molécula
protonada foi observado em m/z 340,2852 [M + H]", calculado para C20H3sNOs", 340,2846
(A 1,7 ppm) (Figura 60).

Figura 60 — EM-IES-(+) em alta resolugdo do derivado 3-O-acetil-6-iso-cassina (60)
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Fonte: o autor.

Quando o sinal referente a molécula protonada (m/z 340) foi submetido a andlise por
EM sequencial, foi observado um fragmento de m/z 280, atribuido a elimina¢cdo neutra de

acido acético (60 u) (Figura 61).
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Figura 61 — EM/EM-IES-(+) do ion molecular m/z 340 [M + H]" (25 eV), observado para o derivado

3-0O-acetil-6-iso-cassina (60)
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Fonte: o autor.

5.6 ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Counts vs. Mass-to-Charge {m/z)

O extrato etanodlico, a fragdo alcaloidica, as misturas contendo os dois alcaloides 1/2,

4/5, os alcaloides isolados 1, 2, 4 € 5, e o derivado semissintético 60 foram avaliados quanto

ao potencial de inibi¢do da AChE no ensaio em microplaca (Figuras 62 e 63) (Tabela 4).

Tabela 4 — Avaliacdo da atividade anticolinesterasica.

ICso /ug mL™!

Amostras AChE
Extrato etanolico 8,54+2,3
Fracao alcaloidica 5,88 £0,72
Alcaloide 1 0,623 +0,0076
Alcaloide 2 0,872 £0,12
Mistura alcaloides 1 € 2 0,90 £ 0,055
Alcaloide 4 6,49 + 0,23
Alcaloide 5 17,6 £1,9
Mistura alcaloides 4 € 5 6,27 +0,91
Derivado 60 >300
Galantamina* 1.5+0.1

*Controle positivo

Fonte: o autor.
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A partir da andlise dos resultados de inibi¢do foi possivel observar que os alcaloides 1
e 2 sdo mais potentes que os respectivos estereoisdmeros 4 e 5, na avaliacdo frente a0 mesmo
alvo biologico, o que mostra a estereoespecificidade enzimatica da AChE. Também foi

possivel observar uma ligeira seletividade pelos homologos de menor cadeia (1 ¢ 4).

Figura 62 — Perfil de inibigdo da AChE para os alcaloides 1 ¢ 4
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Fonte: o autor.

Figura 63 — Perfil de inibigdo da AChE para os alcaloides 2 ¢ 5
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Fonte: o autor.
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O derivado acetilado (60) também foi submetido ao ensaio de avaliacao da atividade
inibidora da AChE, no entanto n3o apresentou inibi¢do quando avaliado na maior
concentragdo (3,0 mg mL™"), assim ndo foi avaliado nas concentra¢des intermedidrias. Para
comparagao com os dados obtidos neste trabalho, foi plotado um gréafico de porcentagem de
inibicdo da 3-O-acetil-6-iso-cassina (60) e do seu diastereoisdmero 3-O-acetilcassina (6),
derivado descrito e sintetizado por FREITAS e colaboradores (2018), na concentracdo de
3,0 mg mL~!, onde foi possivel observar um potencial de inibi¢io de 36% para 60, enquanto

que 6 apresentou inibi¢do de 74% (Figura 64).

Figura 64 — Inibicao da AChE pelos compostos 6 ¢ 60
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Fonte: o autor.

Mesmo que o derivado semissintético tenha apresentado baixa poténcia no ensaio de
inibi¢do da AChE, fica evidente a existéncia de uma estreita relagdo entre a estereoquimica

destes derivados e a interagdo com o sitio receptor da AChE.
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6 CONCLUSOES

Senna spectabilis provou ser uma importante fonte de alcaloides piperidinicos, de
onde foi possivel isolar os compostos (—)-cassina (1), (—)-espectalina (2), 6-iso-cassina (4) e
6-iso-espectalina (5). Também foi constatado, por CCD, a presenca de outros alcaloides que
ainda ndo foram isolados.

Para separar os pares homodlogos 1/2 e 4/5 foi necessario utilizar a cromatografia a
liquido de alta eficiéncia acoplada a detector light scattering, uma vez que as técnicas
convencionais de CC ndo foram eficientes na separagdo dos homologos devido
principalmente a falta de cromodforos nas suas estruturas, o que inviabiliza o uso de detectores
como o UV-vis.

Depois de purificados os alcaloides foram submetidos as analises de EM de alta
resolucdo, o que permitiu a confirmacdo das formulas moleculares. A analise dos EM
sequencial, aliada aos dados descritos na literatura, permitiu confirmar as estruturas dos
alcaloides 1 e 2 e inferir as estruturas dos estereoisomeros 4 ¢ 5. Com isso também foi
possivel constatar a importancia da EM.

A partir da mistura dos alcaloides 4/5 foi realizada uma reagdo de acetilagdo visando a
obten¢do do par homodlogo, que posteriormente seria separado para avaliagdo individual dos
derivados semissintéticas frente a inibicdo da AChE. No entanto, do processo de purificagao
so foi obtido o produto 60, que foi confirmado por EM em alta resolugdo ¢ EM/EM.

O extrato etanolico, a fragdo CH2Cl> (alcaloidica), as misturas contendo 1/2 ¢ 4/5,
assim como os alcaloides isolados e o derivado semissintético (60) foram avaliados quanto ao
potencial de inibi¢do da AChE. A partir dos resultados foi possivel constatar que a
estereoquimica destes compostos estd diretamente relacionada a capacidade de inibicao
enzimatica, que também foi confirmada para os pares homoélogos. Assim, fica evidente que
compostos com diferentes estereoquimicas que apresentem potencial farmacologico precisam

ser amplamente investigados.
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