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RESUMO

Senna spectabilis (Fabaceae) ¢ uma importante fonte de alcaloides quirais e das suas
flores foram isolados os alcaloides homologos majoritarios, a (—)-cassina e a
(-)-espectalina, assim como dois diasteredmeros, a 6-isocassina € a 6-isoespectalina.
Misturas de pares homologos foram resolvidas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, sendo que os quatro compostos isolados tiveram sua configuracao relativa
determinada por experimentos de ressonancia magnética nuclear de NOESY 1D.
Adicionalmente, os alcaloides majoritdrios tiveram sua configuracdo absoluta
determinada pelo método de Mosher. O carbono assimétrico da posi¢ao 3 (C-3), tanto da
(—)-cassina quanto da (—)-espectalina, foram assinalados como (—)-R. Com isso, aliado
aos resultados dos experimentos de NOESY 1D, também foi possivel determinar a
configuragdo absoluta do C-2 e do C-6 para a (—)-cassina e a (—)-espectalina, bem como
sugerir para os diastereOmeros 6-isocassina e a 6-isoespectalina, como sendo
(-)-2R,3R,6S-cassina, (-)-2R,3R,6S-espectalina, 2R,3R,6R-isocassina e
2R,3R,6R-isoespectalina. Com a configuragdo absoluta assegurada, foi possivel a
verificacdo do potencial anticolinesterasico dos alcaloides como inibidores da enzima
acetilcolinesterase, sendo que a (—)-cassina (ICso 14,5 puM) e a (—)-espectalina
(ICs0 29,9 uM) foram mais potentes quando comparados a 6-isocassina (ICso 751,5 uM)
e a 6-isoespectalina (ICso 2950,5 uM), respectivamente, indicando que a configuragao

absoluta do carbono assimétrico da posicao 6 (C-6) ¢ fundamental para a atividade.

Palavras-chave: Senna spectabilis, alcaloides piperidinicos, ésteres de Mosher,

configuracdo absoluta.



ABSTRACT

Senna spectabilis (Fabaceae) is an important source of chiral alkaloids, from
which the major homologous alkaloids, (—)-cassine and (—)-spectaline, as well as two
diastereomers, 6-isocassine and 6-isospectaline, were isolated. Mixtures of homologous
pairs were resolved by high performance liquid chromatography, with the four isolated
compounds having their relative configuration determined by NOESY 1D nuclear
magnetic resonance experiments. Additionally, the majority alkaloids had their absolute
configuration determined by the Mosher method. The 3-position asymmetric carbon
(C-3) of both (—)-cassine and (—)-spectaline, were marked as (—)-R. Thus, together with
the results of the NOESY 1D experiments, it was also possible to determine the absolute
configuration of C-2 and C-6 for (-)-cassine and (—)-spectaline, as well as to suggest for
diastereomers  6-isocassine and  6-isospectaline, being (—)-2R,3R,6S-cassine,
(-)-2R,3R,6S-spectaline, 2R,3R,6R-isocassine and 2R,3R,6R-isospectaline. With the
absolute configuration assured, it was possible to verify the anticholinesterase potential
of the alkaloids as inhibitors of the enzymes acetylcholinesterase, with (—)-cassine
(ICs0 14.5 uM) and (—)-spectaline (ICso 29.9 uM) were more potent when compared to
6-isocassine (ICso 751.5 uM) and 6-isospectaline (ICso 2950.5 uM), respectively,
indicating that the absolute configuration of the asymmetric carbon at position 6 (C-6) is
fundamental for the activity. Therefore, these results allowed to consolidate the
knowledge about the structures of piperidine alkaloids of S. spectabilis, as well as the
application of nuclear magnetic resonance, involving the Mosher method, in the studies
of absolute configuration of natural products, in addition to the investigation of their

biological implications.

Keywords: Senna spectabilis, piperidine alkaloids, Mosher's ester, absolute

configuration.
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CAPITULO 1

Estudo quimico dos alcaloides piperidinicos quirais isolados das flores de

Senna spectabilis
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1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Produtos naturais como fonte de substancias bioativas

Historicamente, os produtos naturais (PNs) t€ém desempenhado um papel
significativo nos processos de descoberta e desenvolvimento de farmacos ao longo dos
anos devido a sua ampla gama de atividades biologicas (ATANASOV et al., 2021).
Dentre os 1394 novos protdtipos de baixo massa molecular (conhecidos como New
Chemical Entities - NCE) introduzidos no mercado mundial como produtos
farmacéuticos durante o periodo de 1981 a 2019, 66,7% sao derivados de PNs, mimetizam
ou foram planejados a partir de estruturas de PNs
(NEWMAN; CRAGG, 2020).

Dado o elevado nimero de espécies de plantas na Terra e as vdrias vias
biossintéticas capazes de produzir tamanha diversidade quimica, a biodiversidade em
ambientes tropicais e equatoriais oferece um potencial particularmente rico em compostos
biologicamente ativos que podem ser usados como modelos para a quimica medicinal e
descoberta de medicamentos (BOLZANI et. al. 2012). As vias biossintéticas de varias
classes de metabolitos especiais em espécies vegetais podem fornecer diversos tipos de
produtos naturais como flavonoides, terpenos, alcaloides, etc (VALLI; BOLZANI, 2019).

Estudos recentes mostram que o sucesso de PNs no processo de descoberta de
farmacos tem sido atribuido a variedade estrutural em termos de composi¢do, massa,
tamanho, grupos funcionais, complexidade estrutural e estereoquimica dos compostos
encontrados em organismos vivos, que t€ém uma média de 6,2 centros estereogénicos por
molécula, quando comparados a uma média de 0,4 em moléculas sintéticas

(BATISTA etal., 2021; FEHER; SCHMIDT, 2003).

1.1.2 Estereoisomeria em produtos naturais

Em sistemas bioldgicos, as biomoléculas como aminoacidos, aglicares, proteinas
e acidos nucléicos sdo compostos quirais enantiomericamente puros, estando presentes
em uma das duas formas enantioméricas, por exemplo, aminoacidos na forma L e
acucares na forma D (NGUYEN et al., 2021). A maioria das aldoses de ocorréncia natural
pertencem a familia D, sendo a (+)-D-glicose (1) (Figura 1) de longe a mais comum. O

mesmo ocorre com os aminoacidos. Embora a hidroélise de proteinas de ocorréncia natural
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possa produzir até 22 aminodcidos diferentes, eles tém uma caracteristica estrutural em
comum: quase todos os aminoacidos t€ém a configura¢do L. em seu carbono a, como a
isoleucina (2) (Figura 1), um exemplo de aminoacido essencial que ndao pode ser
sintetizado pelo organismo e deve ser ingerido como parte da dieta. Como resultado, os

processos fisiologicos essenciais sdo estereosseletivos.

Figura 1. D-glicose e L-isoleucina.

H\C 0 HO\C 0
H—(|3—OH H2N—(|3—H
HO—(|3—H H;C—C—H
H—(l)—OH H—C—H
H—(l)—OH (l)Hg
(|3H20H
1: (+)-D-glicose 2: L-isoleucina

Fonte: a autora.

Em relagdo aos farmacos, do ponto de visto estereoquimico, eles podem ser
divididos em aquirais, racémicos e enantiomeros puros, sendo que aproximadamente 50%
das pequenas moléculas utilizadas atualmente como farmacos sdo quirais, contendo pelo
menos um centro assimétrico em sua estrutura. No entanto, a grande maioria ¢
comercializada como racemato e apenas cerca de 25% na forma de enantiomero puro.

A mudanca comecou a ocorrer em 1992 quando a Food and Drug Administration
(FDA), 6rgao que controla os medicamentos nos Estados Unidos, emitiu uma declaragao
de politica contendo diretrizes para o desenvolvimento de farmacos estereoisoméricos.
Neste documento, a FDA recomenda a avaliacdo da utilidade terapéutica e/ou efeitos
toxicoldgicos de cada estereoisdmero para candidatos a farmacos quirais. Em 1994, uma
politica semelhante foi adotada pela Agéncia Europeia de Medicamentos (AEM). Ambas
as agéncias reguladoras indicaram regras que especificam explicitamente que o
desenvolvimento de um medicamento enantiomericamente puro deve ser priorizado
(ABRAM et al., 2019).

Apesar disso, muitos farmacos ainda sdo comercializados como misturas
racémicas e, embora tenham aparentemente a mesma estrutura quimica, exibem

diferencas marcantes nas propriedades biologicas dos enantidmeros individuais,
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resultando em diferengas significativas na farmacologia, toxicologia, farmacocinética,
metabolismo, etc (NGUYEN et al., 2006).

Na maioria dos farmacos, vendidos como misturas racémicas, o efeito
farmacoldgico esta restrito a um dos estereoisomeros, ou pelo menos um deles se destaca
por ser mais potente (FINEFIELD et al., 2012; NGUYEN et al., 2021). Os enantidmeros
apresentam interagdes estereosseletivas singulares quando estdo em ambiente biologico,
o que esta relacionado as estruturas tridimensionais quirais, tanto do firmaco quanto da
biofase. Essas interacdes estereosseletivas sdo resultado de ligagcdes especificas de um
dos enantidmeros com a biofase, que resultam nas diferencas observadas nas propriedades
terapéuticas.

O caso da talidomida ilustra a importancia da quiralidade na industria
farmacéutica quando, em meados dos anos 1950, na Alemanha, foi introduzida no
mercado pela farmacéutica Grunenthal, por apresentar propriedades sedativas e
antieméticas com o objetivo de tratar os enjoos matinais em mulheres gravidas. No
entanto, em 1960, uma das piores paginas da historia dos farmacos ocorreu. Foram
relatados efeitos colaterais graves da talidomida em criancas, cujas maes fizeram uso do
medicamento durante a gravidez, demonstrando que ela era capaz de causar grandes
anomalias congénitas como amelia (falta de membro) e focomelia (membros selados),
bem como deformidades de 6rgaos internos, fenda labial e palatina, além de deformidades
nos olhos e orelhas. Esses problemas congénitos afetaram mais de 10.000 criancas em 46
paises. Assim, em 1961, o medicamento foi retirado do mercado mundial. No entanto,
ainda hoje, muitos tipos de pesquisa sdo direcionados para investigar os mecanismos
moleculares envolvidos na teratogenicidade da talidomida (BARBAROSSA et al., 2021;
GAO et al., 2020).

Com relagdo as propriedades quimicas, a talidomida apresenta na sua estrutura
uma por¢ao glutarimida (azul) com um unico centro estereogénico, e uma parte ftalimida
(preto). O medicamento foi/€é comercializado como uma mistura racémica de
(-)-S-talidomida (3) e (+)-R-talidomida (4) (Figura 2), sob diferentes nomes como
Contergan®, Thalomid®, Sedalis®, além de outros. A principio, os pesquisadores
acreditavam que 3 era responsavel pelos efeitos teratogénicos (distomero), enquanto 4 era
responsavel pelas propriedades sedativas (eutomero). De fato, a separacao e avaliagdo do
eutdmero foi feita, na tentativa de contornar o problema clinico, porém acabou sendo
descoberto que em condi¢des fisiologicas ocorre a interconversao entre o0s

estereoisdomeros (BARBAROSSA et al., 2021; GAO et al., 2020).
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Figura 2. Talidomida.

O (0]
N 0] N (0]
NH NH
(0] o (0] o
3: (-)-(S)-talidomida 4: (+)-(R)-talidomida

Fonte: a autora.

Desde entdo, tem havido um niimero crescente de novos medicamentos na forma
de um unico enantidmero ou diasteredmero. Além disso, nos ultimos anos, a industria
farmacéutica tem apresentado uma tendéncia em substituir racematos existentes no
mercado, pela introducdo de “novos medicamentos” vendidos na forma
enantiomericamente pura (ABRAM et al., 2019). Essa abordagem permitiu que muitos
medicamentos fossem langados no mercado utilizando o principio ativo de configuragao
estereoquimica especifica. Entre as 298 novas entidades moleculares (NEMs) aprovadas
pelo FDA no periodo de 2010 a 2020, 181 (61%) foram quirais e, destas, 172 (95%) sdo
enantiomeros puros (Figura 3) (SANGANYADO et al., 2017).

Figura 3. Novas entidades moleculares aprovadas pelo FDA entre 2010-2020.
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Fonte: modificado de Hancu e Modroiu (2022).
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O farmaco anti-inflamatorio ndo esteroidal (AINE) ibuprofeno foi o primeiro
farmaco quiral a ser alterado para a versdo de enantiomero unico em 1994. A razdo para
tal troca veio da evidéncia de que o (S)-ibuprofeno (5) era mais de 100 vezes mais potente
como um inibidor da enzima ciclooxigenase 1 (COX-1) do que o
(R)-ibuprofeno (6) (Figura 4). Assim, o uso de 5 teria acdo mais rapida em uma dosagem
menor e reduziria a variabilidade configuracional no sistema bioldgico
(CALCATERRA et al., 2018). No entanto, o ibuprofeno, quando administrado como
racemato, provou sofrer inversdo quiral unidirecional do enantidomero (R) para o
enantiomero (S), sendo um exemplo importante de conversao bioldgica do distdmero para

o eutdmero, evidenciando o comportamento de 6 como um pro-farmaco (Figura 4).

Figura 4. Inversao quiral unidirecional do (R)-ibuprofeno.

0] (0]
- -
HO < - HO =
Mecanismos B
CH3 enzimaticos CH3
5: (S)-ibuprofeno 6: (R)-ibuprofeno

Fonte: a autora.

Farmacos enantiomericamente puros tém oferecido beneficios aos pacientes,
particularmente quando a atividade farmacologica reside principalmente em um dos
enantiomeros: este ¢ o caso da ofloxacina, um agente antibacteriano da classe das
fluoroquinolonas em que a (S)-levofloxacina (7) provou ser mais solivel em agua do que
o racemato e, portanto, exibiu um aumento da atividade antibacteriana de cerca de duas
vezes em relagdo ao racemato, contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, sendo a

forma R farmacologicamente inerte (Figura 5) (CALCATERRA et al., 2018).

Figura 5. (S)-Levofloxacina de maior potencial farmacocinético.

o

o) o)
7: (S)-levofloxacina

Fonte: a autora.
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Ainda mais esclarecedor ¢ o exemplo do anestésico local bupivacaina, onde o
(8)-(—)-bupivacaina (8) apresentou menor efeito cardiotoxico que o (R)-enantidmero € o
racemato (Figura 6). Assim, a mudanga na composi¢do do medicamento para o
enantidmero levogiro (levobupivacaina), lancado em 2000 nos Estados Unidos, resultou
no desenvolvimento de um anestésico local com um perfil clinico semelhante ao do
racemato anteriormente comercializado, mas com vantagem da diminui¢ao na toxicidade

cardiovascular (CALCATERRA et al., 2018).

Figura 6. Anestésico (S)—bupivacaina (eutébmero).

éi W \\\\\\

8: (S)—Ievobuplvacama

Fonte: a autora.

Outro exemplo € um antagonista do receptor f usado para o tratamento de doengas
cardiovasculares, o (%)-atenolol. Estudos farmacoldgicos mostraram que apenas o
(S)-atenolol (9) (Figura 7) ¢ responsavel pela atividade, uma vez que o enantiomero em
sua forma pura ou como mistura racémica apresentou a mesma eficacia. Sendo assim,
como o (R)-atenolol (10) nao apresenta efeito sinérgico na mistura racémica, o farmaco
poderia ser comercializado como o enantiomero puro (S)-atenolol utilizando metade da

dose administrada da mistura (SANGAYADO et al., 2017).

Figura 7. Atenolol.

Y Om L

)-atenolol 10: (R)-atenolol

Fonte: a autora.

Houve, no entanto, alguns casos em que farmacos enantiomericamente puros
desenvolvidos a partir de racematos de sucesso ofereceram pouca vantagem clinica sobre

o racemato, e sua introdu¢do no mercado foi explorada como estratégia comercial da
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empresa farmacéutica para se proteger de concorrentes genéricos. O omeprazol (11)
(Figura 8), um inibidor da bomba de prétons anti-secretor géstrico (IBP), comercializado
pela Astrazeneca ¢ reconhecido como um exemplo de estratégia comercial que visa
proteger uma parte do mercado contra outros IBPs, como o dexlansoprazol (12) da

Takeda Pharma LTDA (Figura 8) (CALCATERRA et al., 2018).

Figura 8. Omeprazol e dexlansoprazol.

N o HsC OCHj N o HsG OCHj
N 4 \> 7
\S — --ulIIIS p—
HsCO NS CH3 H,co N / CHs

11: (S)-omeprazol 12: (R)-dexlansoprazol

Fonte: a autora.

J& em relagdo aos produtos naturais, existe uma tendéncia na biossintese dos
metabolitos  secundarios quirais, que estes sejam produzidos na forma
enantiomericamente pura (MORI, 2011). No entanto, embora a quiralidade seja uma
caracteristica fundamental dos metabolitos secundéarios e crucial para a atividade
biologica, a maioria dos quimicos de PNs direcionam a maior parte dos esforg¢os para o
isolamento, elucidagdo estrutural e avaliagdo da atividade bioldgica, sem dar a devida
atencdo para a avaliagdo da composicao estereoisomérica (BATISTA et al., 2018). Dos
268 artigos que descrevem moléculas quirais que foram isoladas, apenas 31 (11,6%)
verificaram a pureza enantiomérica. Mesmo quando faz parte dos objetivos da pesquisa
atribuir a configuragdo absoluta do(s) composto(s) estudado(s), a avaliacdo da
composicdo enantiomérica ¢ geralmente pouco investigada. Dos 124 metabolitos
secundarios isolados relatados, apenas 15% tiveram sua razdo enantiomérica
determinada, utilizando principalmente a cromatografia quiral (BATISTA et al., 2018).
Esses resultados indicam que a composi¢do enantiomérica de muitos PNs ainda ¢
desconhecida; especialmente considerando o nimero de compostos naturais que possam
ser produzidos na forma de mistura racémica ou excesso enantiomérico (ee) (FINEFIELD
etal., 2012; BATISTA et al., 2018).

Nesse sentido, Batista et al. (2021) pesquisaram exemplos de PNs que tiveram
suas configuracdes absolutas reatribuidas no periodo 2010-2020 com o objetivo de avaliar
se hd um aumento gradativo do ntimero de artigos que tratam de estudos para reatribuir a

estereoquimica de PNs (Figura 9). “Reatribuicdo de configuracdo absoluta” ou
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“reatribuicdo estereoquimica” associada a “produtos naturais” foram utilizadas como
palavras-chave para realizar a busca nas bases de dados disponiveis (ACS, PubMed, RSC,
Science Direct, SciFinder, Scopus, Web of Science e Wiley). Nos casos de compostos
com multiplos centros quirais, a reatribuicdo da CA geralmente leva a (ou deriva de)

revisdes da configuracdo relativa (BATISTA et al., 2021).

Figura 9. Numero de artigos que tratam de reatribui¢des de configuracdo absoluta de PNs no

periodo de 2010-2020.

14

12 12
12

10

0

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Fonte: modificado de Batista e colaboradores (2021).

Um exemplo aonde problemas associados as atribui¢des de configuragdo absoluta
baseado apenas nos valores de rotagao especifica (RE) envolve o caso do sesquiterpeno
frondosina B, isolado da esponja Euryspongia sp. (13) (Figura 10). A atribuicdo da
configuracdo absoluta da (+)-frondosina B por sintese total levou a resultados
conflitantes. Diferencas nas medidas de RE obtidas para produtos de vias sintéticas
diferentes foram atribuidas a uma inesperada inversdo do centro estereogénico C-8
(Figura 10). No entanto, um relatorio recente de Joyce e colaboradores (2018),
demonstrou que a presenga de uma impureza, que aparece em uma das etapas chave da
sintese, foi responsavel pela alteragdo nos valores de RE, o que resultou em medidas de
sinal oposto para os produtos sintéticos com a mesma CA. Como resultado, a atribuicao

da estereoquimica absoluta do produto natural também foi comprometida

(BATISTA et al., 2018).
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Figura 10. (+)-Frondosina B.
HO

e

13: (+)-frondosina B

Fonte: a autora.

J& as furanonas quirais (—)-(R)-sotolona (14), isolada das sementes do feno grego
(Trigonella foenum-graecum) e (+)-(R)-maple (15), produzida espontaneamente a partir
do aminodacido treonina, (Figura 11) (NAKAHASHI et al., 2011) ilustram os riscos
decorrentes da atribui¢do da configuracao absoluta baseada apenas nas comparagdes de
valores de rotagao espécifica para compostos com estruturas semelhantes. Essas
furanonas substituidas no C-5 diferem uma da outra pela presenca de um metileno e,

apesar de possuirem a mesma configuragdo absoluta, apresentam sinais opostos de RE.

Figura 11. Furanonas quirais (—)-(R)-sotolon e (+)-(R)-maple.
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Fonte: a autora.

E possivel observar até esse ponto que as respostas biologicas apresentadas por
enantiomeros ¢ bastante controversa, no entanto, farmacos diastereoméricos podem ser
mais facilmente compreendidos, uma vez que estes compostos apresentam diferencas
fisicas e quimicas bastante caracteristicas, o que pode resultar no comportamento
bioldgico.

Um exemplo deste tipo de estercoisomerismo ¢ observado para a galantamina,

cuja forma levorrotatéria (16) (Figura 12) ¢ encontrada nos bulbos e flores de varias
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espécies da familia Amaryllidaceae, como a Galanthus woronowii e a Galanthus nivalis,
além de vérias espécies de narcisos (Narcissus spp.).

A (—)-galantamina (16) foi aprovada pela European Medicine Agency (EMA) e
pela FDA dos EUA como um inibidor competitivo da acetilcolinesterase (AChE) e um
modulador alostérico dos receptores nicotinicos de acetilcolina (ACh), que tem se
mostrado eficaz no tratamento da doenga de Alzheimer (DA) leve a moderada
(DE GUSSEM et al., 2019). Em 1990, um estudo foi publicado com o intuito de investigar
quais seriam as diferengas farmacologicas de inibidores da AChE como a epigalantamina
(17), que ¢ wum diastereomero de 16, obtido por sintese (Figura 12)
(MARCO; CARREIRAS, 2006). Os resultados mostraram que 16 (ECso 0,36 pM) € cerca
de 130 vezes mais potente que 17 (ECs0 45,70 pM), o que esta de acordo com as propostas
de complementaridade estereoespecifica de farmacos quirais e as enzimas, nesse caso

entre 16 e a AChE.

Figura 12. (—)-Galantamina e (+)-epigalantamina: diasteredmeros.

H3;C

16: (-)-galantamina 17: (+)-epigalantamina

Fonte: a autora.

A partir de uma analise detalhada das estruturas de 16 ¢ 17 ¢ possivel observar
que estes compostos sdo epimeros no C-8 do anel C, e uma vez que a poténcia na inibi¢ao
da AChE caiu consideravelmente para 17, em funcdo da alteracdo deste centro
estereogénico, ¢ possivel inferir que esta regido faz parte do grupo farmacoforico de 16
(THOMSEN et al., 1990). Assim, devido as diferencas significativas nas respostas
biologicas de diferentes estereoisomeros, o conhecimento da configuragdo relativa e
absoluta de compostos como a galantamina ¢é de extrema importincia

(DE GUSSEM et al., 2019).
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1.1.3 Senna spectabilis e os alcaloides piperidinicos

Senna spectabilis (sin. Cassia spectabilis e Cassia excelsa) (Figura 13) pertence
a familia Fabaceae e no Brasil sdo encontradas cerca de 200 géneros e aproximadamente
1500 espécies, sendo comum no nordeste semi-arido (Caatinga) e no Cerrado do estado
de Sdo Paulo. Apresenta altura de 6 a 9 metros, sendo muito usada para confecgdo de
objetos leves, como caixotaria e também para lenha e carvdo. Popularmente ¢ conhecida
como sdo-jodo, cassia do nordeste, canafistula-de-besouro e pau-de-ovelha

(LORENZI, 2002).

Figura 13. Senna spectabilis: detalhes da planta, flores, fruto, sementes, casca e madeira.

Fonte: Lorenzi (2002).

Os alcaloides piperidinicos presentes em S. spectabilis tém sido amplamente
estudados ao longo dos anos. A estrutura desses compostos consiste na presenga de um
nucleo piperidinico trissubstituido e um padrdo estereoquimico com trés centros
estereogénicos.

O isolamento do primeiro alcaloide (—)-cassina (18) (Figura 15) foi relatado por
Highet (1964) a partir das folhas e galhos de C. excelsa. Sua estrutura molecular e
estereoquimica foram discutidas com base em andlises espectrais (RMN 60 MHz e
infravermelho) e através de algumas reagdes quimicas, sendo que a configuragao relativa

foi avaliada com base nos espectros de infravermelho, observando as caracteristicas dos
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sinais relacionados aos estiramentos da hidroxila livre e hidroxila ligada (ligacdo de
hidrogénio intramolecular com o nitrogénio), podendo ser a que esta representada em 18
ou sua imagem especular. Além disso, foi feita a comparacao com a (+)-carpaina (19)
(Figura 14), um alcaloide piperidinico isolado das folhas de Carica papaya que apresenta
estereoquimica totalmente cis. J4 os dados polarimétricos apresentaram um valor muito
baixo ([a]3® —0,6° (¢ 8,0 EtOH)), sendo considerada a possibilidade de que a atividade
optica decorra de alguma impureza (HIGHET, 1964).

Posteriormente, Highet e Highet (1966) confirmaram a estrutura da cadeia lateral
analisando produtos de degradagdo por espectrometria de massas. No mesmo ano,
Rice e Coke (1966) demonstraram a configuracdo absoluta de 18 como sendo
2-(R)-metil-3-(R)-hidroxi-6-(S)-(11-oxododecil)-piperidina pela sintese da imagem
especular de N-metilcassina a partir do alcaloide 19, que ¢ de configuragdo absoluta

conhecida (HIGHET;HIGHET, 1966; RICE; COKE, 1966).

Figura 14. (+)-Carpaina isolado das folhas de Carica papaya.

H
N CHs

H;C N
* H
19: (+)-carpaina

Fonte: a autora.

Apo6s mais de uma década, Christofidis, Welter e Jadot (1977), estudando as folhas
de C. spectabilis, identificaram 20 e isolaram os alcaloides (+)-espectalina (20) e
(-)-6-iso-cassina (21) (Figura 15). As fragmentacdes nos espectros de massa da
espectalina foram muito semelhantes as da cassina, exceto por mais dois grupos
metilenos, enquanto todo o espectro de massa da 6-iso-cassina foi semelhante ao da
cassina. Além disso, o espectro de infravermelho da (+)-espectalina mostrou uma banda
intensa de hidroxila ligada (3530 cm™') e uma banda de baixa intensidade de hidroxila
livre (3635 cm™!), assim como na (—)-cassina. Isso é caracteristico de todos os sistemas

totalmente cis em que a conformacao majoritaria possui o grupo —OH na configuracao
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axial favoréavel a ligacdo de hidrogénio intramolecular com o atomo de nitrogénio do
nucleo piperidinico. Ja o espectro de infravermelho da 6-iso-cassina exibe hidroxilas
livres (3635 cm™) e ligadas (3535 cm™') de nimero de onda aproximadamente igual. Esta
observacao significa que a cadeia lateral ou a metila ¢ trans em relacdo aos outros dois
substituintes, no entanto, as constantes de acoplamento no espectro de RMN mostraram
que o hidrogénio H-2 ¢ cis em relacao ao H-3. A estrutura e a estereoquimica relativa
para a 6-iso-cassina foi confirmada por estudos de difracao de raio-X. Diante disso, foi
possivel concluir que a espectalina e a 6-iso-cassina sdo, respectivamente, um homologo
e um diastereomero da cassina (CHRISTOFIDIS; WELTER; JADOT, 1977a). Em
continuacdo aos estudos, os mesmos autores isolaram dois novos alcaloides
(—)-espectalinina (22) e (—)-6-iso-carnavalina (23) (Figura 15) (CHRISTOFIDIS;
WELTER; JADOT, 1977b).

Momose e Toyooka (1993) descreveram a sintese assimétrica da (—)-cassina (18)
e da (+)-espectalina (20) e compararam com os respectivos produtos naturais. A
(—)-18 obtida por sintese (pf 55-57 °C, [a]3® 0,7 (c 0,59, EtOH)) estava de acordo com
a (-)-18 natural (pf 57-58,5 °C, [a]%® 0,6 (c 8,0, EtOH)) em suas propriedades fisicas e
possui propriedades espectrais (RMN 'H e *C) idénticas aos sintéticos (+)-18. O mesmo
¢ observado na comparagdo da (+)-20 obtida por sintese (pf 59-61 °C,
[a]3° + 0,9 (c 1,30, CHCI3)) e o produto natural (+)-20 ([a]3® +0,9 (¢ 1,30, CHCI3))
(MOMOSE; TOYOOKA, 1993).

Estudando o extrato das folhas de Cassia leptophylla, Bolzani et al. (1995)
isolaram a (—)-espectalina (24) e trés novos alcaloides piperidinicos leptofilina A (25),
3-O-acetilleptofilina A (26) e leptofilina B (27) (Figura 15) (BOLZANI et al., 1995). As
configuragdes relativas dos carbonos assimétricos C-2, C-3 e C-6 no anel piperidinico de
24 foram atribuidas principalmente com base em dados de acoplamento de 'H obtidos de
seus espectros de RMN de 'H e COSY e comparagio desses dados com aqueles relatados
para piperidinas relacionadas. Os dados de infravermelho foram semelhantes aos da
(—)-cassina e da (+)-espectalina, assim como os dados de RMN. No entanto, [a]%® para
24 foi em 8,2 ° enquanto que a relatada para a (+)-espectalina ¢ de +8,0 °, indicando que
o alcaloide 24 ¢ o enantidmero de 20. A comparagio dos dados de RMN de '*C para 24
com os de (+)-espectalina (20), mostrou uma discrepancia nas atribui¢cdes da literatura

para C-2, C-6 e C-14 e foram revisadas com base em HETCOR e dados HMBC.
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Anos mais tarde, Viegas Junior e colaboradores (2004), isolaram trés novos
alcaloides piperidinicos (—)-3-O-acetilespectalina (28), (—)-7-hidroxiespectalina (29) e
6-iso-espectalina  (30) das flores e frutos verdes de C. spectabilis
(VIEGAS JR. et al, 2004). Tanto a 6-iso-espectalina (30) quanto a
(—)-3-O-acetilespectalina (28) mostraram atividade antinociceptiva promissora, inibi¢cao
da peroxidagao lipidica, inibicao moderada contra COX-1 e 2 e citotdxica seletiva contra
cepas de S. cerevisiae, indicando uma potencial atividade antitumoral
(BOLZANTI et al., 1995; VIEGAS JR. et al., 2004).

Em 2005, o trabalho de Pivatto et al. representou um marco importante no estudo
dos alcaloides piperidinicos de S. spectabilis quando foi investigado o padrao de
fragmentagdo de séries homologas utilizando espectrometria de massas sequencial com
ionizagdo por electrospray (EM-EM/IES), demonstrando que os relatos do isolamento de
(—)-cassina (18) e (—)-espectalina (24), bem como (—)-3-O-acetilespectalina (28) eram, na
verdade, a mistura de pares homologos presentes na planta (PIVATTO et al., 2005).

Anos depois, Viegas Junior e colaboradores (2007) isolaram a
(+)-3-O-feruloilcassina (31) dos frutos verdes de C. spectabilis e, posteriormente, foi
isolado um novo alcaloide piperidinico (—)-7-hidroxicassina (32)
(VIEGAS JR. et al., 2013).

Em 2014, Pivatto et al., avaliaram os produtos naturais (—)-cassina (18) e
(—)-espectalina (24) e seus derivados semissintéticos (—)-3-O-acetilcassina (33) e
(—)-3-O-acetilespectalina (28) quanto a sua atividade antimalarica por meio do teste de
citometria de fluxo, utilizando cepas do Plasmodium falciparum 3D7, sendo que foi
observada atividade moderada para 18 (ICso 1,82 uM) e 24 (ICso 2,76 uM), que por sua
vez foram mais eficazes (ICso < 5,00 pM) que 33 (ICso 24,47 uM) e 28
(ICs0 25,14 uM), em comparacdo com o composto padrao cloroquina (ICso 0,30 uM)
(PIVATTO et al., 2014). No mesmo ano, a mistura dos alcaloides homodlogos
(—)-cassina(18)/(—)-espectalina (24) (~7:3) exibiram atividade significativa contra o
parasita Leishmania major (ICso 24,9 pg mL™") em comparagio com a pentamidina usada
como droga padrio (ICso 0,9 ug mL™') (MELO et al., 2014) e, anos mais tarde,
Castro et al. (2016) relataram a atividade esquistossomicida da fragdo diclorometano
(DEso 83,5 png mL™') e da mistura dos alcaloides 18/24 (DEso 37,4 pg mL™),
demonstrando o potencial desses alcaloides no tratamento de doengas tropicais

negligenciadas.
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Posteriormente, devido aos resultados promissores antileishmania,
Lacerda et al. (2018) avaliaram os alcaloides separadamente no ensaio utilizando
L. amazonensis, assim como o0s compostos (—)-3-O-acetilcassina (33) e
(—)-3-O-acetilespectalina (28), sendo o composto 33 isolado pela primeira vez das flores
de S. spectabilis. O composto 24 (ICs0 15,81 pg mL™!) foi mais eficaz que 18
(ICs0 25,18 ug mL™"), e o composto 28 (ICs0 25,95 pg mL™") foi mais eficaz que 33
(ICs0 30,25 pg mL™!). Nestes ensaios a anfotericina B (ICs0 0,29 ug mL ™) foi usada como
controle positivo. Dadas as caracteristicas estruturais desses compostos, como o tamanho
da cadeia lateral e os valores de concentragdo inibitoria, os compostos com maior cadeia
lateral (24 e 28) foram mais eficazes em comparagao aos compostos homologos (18 e 33)
(LACERDA et al., 2018).

No mesmo ano, Freitas e colaboradores (2018) relataram a separagdo e avaliagdo
da atividade anticolinesterasica dos alcaloides piperidinicos homologos 18 e 24 isolados
do extrato etanolico das flores de S. spectabilis. Foi possivel constatar que os homologos
18 (ICs0 0,29 ug mL™") e 24 (ICs0 0,52 ug mL™") apresentavam poténcia diferente no
ensaio de inibicdo da AChE, o que mostra a importancia dos estudos destes compostos
separadamente. Também foi observado em estudos anteriores que os derivados acetilados
33 e 28 apresentam uma unidade de ACh internalizada nas estruturas, o que pode estar
relacionado com a inibicdlo da AChE (Figura 16) (CASTRO et al., 2008;
DANUELLO et al., 2012; VIEGAS JUNIOR et al., 2005; FREITAS et al., 2018).

Figura 16. Unidade de ACh internalizada nas estruturas de 33 e 28.
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Fonte: a autora.

Recentemente, em continuagdo a prospec¢dao quimica de compostos ativos que
possam ser utilizados como modelos para o desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento de doencas negligenciadas, Freitas et al. (2022) avaliaram os alcaloides 18

(ECso0 14,9 uM) e 24 (ECso 8,3 uM) contra o virus Chikungunya (CHIKV) pela primeira
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vez em um ensaio de dose-resposta empregando células BHK-21 e CHIKV-nanoluc. Os
dados apresentados mostram que os compostos 18 ¢ 24 t€m potencial como farmacos
anti-CHIKV, o que ¢ de extrema importancia visto que a febre Chikungunya ¢ uma
doenga endémica causada pelo virus CHIKV e que até hoje ndo ha tratamento antiviral
contra esta infec¢@o ou vacina licenciada para preveni-la.

Assim, com base nos dados discutidos até aqui, fica evidente que os alcaloides
piperidinicos constituem uma classe rara de produtos naturais que apresentam amplo
espectro de atividades bioldgicas. A avaliagcdo farmacologica dos diferentes compostos,
assim como dos pares homoélogos e compostos com diferentes estereoquimicas ¢ uma
tarefa dificil. Aliado a isso, a auséncia de cromoéforos torna a deteccao e isolamento dos
homologos um grande desafio (FREITAS et al., 2018).

Dentro deste contexto, ¢ importante destacar que ensaios bioldgicos dos
homologos separados tém apresentado resultados diferentes e que ao longo dos diversos
estudos quimicos realizados com S. spectabilis foi relatado o isolamento da
(+)-espectalina (20) (CHRISTOFIDIS; WELTER; JADOT, 1977b), cuja estereoquimica
¢ oposta aquela do homologo de menor cadeia 18 e do enantidmero 24. Esses dados
despertaram nosso interesse para um estudo mais detalhado dos alcaloides presentes em
S. spectabilis, visando o isolamento e separagdo dos homologos e dos estereoisomeros
presentes na espécie, assim como um estudo mais direcionado para a determinagdo da

estereoquimica destes compostos.
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1.2 OBJETIVOS
Isolar os alcaloides homologos e quirais presentes no extrato etanodlico das flores

de Senna spectabilis, determinar as estruturas quimicas, inclusive a estereoquimica

relativa, utilizando técnicas espectroscopicas e espectrométricas.
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1.3 MATERIAIS E METODOS

1.3.1 Solventes

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

e Cloroférmio (CHCI3): Synth P.A. ACS

e Diclorometano (DCM): Exodo cientifica

e Hidroxido de amonio (NH4OH): Synth P.A. ACS

e Solventes de grau analitico (P.A.), purificados por destilagao fracionada: hexano,
acetato de etila (AcOEt) e etanol (EtOH);

e DMSO-ds: (Cambridge Laboratories)

1.3.2 Reagentes

e Acido acético glacial (HOAc) (Vetec, CAS: 64-19-7)
e Acido hexacloroplatinico IV: Vetec P.A.

e Jodeto de potassio: Vetec P.A.
1.3.3 Revelador
1.3.3.1 lodocloroplatinato (TOUCHSTONE; DOBBINS, 1978)
Solugdo A: Solucdo aquosa a 5% (m/m), de dacido hexacloroplatinico
(IV)(H2(PtCls).6H20).
Solugdo B: Solugao aquosa a 10% (m/m) de iodeto de potéssio (KI).
Soluc¢do spray: Mistura da solugdo A, solugdao B e H20 (1:9:10).
1.3.4 Técnicas cromatograficas

1.3.4.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram utilizadas placas comerciais de silica gel 60 (Macherey-Nagel) com

0,20 mm de espessura e indicador de fluorescéncia (UV 254 nm). As placas foram

35



monitoradas por irradiagdo ultravioleta (254 ou 365 nm) ou reveladas por nebulizagio do

revelador especifico para alcaloides (iodocloroplatinato).

1.3.4.2 Cromatografia em coluna (CC)

Foram utilizadas como fases estacionarias:

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

Silica gel (SiO2) para cromatografia flash (40-63 pm, didmetro de poro 60 A)
Sigma Aldrich;

Cis silica gel, premium grade (40—63 pum, 230—-400 mesh, didmeto de poro 60 A)

Sorbent Technologies.

1.3.4.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises de cromatografia a liquido de alta eficiéncia, foram realizadas

utilizando um cromatdgrafo do laboratério do Instituto de Quimica da Universidade

Federal de Uberlandia (IQ-UFU), campus de Santa Monica:

Cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu® modelo LC-6AD,

composto pelos seguintes mddulos: bombas LC-6AD, degaseificador DGU—-20Asg,
FORNO CTO-20A, coletor de fragdes FRC—10A, autoinjetor SIL-10AF e detectores de

arranjo de diodo (DAD) SPD-M20A e evaporativo por espelhamento de luz

(ELSD, do inglés evaporative light scattering detector) LT 11, controlados pelo software

LC Solutions.

Para o desenvolvimento dos métodos de separacao foram utilizadas as colunas:
Coluna analitica Phenomenex® (250,0 x 4,6 mm, 5 pm) protegida pela respectiva
pré-coluna. As amostras foram previamente filtradas em membrana de
politetrafluoretileno (PTFE) 0,45 um.

Coluna semipreparativa Phenomenex® Luna Cis (250,0 x 10,0 mm, 10 um). As
amostras foram previamente filtradas em membrana de politetrafluoretileno

(PTFE) 0,45 pm.
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As andlises por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas de alta resolucio (CLUE-EM), foram realizadas no Laboratério de
Nanobiotecnologia do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia

(IBTEC-UFU), campus Umuarama:

Cromatografo a liquido de ultra eficiéncia Agilent®, modelo Infinity 1260,
equipado com coluna Agilent® C1s modelo Poroshell (10,0 mm x 3 mm, 2,7 um) acoplado
ao espectrometro de massa de alta resolugdo do tipo QTOF, marca Agilent®, modelo 6520
B, com fonte de ionizagdo por eletronspray. A ionizagao foi realizada com gés nebulizante
a 20 psi, o gas secante aquecido a 220 °C com fluxo de 8,0 L/min e no capilar foi aplicado

4,5 KV. Os dados foram adquiridos no modo positivo.
As massas acuradas obtidas dos EMs em alta resolugdo foram comparadas com
aquelas obtidas do programa ChemDraw Ultra 12.0 (massas exatas), e calculados os erros

em ppm. Para isso foi utilizada a equacao abaixo:

massa experimental — massa exata

Errogppm) = x 10°

massa exata

1.3.4.4 Cromatografia a gas (CG)

As analises de cromatografia a gas foram realizadas utilizando um cromatdgrafo
a gas acoplado a um espectrometro de massas (CG-EM) do Laboratorio de Pesquisa em
Energias Renovaveis (coordenado pelo prof. Ricardo Reis Soares) e um CG-EM do
Laboratorio de Nanobiotecnologia do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal
de Uberlandia (IBTEC-UFU):
e (Cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas Shimadzu QP2010, com
potencial de ioniza¢do 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¢ao 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 execugdo 60 min. O intervalo de massa analisado foi de 40—-650 u.

37



e (Cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas Agilent Technologies
modelo 7890B GC System/5977B GC/MSD, com as seguintes condi¢des: gas
transportador hélio a fluxo constante de 1,0 mL/min; coluna cromatografica
capilar Agilent 19091S-433 HP-5ms (30 m x 250 um x 0.25 pm); temperatura do
injetor ajustada a 210 °C, com uma propor¢ao de divisdo de 1:20; temperatura do
forno inicialmente mantida a 100 °C e depois aumentada a uma velocidade de
13 °C/min a 280 °C, mantida durante 8 min; tempo de execugdo 21 min. O

intervalo de massa analisado foi de 35-550 wu.

1.3.5 Técnicas espectroscopicas

As analises por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, '*C, HSQC,
HMBC e NOESY 1D dos alcaloides piperidinicos foram realizadas em espectrometro
Brucker Avance III HD com campo de 14,1 T e criossonda TCI (Triple Channel Inverse)
de 5 mm. Todas as amostras foram solubilizadas em dimetilsufoxido deuterado
(DMSO-ds, Sigma-Aldrich®). Os experimentos foram realizados a 25 °C, utilizando o
solvente residual como padrao interno. Essas analises foram realizadas no instituto de
quimica da universidade estadual paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP) no campus

de Araraquara.

1.3.6 Equipamentos utilizados

O Nucleo de Pesquisa em Compostos Bioativos (NPCBio) — IQ/UFU, também

conta com alguns equipamentos mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Equipamentos disponiveis para realizag¢@o do projeto de pesquisa.

Equipamento Marca Modelo
Agitador magnético (3 unidades) Gehaka AA-2050
Banho de aquecimento Fisatom 550
Balanca analitica Shimadzu AX 200
Balanga analitica Gehaka BG 200
Bomba de vacuo Prismatec 131B
Camara escura para luz ultravioleta (UV 254 e 365 nm) Solab SL-204
Chiller (Frigomix B) e controlador (Themomix BM)
CG-EM Shimadzu GC2010
CG-FID Shimadzu GC2014
Espectrofotometro Genesyis  10S UV-Vis
Linha de secagem de amostra a pressao reduzida (bomba)  Edwards RV5
Rotaevaporador (componentes: rotavapor R-100, banho Buchi R-100
de aquecimento B-100, bomba de vacuo V-100 e
controlador I-100)
Rotaevaporador (componentes: evaporador rotativo Quimis

Quimis, banho de aquecimento Buchi B-465 e bomba de
vacuo Buchi V-100)

Sistema de exaustao (capelas) (2 unidades)

Nota: Todos os equipamentos sdo unitarios, com excecdo daqueles especificados.

Fonte: a autora.
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1.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

1.4.1 Coleta do material vegetal e preparo do extrato etanolico

O extrato etanolico das flores de Senna spectabilis (EEFI-Ss) foi preparado
previamente pelo Professor Dr. Marcos Pivatto a partir do material vegetal (35,8 kg), que
apos seco e triturado (7,9 kg) foi submetido a extracdo por maceragdo com etanol PA
(5 x 35 L), sendo o solvente removido por destilacdo em evaporador rotativo a pressao
reduzida, utilizando banho de aquecimento a 40 °C. As flores foram coletadas
(fevereiro de 2009) no terminal rodoviario de Araraquara, sendo a exsicata (SP 384 109)

depositada no Instituto de Botanica de Sao Paulo.

1.4.2 Extracao liquido-liquido

O EEFI-Ss (80,0 g) foi solubilizado em 500 mL de MeOH/H20 (4:1, v/v), filtrado
e submetido a extra¢dao liquido-liquido com hexano (5 x 250 mL) e diclorometano
(5 x 250 mL) (Figura 17). Os solventes foram removidos por destilacio em evaporador

rotativo a pressao reduzida, utilizando banho de aquecimento a 40 °C.

Figura 17. Extracao liquido-liquido do extrato etanolico das flores de S. spectabilis.

Extrato Etandlico

80,0 g
1. Solubilizar MeOH:H,0 (4:1) 500 mL
2. Filtrar
12‘6RZS(|$;%%) Sol. hidrometandlica
n-hexano (5 x 250 mL)
F. n-hexano

Sol. hidrometandlica

2,6 g (3,2%)

CHCl, (5 x 250 mL)

F. CH,Cl, F. hidrometanolica
40,5 g (50,6%) 23,19 (28,9%)

Fonte: a autora.
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1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.5.1 Fracionamento do EEFI-Ss

O EEFI-Ss (80,0 g) obtido a partir das flores S. spectabilis, foi submetido a

extracdo liquido-liquido utilizando hexano e diclorometano, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Massas obtidas da extracdo liquido-liquido do EEFI-Ss.

Fracao Massa (g)
Residuo 12,6
Hexano 2,6
CH2CL 40,5
Hidrometanolica 23,1
Massa total 78,8

Fonte: a autora.

1.5.2 Analise qualitativa dos alcaloides no extrato (EEFI-Ss) e nas fracoes de

S. spectabilis

O extrato etandlico (EEFI-Ss) e as fragdes obtidas das extracdes liquido-liquido
foram analisadas por CCD utilizando como FE silica gel e como FM uma mistura de
CH2Cl2:MeOH:NH4OH (9:1:0,5). A adi¢do do hidroxido de amonio a fase moével foi
necessaria para reduzir a retencao dos alcaloides pelos grupos silanois (carater acido),
uma vez que o hidroxido de amoénio atua como uma amina competidora
(PIVATTO et al., 2014). As cromatoplacas foram reveladas com ICIPt, reagente
especifico para alcaloides (Figura 18). A partir da avaliagdo das placas, foi possivel
constatar que os alcaloides estavam presentes em maior concentragao nas fragdes CH2Clz,
que foram agrupadas e em seguida submetida & cromatografia em coluna (CC) para

purificagdo destes metabolitos.
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Figura 18. CCD do extrato etandlico (A) e das fragcdes obtidas na extra¢do liquido-liquido:
hexano (B) e CH>Cl, (C).

A

Nota: FE: silica, FM: CH,Cl,:MeOH:NH4OH (9:1:0,5) e revelador ICIPt.
Fonte: a autora.

1.5.3 Isolamento dos alcaloides piperidinicos de S. spectabilis

A fragdo CH2Cl2 (8,5 g) foi submetida a CC (445,0 g, 20,0 x 8,0 cm d.i.),
utilizando como FE silica gel (63—200 pm) e FM um gradiente de solventes que iniciou
com CH2Cl2:MeOH:NH4OH (10:0:0,5) até CH2Cl.:MeOH:NH4OH (7:3:0,5), e na
sequéncia 100% de MeOH. As fragdes coletadas (370) foram avaliadas por CCD e
reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores de Ry, resultando nas fragdes
alcaloidicas: TICO1-Fi-113 (598,5 mg), TICO1-Fi14-265 (3,6 g) e TICO1-F266-370 (3,7 g)
(Figura 19).

Figura 19. CCD das fragdes coletadas de TICO1.

TICO1-F 1-113 EETICO]-FH.&-%;%; TICO01-F266-370

Condigoes: FE: silica, FM: CH>Cl,:MeOH:NH4OH (9:1:0,5) e revelador ICIPt.
Fonte: a autora.
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O fluxograma (Figura 20) apresenta um panorama dos procedimentos realizados

para o isolamento dos alcaloides.

Figura 20. Procedimentos cromatograficos realizados com a fragdo CH,Cl,.

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

Coluna TICOI
FE: silica gel (63-200 mm) (20,0 x 8,0 cm d.i.)
FM: gradiente CH,Cl,:CH3;0H:NH,OH (10:0:0,5)

TICO01-F4.113 TICO1-F 114065 TICO01-Fg6.370
598,5 mg (7,03%) 3,6 g (42,35%) 3,7 g (43,53%)
Coluna TIC02

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,
II) CH,Cl:MeOH:NH4OH (9,0:1,0:0,5) até 100% de MeOH

TIC02-Fyg.34 TIC02-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 18 Alcaloide 24 Alcaloide 21 Alcaloide 30
1,117 g (79,3%) 80,0 mg (5,7%) 14,0 mg (19,18%) 4,0 mg (5,48%)

Fonte: a autora.

A fragdo TICO1-Fi14-265 foi submetida a analise por CG-EM, onde foi possivel
observar a presenca de quatro sinais com diferentes tempos de retengdo
(tr): 18 (2 32,0 min.), 24 (tr 35,0 min.), 21 (tr 32,8 min.) e 30 (zr 35,7 min.) (Figura 21).
No entanto, a andlise dos EM-IE (Figura 21) permitiu observar que os espectros de 18 e

21 (m/z 297) [M™"], assim como de 24 e 30 (m/z 325) [M"'], eram idénticos.
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Figura 21. Cromatograma (CG-EM) e EM-IE da fragdo TICO1-F14.265 (18/24 ¢ 21/30).

uV(x10,000,000)
-0.09
010 R: 0,77 (18 ¢ 24)
R; 0,64 (21 ¢ 30)
-0.10
-0.11
-0.11
-0.12
-0.12 ‘ ‘ ‘ ‘ . ‘ ‘
10.0 15.0 20.0 __.-250 30.0 35.0 400. 45.0 50.0min
7500537 18 2500031 24 114
1 114 ]
] Ho., 2000¢3 Ho.,,
5000e3 ’ 1 ’
i o ", CHy 1500¢39 o 2 CHs
] HsC' T /\M(Y ] HaC® r\‘l /\MQ/Y
1 H o] - H o]
250065 1000e3]
148 9% so0e3] 43 9%
1 |57 240 1 |sse0 l
o 4] S8 ] b e 2 o 20 ol LR T8 i 207 250%8 200310305
5‘0 1(;0 lSIO 260 25‘0 360 5‘0 ](I)O ]5‘0 2(‘)0 25‘0 3(‘)0
5.0e6 3
] 2500e34
121 114 130 114
4.0e6 Ho.,, 2000¢3] Ho.,,,
] o ] o CH
30063 e : ’ CHs 1500¢3 HyC™ ,\‘, 3 :
] H o) ] H o
2.0e6] 1000¢3
10e6] & 96 5003 43 96
] 69 240 ]
0006 Il b Sl s 10 2072 26428096 oo Aﬂ Pl 27 2507 3109
v re e P T e e e e

Nota: CCD: FE silica, FM CH,Cl,/MeOH/NH4OH (9:1:0,25) e revelador ICIPt.

Fonte: a autora.

Também foi observado que o pico base (m/z 114) foi 0 mesmo para os quatro
compostos e corresponde a eliminacao da cadeia lateral em C—6 (*CH2(CH2)11COCH3),
que gera o fragmento de m/z 96 ap6s desidratagdo (Figura 22). Nesse sentido, sabendo
que a cadeia lateral ¢ linear, os fragmentos observados ajudaram a distinguir os compostos
18/24 ¢ 21/30 e confirmar a presenca desses alcaloides como pares homologos, como ja

relatado anteriormente por Pivatto e colaboradores (2005) e por Freitas e colaboradores

(2018).
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Figura 22. Proposta de fragmentagdo para os alcaloides piperidinicos por IE.

HO., HO.,
W\, o WSt~ —H,O + 7
Hae™ N '("MCHS "~ HaC™ N © HeT N
H . n CHj H

n=8: m/z 296 m/z 114 (100%) m/z 96
n=10: m/z 325

Fonte: adaptado de Freitas e colaboradores (2018).

Além disso, o fato dos alcaloides 18 e 21 apresentarem o mesmo ion molecular,
assim como 24 e 30, sugere que esses compostos apresentam uma relagcdo
estereoisomérica entre eles. Relatos na literatura descrevem alcaloides piperidinicos
isolados de Senna spectabilis com diferentes estereoquimicas, dentre eles os compostos
21 e 30 com a configuragdo absoluta do C—6 invertida em relagdo aos alcaloides 18 ¢ 24
(CHRISTOFIDIS et al., 1977; VIEGAS JUNIOR et al., 2004; SILVA et al., 2011a;
SILVA etal., 2011b).

Com o intuito de separar os compostos presentes na fracdo TICO1-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 FM um gradiente iniciando com hexano:CH2Cl2:NH4OH (10:0:0,5) até
100% de CH2Cla, seguido de CH2Cl2:MeOH:NH4OH (9:1:0,5) até 100% de MeOH. As
fracdes coletadas (70) foram avaliadas por CCD e reagrupadas de acordo com a
similaridade dos valores de Ry TIC02-Fi24 (54,0 mg), TIC02-F2s (23,0 mg),
TIC02-F26-28 (128,5 mg), TIC02-Fa934 (1,4 g), TIC02-F3s38 (717,4 mg),
TIC02-F39-44 (474,2 mg) e TIC02-Fas5-47 (173,0 mg) (Figura 23).

Figura 23. CCD das fragdes coletadas de TICO02.

Re 0,77 (18 ¢ 24)
. —» R 0,64 (21¢30)

3 <
3 4
ml =]
= S
@) Q
[~ o
= -

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

Fonte: a autora.
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A fracdo TIC02-F29-34 foi analisada por CLAE-ELSD (Figura 24), que permitiu
observar a mistura dos homologos 18 (r 12,0 min.) e 24 (tr 16,5 min.). Como 24 ¢
ligeiramente mais lipofilico que 18, devido as duas unidades de CH2 adicionais na cadeia
lateral em C—6, apresentou tempo de retencao maior quando analisado em coluna de fase

reversa (Cis).

Figura 24. Cromatograma (CLAE-ELSD) em coluna analitica da fragdo TIC02-F29_34.
mv

12.000

3507 18

300

16.471

24

B B B B B By B By B B B
5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0 35.0 min

Condigdes: Coluna Phenomenex® Cis (250 mm x 4,6 mm, 5 um), gradiente (30 min), 35-100%
de MeOH-HOACc 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.

Fonte: a autora.

Em seguida a fracdo TIC02-F2034 foi submetida a CLAE no modo
semipreparativo, de onde foi possivel separar os alcaloides 18 (1,12 g, fr 12,1 min) e
24 (80 mg, r 16,6 min). Depois de isolados os metabodlitos foram analisados em

CLAE-ELSD no modo analitico para avaliar a eficiéncia da separagao (Figuras 25 e 26).
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Figura 25. Cromatograma (CLAE-ELSD) em coluna analitica do alcaloide 18.
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Condigdes: Coluna Phenomenex® Cjs (250 mm x 4,6 mm, 5 um), gradiente (30 min), 35-100%
de MeOH-HOACc 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: a autora.

Figura 26. Cromatograma (CLAE-ELSD) em coluna analitica do alcaloide 24.
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Condig¢des: Coluna Phenomenex® Cis (250 mm x 4,6 mm, 5 um), gradiente (30 min), 35-100%
de MeOH-HOACc 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. CCD: FE: silica, FM: CH,>Cl,:NH4OH
(9:1:0,5) revelador ICIPt.

Fonte: a autora.

Da mesma forma, a fracdo TIC02-Fs4s47 foi analisada por CLAE-ELSD
(Figura 27), que permitiu observar a mistura dos homologos iso-cassina (21)

(zr 13,9 min.) e iso-espectalina (30) (zr 18,0 min.). Como 30 ¢ ligeiramente mais lipofilico
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que 21, devido as duas unidades metilénicas na cadeia lateral em C-6, apresentou tempo

de reten¢do maior quando analisado em coluna de fase reversa (Cis).

Figura 27. Cromatograma (CLAE-ELSD) em coluna analitica da fragdo TIC02-F4s_47.
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Condigdes: Coluna Phenomenex® Cig (250 mm x 4,6 mm, 5 um), gradiente (30 min), 35—100%
de MeOH-HOACc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (5 min); C = 1,0 mg/mL,
Vin. = 50,0 uL, fluxo: 1,0 mL/min e detector ELSD.

Fonte: a autora.

Em seguida a fracdo TICO02-F4s47 foi submetida a CLAE no modo
semipreparativo, de onde foi possivel isolar os compostos 21 (14,2 mg, fr 13,5 min) e
30 (4,1 mg, r 17,1 min). Depois de isolados os alcaloides foram analisados em

CLAE-ELSD no modo analitico para avaliar a eficiéncia da separagao (Figuras 28 e 29).
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Figura 28. Cromatograma (CLAE-ELSD) em coluna analitica do alcaloide 21.
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Condigdes: Coluna Phenomenex® Cig (250 mm x 4,6 mm, 5 um), gradiente (30 min), 35-100%
de MeOH-HOACc 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: a autora.

Figura 29. Cromatograma (CLAE-ELSD) em coluna analitica do alcaloide 30.
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Condigdes: Coluna Phenomenex® Cig (250 mm x 4,6 mm, 5 um), gradiente (30 min), 35-100%
de MeOH-HOACc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (5 min); C = 1,0 mg/mL,
Vin. = 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: a autora.
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1.5.4 Elucidacao estrutural dos alcaloides

O estudo quimico da fracdo alcaloidica (CH2Cl2) obtida do extrato etandlico das
flores de Senna spectabilis resultou no isolamento de quatro alcaloides piperidinicos, cuja
identificagio foi feita através das técnicas espectroscopicas (RMN 'H e °C) e
espectrométricas (EM), assim como a comparacao dos dados com aqueles descritos na

literatura.

1.5.4.1 Elucidacao estrutural dos alcaloides 18 e 21

As substancias 18 e 21 foram isoladas a partir do fracionamento cromatografico

da fragdo diclorometano das flores de Senna spectabilis.

Os compostos 18 (1,12 g, Rr0,77, tr 12,1 min) e 21 (14,0 g, Rr0,64, tr 13,5 min)
apresentaram espectros de RMN de 'H e *C DEPTQ muito parecidos, além de espectros
de massas de alta resolugcdo idénticos. Como as substidncias em questdo possuem
propriedades fisicas diferentes (Rr e tr), esses resultados sugerem a presenca de
estereosisomeros, mais especificamente, diasteredmeros.

A analise por EM-IES-(+) em alta resolucdo permitiu estabelecer a formula
molecular Ci1sH3sNO2 para 18 e 21, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a dois.
O sinal referente a molécula protonada foi observado em m/z 298,2750 e m/z 298,2748
[M + H]', calculado para CisH3sNO2" 2982741 (A 3,0 ppm e A23ppm),

respectivamente (Figura 30).
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Figura 30. EM-IES-(+) em alta resolucao dos alcaloides 18 (A) e 21 (B).
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Fonte: a autora.
Quando o sinal referente a molécula protonada foi submetido a analise sequencial

(EM/EM), foi observado o ion fragmento de m/z 280, que foi atribuido a eliminacdo

neutra de dgua (18 u) (Figura 31).
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Figura 31. EM/EM-IES-(+) dos alcaloides 18 (A) e 21 (B).
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Fonte: a autora.

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

A analise dos espectros de RMN de 'H dos alcaloides 18 e 21 (Tabela 3) (Figuras

32-34) permitiu observar a extremidade da cadeia lateral, funcionalizada pelo grupo

metil-cetona e identificada pela presenca dos sinais 6 2,39 (2H, t) e 6 2,06 (3H, s). Além

disso, foi possivel identificar a presenca de sinais que caracterizam o nucleo piperidinico
trissubstituido para 18 em 6 2,76 (1H, q, /= 6,7 Hz), 6 3,45 (1H, sl), 6 1,74 (1H, m), 1,51
(1H, m), 1,38 (1H, m), 1,33 (1H, m), 6 2,56 (1H, m) ¢ 6 1,01 (3H, d, /= 6,7 Hz), ¢ para
21 em $ 2,99 (1H, m), 6 3,52 (1H, m), 8 1,54 (1H, m), 1,43 (1H, m), 1,23 (2H, m), 6 2,61
(1H, m) ¢ 6 0,97 (3H, d, J = 6,8 Hz), relativos aos hidrogénios H-2, H-3, H-4a, H-4b,

H-5a, H-5b, H-6 e H-7, respectivamente.
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H dos alcaloides 18 (A) e 21 (B) (500 MHz, DMSO).
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Figura 33. Ampliagdo do espectro 32 (6 0,95-2,45) dos alcaloides 18 (A) ¢ 21 (B).
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Figura 34. Ampliagdo do espectro 32 (5 2,45-3,6) dos alcaloides 18 (A) e 21 (B).
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Tabela 3. Dados de RMN do alcaloide 18 € 21 em DMSO.

18 21
Posicio "H 8y mult.? (J 3C DEPTQ §¢° "H 8 mult.” (J 3C DEPTQ §¢°
em Hz) (mult.) em Hz) (mult.)
2 2,76 q (6,7) 55,19 (CH) 2,99 m 51,52 (CH)
3 3,45 sl 65,93 (CH) 3,52m 68,65 (CH)
4 i;‘l‘ 2 31,83 (CHy) ifé 2 27,80 (CH,)
5 1,38 m 24,93 (CH) 1,23 m 26,23 (CH)
1,33 m : ’ :
6 2,56 m 56,32 (CH) 2,61 m 48,37 (CH)
7 1,01 d (6,7) 17,97 (CHs) 0,97 d (6,8) 13,21 (CHs)
I i;: 35,71 (CH,) igi 35,19 (CHa)
2 1,28 m 25,62 (CHy) 1,23 m 29,67 (CHa)
3 1,23 m 29,58¢(CH,) 1,23 m 29,46 (CH,)
4 1,23 m 29,42°¢ (CHa) 1,23 m 29,41°¢ (CH,)
5 1,23 m 29,40¢ (CHa) 1,23 m 29,36° (CHa)
6 1,23 m 29,38¢ (CHa) 1,23 m 29,31¢ (CHa)
7 1,23 m 29,31°¢(CHa) 1,23 m 29,31°¢ (CHa)
8 1,23 m 29,01°¢ (CHa) 1,23 m 29,01°¢ (CHa)
9 1,43 gt 23,66 (CHa) 1,43 m 23,66 CHy)
10" 2,39 t (7,4) 43,16 (CHy) 2,39 t(7,1) 43,16 (CHy)
1 - 208,98 (C) - 208,97 (C)
12! 2,06 s 30,12 (CHs) 2,06 s 30,11 (CHs)

%0s experimentos de RMN foram realizados a 600 e 150 MHz para 'H e '°C, respectivamente e
deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagdo ao padrdo interno TMS (dtms 0,00).
®Multiplicidade: s (simpleto); d (dupleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m
(multipleto). “ Valor atribuido com base no deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra v.
12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.

Fonte: a autora.

Nos espectros de *C DEPTQ (Tabela 3) (Figuras 35-38) foram observados os
carbonos metilénicos C-3'-C—8' na regido entre 6 29,01-29,58 e os carbonos da
extremidade da cadeia lateral em o 23,66 (CH2), 6 43,16 (CH2), 6 208,97 (C) e & 30,12
(CH3), que condizem com os dados ja publicados na literatura (FREITAS et al., 2018).
Além disso, foi possivel identificar a presenca de sinais que caracterizam o nucleo
piperidinico trissubstituido para 18 em ¢ 55,19 (CH), ¢ 65,93 (CH), 6 31,83 (CH2), 24,93
(CH2), 56,32 (CH) e 17,97 (CH3), e para 21 em & 51,52 (CH), 6 68,65 (CH), 6 27,80
(CH2), 26,23 (CH2), 48,37 (CH) e 13,21 (CH23), relativos aos carbonos C—2, C-3, C—4,

C-5, C-6 e C-7, respectivamente.
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Figura 35. Espectro de RMN de '*C-DEPTq dos alcaloides 18 (A) e 21 (B) (150 MHz, DMSO).
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Figura 36. Ampliagdo do espectro 35 (& 10,0—80,0) dos alcaloides 18 (A) ¢ 21 (B).
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Figura 37. Ampliagdo do espectro 35 (& 10,0-38,0) dos alcaloides 18 (A) ¢ 21 (B).
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Figura 38. Ampliagdo do espectro 35 (6 28,6-30,4) dos alcaloides 18 (A) ¢ 21 (B).
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As configuragdes relativas dos centros estereogénicos presentes no nucleo
piperidinico dos alcaloides 18 e 21, foram propostas com base nos experimentos de
NOESY 1D (Figuras 39—41). Para o alcaloide 18, quando irradiado o sinal referente ao
H-2 (5 2,76) (Figura 39), foi possivel observar as correlacdes com os sinais referentes
aos hidrogénios H-6 (0 2,56) e H-7 (5 0,98). Ao irradiar o sinal referente ao H-3 (d 3,45)
(Figura 40), foi possivel observar as correlacdes com os sinais referentes aos hidrogénios
H-2 (6 2,76) e H-4a (6 1,74) e, ao irradiar o sinal referente ao H-6 (6 2,56) (Figura 41),
foi possivel observar a correlacdo com o sinal referente ao hidrogénio H-2 (3 2,76). As
correlacdes observadas (Figura 42) indicam que os hidrogénios H-2, H-3 ¢ H-6 mantém
uma relagdo cis em relagdo ao plano do anel.

Ja para o alcaloide 21, quando irradiado o sinal referente ao H-2 (6 2,99)
(Figura 39), foi possivel observar a correlagdo com o sinal referente ao hidrogénio
H-3 (8 3,52) e, ao irradiar o sinal referente ao H-3 (& 3,52) (Figura 40), foi possivel
observar a correlagdo com o sinal referente ao hidrogénio H-2 (6 2,99), indicando que os
hidrogénios H-2 ¢ H-3 mantém uma relacao cis em relagdo ao plano do anel. Ao contrario
do que ocorre em 18, no alcaloide 21, quando irradiado o sinal referente ao H-6 (6 2,61)
(Figura 41), ndo foi possivel observar a correlagdo com o sinal referente ao hidrogénio
H-2 (3 2,99), indicando que o hidrogénio H-6 mantém uma relagcdo trans com os
hidrogénios H-2 e H-3 em relagdao ao plano do anel. Nesse sentido, as correlagdes

observadas para os alcaloides 18 e 21 sugerem que os compostos sdo epimeros no C—6.
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Figura 39. Espectro de RMN de NOESY 1D irradiando o H-2 dos alcaloides 18 (A) e 21 (B)

(500 MHz, DMSO).
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Fonte: a autora.
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Figura 40. Espectro de RMN de NOESY 1D irradiando o H-3 dos alcaloides 18 (A) ¢ 21 (B)
(500 MHz, DMSO).
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Figura 41. Espectro de RMN de NOESY 1D irradiando o H—6 dos alcaloides 18 (A) ¢ 21 (B)
(500 MHz, DMSO).
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1.5.4.2 Elucidacao estrutural dos alcaloides 24 e 30

As substancias 24 e 30 foram isoladas a partir do fracionamento cromatografico

da fragdo diclorometano das flores de Senna spectabilis.

Os compostos 24 (80,0 mg, Rr0,77, tr 12,1 min) e 30 (4,0 mg, Rr0,64, tr 13,5
min) apresentaram espectros de RMN de 'H e *C DEPTQ muito parecidos, além de
espectros de massas de alta resolugdo idénticos. Como as substiancias em questdo
possuem propriedades fisicas diferentes (Ry e fr), esses resultados sugerem a presenca de
estereosisomeros, mais especificamente, diasteredmeros.

A analise por EM-IES-(+) em alta resolucdo permitiu estabelecer a formula
molecular C20H39NO2 para 24 e 30, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a dois.
O sinal referente a molécula protonada foi observado em m/z 326,3057 e m/z 326,3053
[M + H]', calculado para C20HioNO2" 326,3054 (A0,9 ppm e A-0,3 ppm),

respectivamente (Figura 42).
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Figura 42. EM-IES-(+) em alta resolucao dos alcaloides 24 (A) ¢ 30 (B).
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Quando o sinal referente a molécula protonada foi submetido a analise sequencial
(EM/EM), foi observado o ion fragmento de m/z 308, que foi atribuido a eliminacgdo

neutra de dgua (18 u) (Figura 43).
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Figura 43. EM/EM-IES-(+) dos alcaloides 24 (A) e 30 (B).
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Fonte: a autora.

A anélise dos espectros de RMN de 'H dos alcaloides 24 e 30 (Tabela 4)
(Figuras 44—46) permitiu observar a extremidade da cadeia lateral, funcionalizada pelo
grupo metil-cetona e identificada pela presenca dos sinais 6 2,39 (2H, t) e 6 2,06 (3H, s).
Além disso, foi possivel identificar a presenca de sinais que caracterizam o nucleo
piperidinico trissubstituido para 24 em 6 2,69 (1H, q, J = 6,7 Hz), 6 3,41 (1H, sl),
6 1,74 (1H, m), 1,48 (I1H, m), 1,36 (2H, m), & 248 (1H, m) e
60,99 3H, d, J= 6,7 Hz), e para 30 em 6 3,06 (1H, m), 6 3,55 (1H, m), & 1,55 (1H, m),
1,43 (1H, m), 1,23 (2H, m), 6 2,69 (1H, m) e 6 1,00 (3H, d, J = 6,7 Hz), relativos aos
hidrogénios H-2, H-3, H—4a, H-4b, H-5a, H-5b, H-6 ¢ H-7, respectivamente.
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Figura 44. Espectro de RMN de 'H dos alcaloides 24 (A) e 30 (B) (500 MHz, DMSO).
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Figura 45. Ampliagdo do espectro 44 (5 0,95-2,6) dos alcaloides 24 (A) e 30 (B).
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Tabela 4. Dados de RMN do alcaloide 24 € 30 em DMSO.

24 30
Posicio "H 8y mult.? (J 3C DEPTQ §¢° "H 8 mult.” (J 3C DEPTQ §¢°

em Hz) (mult.) em Hz) (mult.)
2 2,69 q (6,7) 55,21 (CH) 3,06 m 51,44 (CH)
3 3,41 m 66,12 (CH) 3,55 m 68,21 (CH)
4 1471: 2 32,09 (CH,) iiz 2 27,47 (CH,)
5 1,36 m 25,41 (CHy) 1,23 m 26,15 (CHa)
6 2,48 m 56,39 (CH) 2,69 m 48,76 (CH)
7 0,99 d (6,7) 18,39 (CHs) 1,00 d (6,7) 19,33 (CHs)
pr i;g 2 36,22 (CH) 1,23 m (CH)
2 1,28 m 25,73 (CHa) 1,23 m (CHy)
3 1,23 m 29,66 (CH,) 1,23 m 29,61 (CH,)
4 1,23 m 29,52¢ (CHa) 1,23 m 29,48¢ (CHa)
5 1,23 m 29,49¢ (CHa) 1,23 m 29,45¢ (CHa)
6 1,23 m 29,45¢ (CHa) 1,23 m 29,38 (CHa)
7 1,23 m 29,40¢ (CHa) 1,23 m 29,32¢ (CHa)
8 1,23 m 29,38¢ (CHa) 1,23 m 29,18¢ (CHa)
9 1,23 m 29,32¢ (CHa) 1,23 m 29,16° (CHa)
10" 1,23 m 29,01°¢ (CHa) 1,23 m 29,02¢ (CHa)
1 1,43 qt 23,66 (CH,) 1,43 23,67
12! 2,40 t (7,4) 43,18 (CHa) 2,39 t(7,2) 43,25 (CHa)
13" - 208,95 (C) - 208,74 (C)
14' 2,06 s 30,12 (CHs) 2,06 s 30,20 (CHs)

%0s experimentos de RMN foram realizados a 600 e 150 MHz para 'H e "*C, respectivamente e
deslocamentos quimicos (d) estabelecidos em relacdo ao padrdo interno TMS (6tms 0,00).
"Multiplicidade: s (simpleto); d (dupleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m
(multipleto). “ Valor atribuido com base no deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra v.
12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.

Fonte: a autora.

J4 a analise do espectro de RMN de '*C DEPTQ (Tabela 4) (Figuras 47-50)
permitiu diferenciar os alcaloides 18/21 e 24/30 na regido entre 6 29,01-29,66, sendo que
em 24/30 sao observados dois sinais adicionais referente aos carbonos metilénicos da

cadeia lateral.
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Figura 47. Espectro de RMN de '*C-DEPTq dos alcaloides 24 (A) e 30 (B) (150 MHz, DMSO).
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Figura 48. Ampliagdo do espectro 47 (& 10,0—80,0) dos alcaloides 24 (A) ¢ 30 (B).
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Figura 49. Ampliagdo do espectro 47 (& 10,0-38,0) dos alcaloides 24 (A) ¢ 30 (B).
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Figura 50. Ampliagdo do espectro 47 (6 28,6-30,4) dos alcaloides 24 (A) ¢ 30 (B).
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Fonte: a autora.
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As configuragdes relativas dos centros estereogénicos presentes no nucleo

piperidinico dos alcaloides 24 e 30 (Figuras 51-53), foram propostas com base nos

experimentos de NOESY 1D, de onde foi possivel observar a mesma estereoquimica

relativa para os pares 18/24 e 21/30.

Figura 51. Espectro de RMN de NOESY 1D irradiando o H-2 dos alcaloides 24 (A) e 30 (B)

(500 MHz, DMSO).
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Figura 52. Espectro de RMN de NOESY 1D irradiando o H—3 dos alcaloides 24 (A) ¢ 30 (B)

(500 MHz, DMSO).
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Figura 53. Espectro de RMN de NOESY 1D irradiando o H—6 dos alcaloides 24 (A) ¢ 30 (B)
(500 MHz, DMSO).
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Dessa forma, foram possiveis o isolamento e a identificacdo estrutural dos quatro
alcaloides piperidinicos quirais, incluindo os diasteredmeros por meio da utilizagdo das
técnicas de espectrometria de massas com ionizacao por electrospray em alta resolugdo e
de RMN de 'H e "3C, principalmente, os experimentos de NOESY 1D, bem como da
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Embora tenha sido possivel a determinagdo da
configuragdo relativa dos centros estereogénicos do nucleo piperidinico, a configuragao
absoluta permaneceu indeterminada. Assim, no proximo capitulo sera abordada a
utilizagdo do método de Mosher para a determinacdo da configuragdo absoluta desses

compostos.
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CAPITULO 2

Determinacdo da configuragdo absoluta dos alcaloides piperidinicos isolados das flores

de Senna spectabilis
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2.1 INTRODUCAO

2.1.1 Quiralidade

A International Union for Pure and Applied Chemistry (IUPAC) (MOSS, 1996)
considera quiralidade como a propriedade geométrica de um objeto rigido (ou arranjo
espacial de pontos ou atomos) nao ser superponivel com sua imagem especular. Esse
objeto ainda ndo pode apresentar elementos de simetria como plano de simetria, centro
de inversao ou eixos de rotacao-reflexao.

Historicamente, a descoberta da quiralidade foi atribuida a Louis Pasteur, quimico
e biologo francés, quando observava cristais do acido tartarico sob um microscopio. Ele
percebeu que cada cristal tinha uma pequena faceta em uma de suas bordas, orientada as
vezes para a direita e as vezes para a esquerda. Com o auxilio de uma lupa e pinga, ele
conseguiu separar & mao pela primeira vez, em 1848, os dois enantiomeros do acido
tartarico (Figura 54). Essa foi a primeira resoluc¢do quiral artificial na historia da ciéncia,
no entanto, foi necessario cerca de um século para se consolidar a teoria de que a
quiralidade desempenha um papel fundamental ndo apenas na vida das plantas e animais,
mas também dos seres humanos, sendo de fundamental importincia nas industrias
farmacéutica e agroquimica (NGUYEN et al., 2006;
VANTOMME; CRASSOUS, 2021).

Figura 54. Cristais do acido tartarico separados por Louis Pasteur em 1848.
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HOOC OH HO COOH
H---:H:---H H---:H:---H
HO COOH HOOC OH
1: (+)-acido tartarico 2: (-)-acido tartarico

Fonte: modificado de Vantomme ¢ Crassous (2021).
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O interesse em determinar a estereoquimica absoluta de um composto organico
quiral deriva do fato de que a disposi¢do dos substituintes em torno de um centro
estereogénico freqiientemente determina propriedades importantes nos aspectos
quimicos, fisicos, biologicos e farmacéuticos. A necessidade de obtencdo de compostos
enantiomericamente puros gera o crescimento e desenvolvimento de dreas como a sintese
assimétrica, cromatografia quiral (técnicas de resolugdo) e técnicas de determinagdo da
configuragdo absoluta dos centros estereogénicos em que os métodos sejam simples e

confiaveis e se possivel de baixo custo (SECO et al., 2004).

2.1.2 Configuracao absoluta

Existem varios métodos instrumentais para a determinagdo da configuracao
absoluta. Os mais amplamente conhecidos sdo a cristalografia de raios-X, seguida dos
métodos quirodpticos (por exemplo, dicroismo circular (DC), dispersdo rotatdria Optica
(DRO) ou rotagdo Optica especifica); entretanto, seu uso nao estd isento de alguns
inconvenientes e limitagdes relacionadas aos equipamentos, que sao muito especificos
para cada método, além de requerer treinamento especial para operagdo e preparo da
amostra, como no caso da difragdo de raios X (DRX), que requer monocristais de boa
qualidade (BATISTA et al., 2021). Outros métodos incluem rotacdo especifica,
infravermelho (IR), dicroismo circular vibracional e atividade optica vibracional Raman.

Recentemente, tem se difundido o uso da espectroscopia de RMN como uma
alternativa eficiente para resolver o problema da determinacdo da configuracdo absoluta,
existindo duas abordagens gerais na analise da configura¢do absoluta por RMN. A
primeira envolve aqueles procedimentos onde a derivatizagdo do substrato cuja
configuracdo absoluta ¢ desconhecida ndo € necessaria. A amostra (o enantidmero puro)
¢ analisada por RMN em um ambiente quiral que ¢ fornecido por um solvente quiral ou
pela adicdo de um reagente de solvatacao quiral (RSQ) a um solvente padrao nao quiral.
Nesta abordagem, ndo ha ligagdo covalente entre a amostra e o “reagente” quiral, e essa
vantagem ¢ a origem de sua principal limitagdo: o ambiente quiral produz diferencas
muito pequenas nos deslocamentos quimicos para os dois enantiomeros, gerando
espectros de RMN muito semelhantes; muitas vezes, os dois enantidmeros devem estar
disponiveis para comparagao e nenhuma correlagdo clara entre a configuragao absoluta e

os espectros de RMN pode ser estabelecida. Por essas razdes, a utilidade deste método ¢é
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praticamente restrita a determina¢do da pureza enantiomérica (SECO et al., 2004;
BARREIROS et al., 2005; SECO et al., 2015).

A segunda abordagem envolve a derivatizagdo do substrato (o enantidmero puro)
com os dois enantidmeros de um reagente de derivatizagdo quiral (RDQ), produzindo
dois derivados diastereoméricos. Nesse caso, o ambiente quiral ¢ fornecido pelo reagente
auxiliar que foi conectado ao substrato através de ligagdo covalente, o que leva a
diferencas mais significativas nos deslocamentos quimicos de RMN 'H e *C, do que
aquelas obtidas quando RSQs sdo usados. Embora, em certos casos, uma combinagdo das
duas abordagens possa ser usada, a derivatizacdo com RDQs ¢, de longe, o método
preferido para a atribuigdo da configuragdo absoluta por RMN (SECO et al., 2004;
BARREIROS et al., 2005; SECO et al., 2015).

Muitos esfor¢os para desenvolver RDQs que sdo uteis para atribuir a configuragdo
absoluta de diferentes substratos tém sido descritos na literatura cientifica, no entanto,
desde sua implementacdo em 1973, o mais conhecido ¢ o "método de Mosher", que usa
o acido metoxitrifluorfenilacético (MTPA) como o reagente. Seu uso tem sido um dos
mais bem sucedidos, abrindo caminho para o desenvolvimento de novos reagentes até
mais eficientes e especificos para diferentes substratos, porém, baseados no mesmo

principio (SECO et al., 2004; BARREIROS et al., 2005; SECO et al., 2015).

2.1.2.1 Método de Mosher

O 4cido a-metoxi-a-trifluorometilfenilacético (MTPA) (Figura 55) tem sido o
reagente de derivatizacdo mais comumente usado para a determinacao da configuracao
absoluta de alcoois secundarios por RMN desde o primeiro relato por Mosher e
colaboradores em 1973. Esse método ficou conhecido como ‘“analise dos ésteres de
Mosher”, ja que a conjugacdo dos carbindis com MTPA produz os ésteres
correspondentes. Embora Mosher tenha usado originalmente a espectroscopia de RMN
de '°F, em particular os deslocamentos quimicos dos grupos CF3, para a atribui¢do da
configuragio absoluta, em estudos posteriores foram utilizados RMN de 'H e '°C, € os
deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio e de carbono do dalcool quiral,
respectivamente. O método de Mosher baseia-se no fato de que os hidrogénios nos ésteres
de MTPA diastereoméricos exibem diferentes deslocamentos quimicos () em seus
espectros de RMN de '"H. Um protocolo tipico de anélise de éster de Mosher consiste no

seguinte: (i) preparagdo de cada um dos ésteres diastereoméricos (S)-MTPA (34) ¢
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(R)-MTPA (35) e (ii) analise comparativa (A§5F) dos dados do espectro RMN de 'H
desses dois ésteres (CALCATERRA et al., 2018).

Figura 55. Acidos (5)-MTPA (34) e (R)-MTPA (35).

34: (S)-MTPA 35: (R)-MTPA

Fonte: a autora.

A determinagao da configuragdo absoluta R/S no centro estereogénico do alcool ¢
feita através da correlagdo entre esse centro € o carbono assimétrico do RDQ de
configuracdo absoluta conhecida, de acordo com o efeito anisotropico de protecio e/ou
desprote¢do que o grupo aromatico do reagente auxiliar produzird nos substituintes L1 e
L2 do alcool. Para isso, sdo consideradas as mudangas nos deslocamentos quimicos dos
substituintes do carbono assimétrico do alcool (L1 e L2) nos dois diasteredmeros. Essas
diferencas nos deslocamentos quimicos sdo representadas por Ad, e € o sinal desse
parametro (+ ou —) que fornece informagdes sobre a configura¢do (Figura 56)
(SECO et al., 2004; BARREIROS et al., 2005; SECO et al., 2015).

Naturalmente, a chave para o sucesso desse método esta na atribui¢ao de que um
determinado conféormero ¢ mais representativo em ambos o0s enantidmeros
(R- e S-MTPA) e que permanece assim quando diferentes substratos sdo derivatizados.
Em solugdo, os diasteredmeros existem em equilibrio conformacional (Figura 57). Este
equilibrio ¢ muitas vezes complexo, no entanto, o balanco final tem uma influéncia
substancial na capacidade do grupo anisotropico (anel aroméatico) de proteger/desproteger
os substituintes Li/L> seletivamente. As quantidades relativas de cada conférmero e a
forga do efeito anisotropico do anel aromatico sera refletida (em média) no deslocamento
quimico do RMN resultante. Portanto, para correlacionar as informagdes obtidas dos
espectros de RMN (os valores Ad) com a configuragdo absoluta, a compreensao detalhada
dos principais conférmeros, assim como a forca e a dire¢ao do efeito anisotropico do anel
em Li e L em cada conformacdo ¢ necessario (SECO et al., 2004;

BARREIROS et al., 2005; SECO et al., 2015).
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Figura 56. Dupla derivatizagdo de um alcool com os enantidmeros do reagente auxiliar
(R)- e (S)-MTPA.
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Fonte: modificado de Seco, Quifioa e Riguera (2004).

Figura 57. Efeitos de protecdo/desprote¢ao nos trés conformeros mais representativos dos ésteres

de MTPA.
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Fonte: adaptada de Barreiros e David (2005).

Os ésteres de MTPA, de acordo com célculos semiempiricos, sdo constituidos de
trés conformeros principais (spi, sp2 € api) de baixa energia em equilibrio e com

quantidades similares, independentes da estrutura do alcool, que sdo gerados pelas
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rotagdes em torno das ligagdes Ca—C=0 e Co—Ph. Em alguns conférmeros o anel
aromatico produz protecdo e em outros, desprote¢do (Figura 61). Assim, nos ésteres de
(R)-MTPA o grupo Li esta localizado na regido de desprote¢do do anel aromatico no
conférmero api, € nao ¢ afetado nos conformeros sp1 e sp2. No entanto, o grupo L2 estd
localizado na regido de protecdo do anel aromatico no conféormero spi € na regido de
desprotecao do conférmero sp2, ndo sendo afetado no conformero ap: (Figura 57A). Nos
ésteres de (S)-MTPA o substituinte Li estd localizado na area de prote¢do do anel
aromatico no confomero sp1 € na regiao de desprotecdo no conférmero sp2, ndo sendo
afetado no conférmero api1. Enquanto que, neste derivado, o substituinte L> esta na regido
de desprotecao do anel aromatico no conférmero api, ndo sendo afetado nos conférmeros
sp1 e sp2, respectivamente (Figura 57B). Neste caso, os efeitos anisotropicos de protecao
e desprotecao do anel aromatico nos conformeros sp1 € sp2 sdo cancelados mutuamente.
Portanto, o efeito mais acentuado no espectro de RMN de 'H sera aquele do conformero
ap1, que é de desprotegdo. Os valores de A3 sdo calculados de acordo com as formulas:
ASRS L1 = (88 L1 — 85L1) e AS®S Lo = (88 L2 — 85 L2). Tendo em vista que nos ésteres de
MTPA o conférmero api € protagonista, o substituinte L1 € mais desprotegido nos ésteres
do derivado (R)-MTPA, significando que A8%S L1 > 0, enquanto que o substituinte L2 é
mais desprotegido nos ésteres do derivado (S)-MTPA, de modo que
AR5 12 < 0 (Figura 58A). Se a configurac¢do do alcool fosse oposta, entdo os sinais de

ASRS L1 e AS®S L, também seriam opostas (Figura 58B) (SECO et al., 2004).

Figura 58. Modelo proposto por Mosher para atribui¢do da configuragdo absoluta por RMN de
'H.
A

H H
Im@ HH@
MTPAO ASRS < MTPAO ASRS <

ASRS > () ASRS >

B

Fonte: modificado de Seco, Quifioa e Riguera (2004).

A liberdade conformacional dos derivados de MTPA (trés confoérmeros: spi1, sp2 €
ap1), que simultaneamente causam efeitos de prote¢do/desprotecdo no mesmo
substituinte, podem representar uma limita¢do para a utilizagdo do método, sendo que
com frequéncia sio observados pequenos valores de A*S que sdo de pouca utilidade para

a atribuicao de configuracao absoluta (SECO et al., 2004; BARREIROS et al., 2005).
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Ao mesmo tempo, a flexibilidade conformacional dos ésteres de MTPA e o efeito
anisotropico podem provocar pequenas mudangas estruturais ou experimentais (por
exemplo, solvente ou temperatura) para alterar o equilibrio entre os conformeros, fazendo
com que os deslocamentos quimicos de A®S sigam padrdes diferentes daqueles previstos
pelo modelo original de Mosher (SECO et al., 2004).

Uma das alternativas para as limitagdes relacionadas ao reagente MTPA ¢ o uso
de outros RDQs, como o &cido a-metoxi-a-fenilacético (MPA), em que os ésteres
apresentam um numero de conférmeros mais restrito com apenas dois conformeros
(sp/ap) e uma preferéncia mais clara por um desses (sp), que, por sua vez, exerce um
efeito anisotropico de prote¢do nos substituintes (L1 e L2) resultando em valores de AS%S

mais significativos e mais confiaveis (Figura 59) (SECO et al., 2004).

Figura 59. Equilibrios conformacionais nos ésteres MPA.
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Fonte: modificado de Seco, Quifioa e Riguera (2004).

Estudos foram realizados para verificar se a substitui¢do da fenila por outros
sistemas arilicos maiores seriam capazes de produzir um efeito de prote¢ao mais intenso
sobre os substituintes (L1 e L2). Os resultados descritos por Seco e colaboradores (2004),
mostram que os acidos arilmetoxiacéticos (AAMAs), que contém substituintes naftila
(Figura 60) ou antracila, causam efeito de prote¢ao mais efetivo que o MPA e por
consequéncia permite observar um deslocamento quimico mais nitido e um A% mais

pronunciado. Essa movimentac¢ao do deslocamento quimico de forma mais pronunciada,
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resulta da combinagdo do intenso efeito do campo magnético do sistema aromatico do
naftaleno ou antraceno e da maior rigidez conformacional, deixando o anel numa

orientagdo que afeta os substituintes L1 e L2 de forma mais efetiva (SECO et al., 2004).

Figura 60. Principais conformeros gerados pela rotagdo do C,—Ar nos AAMAs.

(?)-(R)-AAMA ‘
R

OCH3

HOCH; / Lz Ly conférmero ap
OCH,
Ly g
I—L Ar AE
2 )
5

conférmero sp y o u
(7)-(S)-AAMA HAS A

conférmero ap

conférmero sp

Fonte: Seco, Quifioa e Riguera (2004).

Uma alternativa economicamente vidvel para os laboratorios que nao tenham nos
seus almoxarifados os RDQs ¢ a utilizagdo do (S)-(+)-naproxeno (36) (Figura 61), um
antiinflamatdrio ndo esteroidal (AINE) comercializado na sua forma enantiomericamente
pura. Esse farmaco vem sendo aplicado como RDQ por ser relativamente barato em

comparagdo com outros comercialmente disponiveis e de estrutura semelhante a do

1-NMA (BLAZEWSKA e GAJDA, 2002).

Figura 61. (S)-(+)-Naproxeno.
Hs

OH
HzCO

36: (S)-(+)-naproxeno

iNe)

Fonte: a autora.
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Nessa situacdo, de simples derivatizacdo, o alcool de configuragdo absoluta
desconhecida ((?)-A) pode ser submetido a reagdo com apenas um dos enantidmeros do
RDQ (R ou S). O espectro de RMN de 'H do diastereomero formado é obtido a
temperatura ambiente (T1) e, em seguida a temperatura (T>) mais baixa, onde a populacao
do conféormero mais estavel ¢ preferencial (Figura 62). O parametro para calculo da

diferenca de AST!T?

¢ definido como o valor de deslocamento quimico para o hidrogénio
do substituinte L1 no derivado a temperatura ambiente T: subtraindo-se o valor do
deslocamento quimico do mesmo hidrogénio deste derivado a baixas temperaturas Tz,
conforme a equagdo: AST'T?Li=8"L1 — 8™Li e ALy = &L, — 8™L2. O
estabelecimento da configuracdo R/S ¢ idéntica ao de alcoois na dupla derivatizagdo

(SECO et al., 2004; BARREIROS et al., 2005).

Figura 62. Simples derivatizacdo de um alcool com o enantidmero do reagente auxiliar

(S)-(+)-naproxeno em diferentes temperaturas.

L4

Lz
Mudancga de
temperatura

H
(S)-Naproxeno RMN 'H

hot Vi) —

Ly

(?)-A

Ad L4 Ad L,
(?)-A-(S)-Naproxeno

Fonte: modificado de Seco, Quifioa e Riguera (2004).

Nesse sentido, as metodologias utilizadas para atribuir a configuragdo absoluta de
moléculas quirais evoluiram consideravelmente e tornaram-se uma das etapas
indispensaveis para a caracterizacdo estrutural completa de produtos naturais, incluindo
o arranjo espacial dos atomos, visto que a determinagdo inequivoca da configuragdo
absoluta (CA) fornece informagdes cruciais para ensaios biologicos e investigagdes de

vias biossintéticas (BATISTA et al., 2001).
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2.2 OBJETIVOS

Determinar a configuragao absoluta dos alcaloides piperidinicos isolados das

flores de Senna spectabilis utilizando o método de Mosher.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Solventes

e Cloroformio (CHCI3): Synth P.A. ACS
e DMSO-ds: (Cambridge Laboratories)

2.3.2 Reagentes

e Acido cloridrico (HCI) 37% (Vetec, CAS: 7647-01-0)

e Acido sulfurico (H2SO4) 98% (Vetec, CAS: 7664-93-9)

e Acido  (R)-(+)-a-metoxi-a-trifluorometilfenilacético ~ 99%  ((R)-MTPA)
(Sigma Aldrich, CAS: 20445-31-2)

e Acido (5)-(—)-a-metoxi-a-trifluorometilfenilacético 99% ((S)-MTPA)
(Sigma Aldrich, CAS: 17257-71-5)

e Carbonato de sodio (Synth, CAS: 497-19-8)

¢ Dimetilaminopiridina (DMAP) 98% (Sigma Aldrich, CAS: 1122-58-3)

e Naproxeno Sodico® 550 mg (Neo Quimica)

e Hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N -etilcarbodiimida (do inglés
N-(3-dimethylaminopropyl)-N -ethylcarbodiimide hydrochloride, EDC) 99%
(Sigma Aldrich, CAS: 1892-57-5)

2.3.3 Técnicas espectroscopicas

As analises por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, '*C, HSQC,
HMBC e NOESY 1D dos alcaloides piperidinicos foram realizadas em espectrometro
Brucker Avance III HD com campo de 14,1 T e criossonda TCI (Triple Channel Inverse)
de 5 mm. Todas as amostras foram solubilizadas em dimetilsuféxido deuterado
(DMSO-ds, Sigma-Aldrich®). Os experimentos foram realizados a 25 °C, utilizando o
solvente residual como padrao interno. Essas analises foram realizadas no instituto de
quimica da universidade estadual paulista Jilio de Mesquita Filho (UNESP) no campus

de Araraquara.
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2.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

A metodologia utilizada para sintese dos ésteres de Mosher foi adaptada a partir
das reagdes realizadas por Kusumi e Ohtani (1999) e Freitas e colaboradores (2018).

Inicialmente, foi proposta a transformacdo dos alcaloides piperidinicos em
cloridratos para evitar que a reacao ocorresse no nitrogénio do anel piperidinico e sim na
hidroxila do C-3. A andlise detalhada dos conformeros dos alcaloides (—)-cassina (18) e
(—)-espectalina (24) (Figura 63) permite observar que o conformero B pode fazer uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o par de elétrons da hidroxila do anel
piperidinico com o hidrogénio ligado ao nitrogénio, o que pode contribuir para a baixa
reatividade da hidroxila. Também ¢ preciso levar em consideragdo que a nucleofilicidade
do nitrogénio ¢ maior que a da hidroxila, fun¢do a ser esterificada, o que pode levar a
produtos indesejados de acilagdo (amidas). Esses produtos podem ser obtidos quando o
par de elétrons do nitrogénio estiver livre (base livre) ou ndo estiver comprometido nas
ligagdes intramoleculares, representado pelos conféormeros B, C e D (Figura 63). Para
contornar esse problema a esterificagao foi realizada a partir dos cloridratos dos alcaloides

18 e 24, o que deixa a hidroxila como principal nucleofilo.

Figura 63. Conformacdes possiveis para os alcaloides (—)-cassina e (—)-espectalina.

A B
CHs, CH,
n - n
N/H -~ N@
HaC @ o HaC | o
O\ e . HQQ—”'/H
H n =7: (-)-cassina (18) n =7: (—)-cassina (18)
n = 9: (-)-espectalina (24) n = 9: (-)-espectalina (24)

H
HO |
N e
g O -
CH3 n CH3
n =7: (-)-cassina (18) n =7: (-)-cassina (18)
n = 9: (-)-espectalina (24) n = 9: (-)-espectalina (24)

Fonte: a autora.
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Em seguida, para determinar a configuragdo absoluta dos alcaloides piperidinicos,
foi utilizado o método desenvolvido por Mosher em 1973 pela possibilidade de trabalhar
com pequenas quantidades de amostra e por ser eficiente para alcoois primarios e
secundarios, aminas primarias e secundarias e para acidos carboxilicos. A técnica utiliza
reagentes quirais opticamente puros que possuem em suas estruturas quimicas
substituintes aromaticos capazes de afetar, do ponto de vista de efeitos anisotropicos, os
grupos (hidrogénio e carbono) do substrato vizinhos ao centro estereogénico, que se
pretende determinar a configuracao absoluta. Essas intera¢cdes podem ocorrer na forma
de protecdo/desprote¢io, que pode ser observada nos espectros de RMN 'H e 1*C, obtidos

experimentalmente sob mesmas condi¢des de andlise, dos ésteres de Mosher preparados.

2.4.1 Derivatiza¢ido com reagente de derivatizacio quiral

Os ésteres de Mosher foram preparados a partir do cloridrato de (-)-cassina (18a)
e do cloridrato de (—)-espectalina (24a) com os seguintes reagentes de derivatizagao quiral:
acidos (—)-(S)-MTPA (34) e (+)-(R)-MTPA (35) e também com o (+)-(S)-naproxeno (36)
(Figura 64), que foi obtido a partir do farmaco Naproxeno Sodico®, comercializado na

forma enantiomericamente pura.

Figura 64. Reagentes de derivatizacdo quiral utilizados no preparo dos ésteres de Mosher.

__OH
CFy S
o]
34: (S)-MTPA 35: (R)-MTPA 36: (S)-naproxeno

Fonte: a autora.

2.4.1.1 Preparo dos cloridratos

Os cloridratos 18a ¢ 24a foram preparados por adicdo de HCl), gerado pelo
gotejamento de H2SO4(1) (20 mL) sobre HCl() (20 mL) a temperatura ambiente, utilizando
um sistema de Kipp modificado (Figura 65), onde os vapores do gas formado foram

borbulhados em 5 mL de CHCIz contendo a amostra do alcaloide.
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Figura 65. Sistema de Kipp modificado para preparagdo dos cloridratos.

Fonte: a autora.

2.4.1.2 Extragdo do (+)-(S)-naproxeno a partir do Naproxeno Sodico® comercial

Os comprimidos (10 unidades) do Naproxeno Sodico® (5,5 g, 21,8 mmol) foram
triturados € o material pulverizado foi transferido para um béquer. Em seguida, foi
solubilizado em 20 mL de HCI (3,0 mol L), filtrado e submetido a extragdo com AcOEt
(5 x 30,0 mL). A fase orgéanica foi submetida a extra¢do liquido-liquido com solugdo
saturada de cloreto de sodio (30 mL) (Figura 66). Os resquicios de dgua foram retirados
utilizando sulfato de sédio anidro e 0 AcOEt removido em evaporador rotativo (40 °C).

O produto foi analisado por RMN para confirmacao da estrutura.
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Figura 66. Fluxograma da extragdo do (+)-(S)-naproxeno.

Naproxeno soédico
55¢g

1. Solubilizar em solugdo acida 3,0 M (HCI)
2. Filtrar
3. Extracdo com AcOEt (5 x 30 mL)

F. Aquosa F. AcOEt

1. Extracdo com solucdo saturada de
NaCl (30,0 mL)

F. Aquosa (+)-(S)-naproxeno

Fonte: a autora.

2.4.1.3 Sintese dos ésteres de Mosher

O cloridrato 18a foi solubilizado em cloroférmio e, em seguida, foi adicionado o
RDQ, 0 hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N -etilcarbodiimida
(do inglés N-(3-dimethylaminopropyl)-N -ethylcarbodiimide hydrochloride, EDC) e a
dimetilaminopiridina (DMAP) (Figura 67) (Tabela 5). A mistura foi agitada a temperatura
ambiente e monitorada por CCD, até que todo o material de partida fosse convertido no
produto (Rr produto > Rr reagente). Ao término da reacdo (acompanhada por CCD), foi
adicionado 30 mL de solugdo aquosa de carbonato de sédio (0,07 mol L', pH 10) a
mistura reacional para neutralizar e retirar o excesso do RDQ. Esse procedimento foi
repetido 5 vezes. Em seguida, as fases aquosas foram reagrupadas e submetidas a extracao
liquido-liquido com CH2Cl2 (5 % 25,0 mL). As fases organicas (CHCI3 e CH2Cl2) foram
reunidas e os resquicios de a4gua removidos utilizando sulfato de sédio anidro. O solvente
foi destilado em evaporador rotativo (40 °C) e o produto (37) (éster de Mosher) analisado
por RMN. As demais reacdes para obtengdo dos ésteres 3842 seguiram o mesmo

protocolo (Tabela 5).
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Tabela 5. Pardmetros reacionais para a sintese dos ésteres de Mosher 37—-42.

. EDC DMAP
Cloridrato mg (mmol) RDQ mg (mmol) Tempo (h) Produto
mg (mmol) mg (mmol)
18a 50,0 (0,15) (+)-(R)-MTPA 24,9 (0,15) 29,0 (0,19) 7,3 (0,06) 31 37
18a 50,0 (0,15) (—)-(S)-MTPA 249 (0,15) 29,0 (0,19) 7,3 (0,06) 31 38
24a 54,2 (0,15) (+)-(R)-MTPA 24,9 (0,15) 29,0 (0,19) 7,3 (0,06) 31 39
24a 54,2 (0,15) (—)-(S)-MTPA 24,9 (0,15) 29,0 (0,19) 7,3 (0,06) 31 40
18a 50,0 (0,15) (+)-(S)-naproxeno 48,4 (0,21) 32,6 (0,21) 20,8 (0,17) 35 41
24a 54,2 (0,15) (+)-(S)-naproxeno 48,4 (0,21) 32,6 (0,21) 20,8 (0,17) 35 42

Fonte: a autora.

Figura 67. Preparacdo dos ésteres de Mosher.
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Reacio com os RDQs (R)- e (S)-MTPA

A configuracdo absoluta do carbono assimétrico C-3 dos alcaloides 18 e 24 estdo
sendo avaliadas através do método desenvolvido por Mosher em 1973 para alcoois
secundarios. A metodologia envolve a dupla derivatizacdo dos alcaloides piperidinicos
com 0 acido a-metoxi-a-trifluorometilfenilacético ((R)-MTPA e
(S)-MTPA).

Inicialmente, o preparo dos ésteres foi feito a partir de uma adaptacdo da reagao
de esterificacdo de Steglich, que utiliza DMAP como catalisador e EDC como agente de
acoplamento (TAIN et al., 2020). A proposta de mecanismo (Figura 68) tem inicio com
uma reagao acido-base entre 0o DMAP e o acido carboxilico (MTPA), resultando no acido
conjugado do DMAP e no carboxilato do MTPA (nucleéfilo), que na sequéncia ataca o
EDC (eletréfilo). Em seguida, o conjugado MTPA-EDC™ captura o proton do DMAP-H"
e na sequéncia o DMAP ataca a carbonila do conjugado MTPA-EDC levando a formagao
do conjugado MTPA-DMAP" ¢ EDC-O", que captura o hidrogénio do alcool do alcaloide
e gera N-etilureia como subproduto. Na sequéncia, o alcaloide anidnico ataca a carbonila

do MTPA-DMAP" levando ao éster de Mosher (37-40).
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Figura 68. Mecanismo proposto para sintese dos ésteres de Mosher.

'rRm

Fonte: a autora.
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Os derivados 37, 38, 39 ¢ 40 foram sintetizados de acordo com o protocolo
discutido no item 2.4.1.3. A reagdo foi monitorada por CCD por 31h, onde foi possivel
observar uma mancha na cromatoplaca com Rr maior do que o material partida, indicando
a formagao dos ésteres, que apresentam carater mais apolar que os alcaloides. Através da

analise por RMN foi possivel verificar a formag@o dos produtos de interesse.

2.5.1.1 Elucidacdo estrutural dos derivados 37 e 38

A analise dos espectros de RMN de 'H dos derivados 37 e 38 (Tabela 6)
(Figuras 69-72) permitiu observar os mesmos sinais referente ao alcaloide
(-)-cassina (18), com destaque para as alteracdes nos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios do nucleo piperidinico devido a presenca do grupo adicionado, além dos
sinais referentes aos hidrogénios do MTPA. Nesse sentido, foi possivel identificar a
presenca de sinais que caracterizam o nucleo piperidinico trissubstituido para 37 em
6 3,50 (1H, m), 6 3,61 (1H, m), 6 1,66 (1H, m), & 1,54 (1H, m), & 1,78 (1H, m),
6 1,35 (IH, m), 6 2,71 (1H, m) e & 1,20 (3H, d), e para 38 em d 3,44 (1H, m),
6 3,61 (1H, m), 6 1,73 (1H, m), & 1,56 (1H, m), 6 1,48 (2H, m), & 2,60 (1H, m) e
6 0,95 (3H, d), relativos aos hidrogénios H-2, H-3, H-4a, H-4b, H-5a, H-5b, H-6 ¢
H-7, respectivamente. Além disso, os sinais referentes aos hidrogénios aromaticos
(H-4"- H-8") e da metoxila (H-10") foram identificados em & 7,48 (5H, m) e
03,42 (3H, s) para37e 6 7,47 (5SH, m) e 6 3,41 (3H, s) para 38.
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Figura 69. Espectro de RMN de 'H dos derivados 37 (A) e 38 (B) (500 MHz, DMSO).
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Figura 70. Ampliagdo do espectro 69 (5 0,9-2,6) dos derivados 37 (A) e 38 (B).
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Figura 71. Ampliagdo do espectro 69 (3 2,55-3,8) dos derivados 37 (A) ¢ 38 (B).
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7.3 7.2 71 ppm
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Tabela 6. Dados de RMN dos derivados 37 € 38 em DMSO.

37 38
Posicio "H 8y mult.? (J 3C DEPTQ §¢° "H 8 mult.” (J 3C DEPTQ §¢°
em Hz) (mult.) em Hz) (mult.)
2 3,50 56,60 (CH) 3,44 56,49 (CH)
3 3,61 64,59 (CH) 3,61 66,38 (CH)
4 i:gj 22,46 (CH,) izz 2 25,48 (CH)
1,78

5 - 25,08 (CHa) 1,48 m 25,87 (CH,)
6 2,71 56,51 (CH) 2,60 m 55,25 (CH)
7 1,20 d 15,86 (CHs) 0,95d 18,94 (CHs)
I ifg 33,13 (CHy) 1,30 35,60 (CH,)
2 1’17’§ (;n 30,09 (CH) 1,23 m 32,41 (CH)
3 1,23 m 29,49¢ (CH,) 1,23 m 29,75¢(CH,)
4 1,23 m 29,37¢ (CHa) 1,23 m 29,46 (CHa)
5 1,23 m 29,34¢ (CHa) 1,23 m 29,42 (CHa)
6 1,23 m 29,27¢ (CHa) 1,23 m 29,38° (CHa)
7 1,23 m 29,21 (CHy) 1,23 m 29,31¢ (CHy)
8 1,23 m 29,02¢ (CHy) 1,23 m 29,01°¢ (CH,)
9 1,43 gt 23,67 (CH,) 1,43 qt 23,69 CH,)
10" 2,40 t (7,4) 43,18 (CH,) 2,39 t(7,1) 43,21 (CHy)
1 - 209,03 (C) - 210,85 (C)
12! 2,07 s 30,15 (CHs) 2,06 s 30,14 (CHs)
1" - 166,15 (C) - 166,85 (C)
2" - 70,28 (C) - 73,50 (C)
3" - 133,83 (C) - 133,81 (C)
4" 7,48 127,59 (CH) 7,47 126,95 (CH)
5" 7,48 128,90 (CH) 7,47 128,93 (CH)
6" 7,48 126,94 (CH) 7,47 127,51 (CH)
7" 7,48 128,90 (CH) 7,47 128,93 (CH)
8" 7,48 127,59 (CH) 7,47 126,95 (CH)
9" - 153,52 (C) - 153,75 (C)
10" 3,42 55,53 (CHs) 3,41 45,30 (CHs)

%Os experimentos de RMN foram realizados a 600 e 150 MHz para 'H e "*C, respectivamente e
deslocamentos quimicos (d) estabelecidos em relacdo ao padrio interno TMS (6tms 0,00).
"Multiplicidade: s (simpleto); d (dupleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m
(multipleto). ¢ Valor atribuido com base no deslocamento quimico calculado
(ChemDraw Ultra v. 12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.

Fonte: a autora.
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Nos espectros de '*C DEPTQ (Tabela 6) (Figuras 73—77) foram observados os
mesmos sinais referente ao alcaloide (—)-cassina (18), com destaque para as alteragdes
nos deslocamentos quimicos dos carbonos do nticleo piperidinico devido a presenca do
grupo adicionado, além dos sinais referentes aos carbonos do MTPA. Assim, foi possivel
identificar a presenca de sinais que caracterizam o nucleo piperidinico trissubstituido para
37 em o 56,60 (CH), 6 64,59 (CH), 6 22,46 (CH2), 6 25,08 (CH2), & 56,51 (CH) e
0 15,86 (CHs), e para 38 em 6 56,49 (CH), 8 66,38 (CH), 6 25,48 (CH>), & 25,87 (CH),
0 55,25 (CH) e ¢ 18,94 (CH3), relativos aos carbonos C-2, C-3, C—4, C-5, C-6 ¢ C-7,
respectivamente. Ainda, foram identificados os sinais 6 166,15 (C), 6 70,28 (C), 6 133,83
(C), 6 127,59 (CH), 6 128,90 (CH), 6 126,94 (CH), & 153,52 (CH) e 6 55,53 (CH3) para
37 ¢ 6 166,85 (C), & 73,50 (C), 6 133,81 (C), 6 126,95 (CH), 6 128,93 (CH), 6 127,51
(CH), o 153,75 (CH) e & 45,30 (CH3) para 38, relativos aos carbonos C-1", C-2", C-3",
C-4", C-8", C-5", C-7", C-9" e C-10", respectivamente.
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Figura 73. Espectro de RMN de '*C-DEPTq dos derivados 37 (A) e 38 (B) (150 MHz, DMSO).
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Figura 74. Ampliagdo do espectro 73 (5 10,0-80,0) dos derivados 37 (A) e 38 (B).
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Figura 75. Ampliagdo do espectro 73 (5 10,0-38,0) dos derivados 37 (A) e 38 (B).
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Figura 76. Ampliagdo do espectro 73 (5 28,6—30,4) dos derivados 37 (A) e 38 (B).
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Figura 77. Ampliagdo do espectro 73 (6 120,0-140,0) dos derivados 37 (A) e 38 (B).
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2.5.1.2 Elucidacado estrutural dos derivados 39 e 40

A aniélise dos espectros de RMN de 'H dos derivados 39 e 40 (Tabela 7)
(Figuras 78-81) permitiu observar os mesmos sinais referente ao alcaloide
(—)-espectalina (24), com destaque para as alteragdes nos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios do nucleo piperidinico devido a presenca do grupo adicionado, além dos
sinais referentes aos hidrogénios do MTPA. Nesse sentido, foi possivel identificar a
presenga de sinais que caracterizam o nucleo piperidinico trissubstituido para 39 em
o 3,49 (1H, m), 8 3,62 (1H, m), 8 1,58 (1H, m), 6 1,52 (1H, m), 6 1,77 (1H, m),
o 1,35 (1H, m), & 2,75 (IH, m) e 6 1,09 (3H, d), e para 40 em & 3,47 (1H, m),
6 3,63 (1H, m), 6 1,74 (1H, m), 6 1,57 (1H, m), & 1,77 (1H, m), & 1,55 (1H, m),
62,85 (1H, m) e 0 1,22 (3H, d), relativos aos hidrogénios H-2, H-3, H-4a, H-4b, H-5a,
H-5b, H-6 ¢ H-7, respectivamente. Além disso, os sinais referentes aos hidrogénios
aromaticos (H-4"- H-8") e da metoxila (H-10") foram identificados em 6 7,47 (5H, m) e
03,42 (3H, s) para39 e 6 7,47 (5H, m) e 6 3,44 (3H, s) para 40.
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Figura 78. Espectro de RMN de 'H dos derivados 39 (A) e 40 (B) (500 MHz, DMSO).
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Figura 79. Ampliagdo do espectro 78 (5 0,9-2,6) dos derivados 39 (A) e 40 (B).
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Figura 80. Ampliagdo do espectro 78 (d 2,55-3,8) dos derivados 39 (A) ¢ 40 (B).
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Figura 81. Ampliagdo do espectro 78 (5 7,0-8,0) dos derivados 39 (A) e 40 (B).
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Tabela 7. Dados de RMN dos derivados 39 € 40 em DMSO.

39 40
Posicio "H 8y mult.? (J 3C DEPTQ §¢° "H 8 mult.” (J 3C DEPTQ §¢°
em Hz) (mult.) em Hz) (mult.)
2 3,49 55,67 (CH) 3,47 55,68 (CH)
3 3,62 56,47 (CH) 3,63 56,47 (CH)
4 gi 25,38 (CHa) i;‘; 25,46 (CH,)
5 1;2 25,47 (CHa) 1;; 25,49 (CH,)
6 2,75 55,38 (CH) 2,85 55,36 (CH)
7 1,09d 14,73 (CH3) 1,22d 14,71 (CHs)
1 ig; 35,58 (CHy) 1,52 35,59 (CHa)
1,77
2' 155 29,49 (CH,) 1,30 m 28,48 (CH»)
3 1,30 m 29,46 (CH,) 1,25m 29,46°(CH,)
4 1,26 m 29,42°¢ (CHy) 1,23 m 29,45°¢ (CHy)
5 1,24 m 29,41°¢ (CHy) 1,23 m 29,42°¢ (CH,)
6' 1,24 m 29,37 (CHa) 1,23 m 29,41¢ (CHy)
7' 1,24 m 29,35¢ (CHy) 1,23 m 29,38 (CHa)
8 1,24 m 29,33 (CHa) 1,23 m 29,37 (CH,)
9 1,24 m 29,32¢(CH,) 1,23 m 29,32¢ (CHy)
10’ 1,24 m 29,02 (CHy) 1,23 m 29,01°¢ (CHy)
1 1,43 qt 23,67 (CHa) 1,43 qt 23,67 CH,)
12' 2,40 t (7,4) 43,17 (CH,) 2,39t (7,1) 43,17 (CHa)
13' - 209,08 (C) - 211,15 (C)
14' 2,06 s 30,14 (CHs) 2,05 s 30,15 (CH3)
" - 166,41 (C) - 174,50 (C)
2" - 63,06 (C) - 63,09 (C)
3" - 132,18 (C) — 134,10 (C)
4" 7,47 127,61 (CH) 7,47 126,95 (CH)
5" 7,47 129,12 (CH) 7,47 128,96 (CH)
6" 7,47 128,13 (CH) 7,47 127,60 (CH)
7" 7,47 129,12 (CH) 7,47 128,96 (CH)
8" 7,47 127,61 (CH) 7,47 126,95 (CH)
9" - 153,64 (C) - 153,78 (C)
10" 3,42 54,55 (CHs) 3,44 54,55 (CH3)

%0Os experimentos de RMN foram realizados a 600 e 150 MHz para 'H e "*C, respectivamente e
deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relacdo ao padrdo interno TMS (6tms 0,00).
*Multiplicidade: s (simpleto); d (dupleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m
(multipleto). “ Valor atribuido com base no deslocamento quimico calculado (ChemDraw Ultra v.
12) e podem estar interconvertidos dentro da coluna.

Fonte: a autora.
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Nos espectros de '*C DEPTQ (Tabela 7) (Figuras 82—86) foram observados os
mesmos sinais referente ao alcaloide (—)-espectalina (24), com destaque para as alteragdes
nos deslocamentos quimicos dos carbonos do nucleo piperidinico devido a presenca do
grupo adicionado, além dos sinais referentes aos carbonos do MTPA. Assim, foi possivel
identificar a presenca de sinais que caracterizam o nucleo piperidinico trissubstituido para
39 em o 55,67 (CH), 6 56,47 (CH), 6 25,38 (CH2), 6 25,47 (CHz), & 55,38 (CH) e
0 14,73 (CHs), e para 40 em d 55,68 (CH), 8 56,47 (CH), 6 25,46 (CH>), & 25,49 (CH),
055,36 (CH) e 6 14,71 (CH3), relativos aos carbonos C-2, C-3, C—4, C-5, C-6 ¢ C-7,
respectivamente. Ainda, foram identificados os sinais 6 166,41 (C), 8 63,06 (C), 6 132,18
(C), 6 127,61 (CH), 6 129,12 (CH), & 128,13 (CH), 6 153,64 (CH) e 6 54,55 (CH3) para
39 ¢ 5 174,50 (C), 8 63,09 (C), 6 134,10 (C), 6 126,95 (CH), 6 128,96 (CH), & 127,60
(CH), o 153,78 (CH) e & 54,55 (CH3) para 40, relativos aos carbonos C-1", C-2", C-3",
C-4", C-8", C-5", C-7", C-9" e C-10", respectivamente.
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Figura 82. Espectro de RMN de '*C-DEPTq dos derivados 39 (A) e 40 (B) (150 MHz, DMSO).
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Figura 83. Ampliagdo do espectro 82 (5 10,0-80,0) dos derivados 39 (A) e 40 (B).
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Figura 84. Ampliagdo do espectro 82 (5 10,0-38,0) dos derivados 39 (A) e 40 (B).

35.58
1
4
4
4
4
3
3
3
3
0
4
3
6

14.73

NNNNNNNNNNNN

P et T»W«««Twwwwwwwmwww

(A)

e e e e e e e e e e e e el el el el Ml Ml el ) el el il Mt N
37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 ppm

S NN HOMENA O W [l ™~
v AT 0NN S s o -
o OO YO W) Wn o =
™y M NN NN N NN NN NN (o] —

Wwwwwwwwmm mmwwlwﬂ‘ W MWMWMW.WWW1 Wrwwwww

||||||||||||||||||||||||||||
37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 ppm

Fonte: a autora.
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Figura 85. Ampliagdo do espectro 82 (6 28,6-30,4)

dos derivados 39 (A) ¢ 40 (B).
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Figura 86. Ampliacdo do espectro 82 (6 120,0-140,0) dos derivados 39 (A) ¢ 40 (B).
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2.5.1.3 Andlise dos ésteres de Mosher 37-40 por RMN 'H

Através das andlises dos espectros de RMN de 'H e observando o efeito
anisotropico dos grupos arila dos RDQs sobre os substituintes do centro estereogénico
carbinolico (C-3), ¢ possivel obter informacdes a respeito da configuragao absoluta dos
alcaloides 18 e 24. Para os ésteres de MTPA, devemos levar em consideracao o efeito de
desprotegao exercido pelo anel aromaético sobre os substituintes ligados no C—3 do ntcleo
piperidinico, ou seja, H-2 ¢ H—4. Estudos teoéricos indicam que a conformacao mais
favorecida para o auxiliar quiral (MTPA) seria aquela com as ligagdes Co—CF3 e C=0O na
forma anti-periplanar (ap), independente da estrutura do alcool. Fazendo uma anélise
criteriosa dos derivados sintetizados, de acordo com nosso modelo, o efeito anisotropico
de desprotecao foi observado sobre o H-2 nos derivados com (R)-MTPA (37 e 39),
enquanto nos derivados com (S)-MTPA (38 ¢ 40) o efeito foi sobre H-4 (Figura 87)
(Tabelas 8 ¢ 9).

Figura 87. Andlise conformacional dos ésteres de Mosher do (R)- e (S)-MTPA e avaliagdo do

efeito de desprotecao.
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Fonte: a autora.

Tabela 8. Valores especificos de deslocamentos quimicos de RMN de 'H para os diasteredmeros

de Mosher 37 e 38, bem como as magnitudes das medidas de AS®S.

H-2 H-4a H-4b

(R)-MTPACASSINA (37) 3,50 1,66 1,54

(S)-MTPACASSINA (38) 3,44 1,73 1,56
ASRS +0,06 -0,07 -0,02

Fonte: a autora.

123



Tabela 9. Valores especificos de deslocamentos quimicos de RMN de 'H para os diasteredmeros

de Mosher 39 e 40, bem como as magnitudes das medidas de AS®S.

H-2 H-4a H-4b

(R)-MTPAESPECTALINA (39) 3,49 1,58 1,52

(S)-MTPAESPECTALINA (40) 3,47 1,77 1,55
ASRS +0,02 -0,19 -0,03

Fonte: a autora.

Nesse sentido, as tabelas 8 e 9 trazem os deslocamentos quimicos dos hidrogénios
que sofreram o efeito anisotropico dos reagentes auxiliares de Mosher e os valores de
AS®S > 0 para H-2 e AS®® < 0 para H-4 sugerem que a configuragdo absoluta do C-3 dos

alcaloides piperidinicos (—)-cassina e (—)-espectalina ¢ R.

2.5.2 Rea¢ao com os RDQs (+)-(S)-naproxeno

Como uma alternativa economicamente viavel de determinacao das
estereoquimicas dos alcaloides de S. spectabilis, o principio ativo do fArmaco comercial
Naproxeno Sédico®, vendido na forma enantiomericamente pura (+)-(S)-naproxeno (36),
também foi utilizado como RDQ. Assim, o principio ativo, em sua forma acida, foi
extraido (item 2.4.1.2) e analisado por CG-EM (Figura 88) e RMN para confirmacao da
pureza do material (Figuras 89—94) (Tabela 10).

A andlise por CG-EM permitiu observar a presenga de um sinal majoritario com
R 11,4 min. O pico referente ao ion foi observado em m/z 230, corroborando com a
formula molecular do (+)-(S)-naproxeno, Ci14H1403. Além disso, o pico base com m/z 185

sugere uma descarboxilagdo do composto durante o processo de ionizagao.
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Figura 88. Cromatograma (CG-EM) e EM-IE do (+)-(S)-naproxeno (36).
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Fonte: a autora.

A anélise dos espectros de RMN de 'H do composto 36 (Tabela 10)
(Figuras 89-91) permitiu observar os sinais referentes aos hidrogénios aromaticos
(H-2, H-3, H-5, H-7, H-8 e H-10), a metoxila (H-11), ao hidrogénio alfa (H-12) e a metila
(H-13) em 6 7,15 (1H, dd, J = 8,9; 2,5 Hz), 6 7,79 (1H, d, J = 8,9 Hz), 6 7,71 (1H, s),
67,76 (1H, d, /= 8,6 Hz), 6 7,41 (1H, dd, J= 8,6 ; 1,8 Hz), 6 7,28 (1H, d, J = 2,5 Hz),
63,86 (3H, s), 6 3,80 (1H, q,J=7,0 Hz) e 6 1,44 (3H, d, J= 7,0 Hz).

Nos espectros de *C DEPTQ (Tabela 10) (Figuras 92—-94) foram identificados os
sinais & 157,56 (C), 6 119,15 (CH), ¢ 129,57 (CH), & 128,85 (C), 6 126,88 (CH),
8136,37 (C), 8 127,29 (CH), 6 126,02 (CH), 6 133,69 (C), 6 106,14 (CH), 6 55,61 (CH3),
0 45,04 (CH), 6 18,91 (CHs) e 6 175,94 (C) relativos aos carbonos C-1"-C-14",

respectivamente.
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Figura 89. Espectro de RMN de 'H do (+)-(S)-naproxeno (36) (600 MHz, DMSO).
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Figura 90. Ampliagdo do espectro 70 (& 7,0-8,0) do (+)-(S)-naproxeno (36).
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Figura 91. Ampliagéo do espectro 70 (8 4,5-1,0) do (+)-(S)-naproxeno (36).
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Figura 92. Espectro de RMN de '*C DEPTQ do (+)-(S)-naproxeno (36) (150 MHz, DMSO).
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Figura 93. Ampliacdo do espectro 73 (6 100,0-185,0) do (+)-(S)-naproxeno (36).
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Figura 94. Ampliacdo do espectro 73 (6 10,0-60,0) do (+)-(S)-naproxeno (36).
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Tabela 10. Dados de RMN (+)-(S)-naproxeno (36) em DMSO.
(+)-(S)-naproxeno (36)

Posigdo "H 85 mult.® (J em Hz) 3C DEPTQ 8¢ (mult.)?
1 - 157,56 (C)
2 7,15 dd (8,9; 2.,5) 119,15 (CH)
3 7,79 d (8,9) 129,57 (CH)
4 - 128,85 (C)
5 7,71s 126,88 (CH)
6 - 136,37 (C)
7 7,76 d (8,6) 127,29 (CH)
8 7,41 dd (8,6; 1,8) 126,02 (CH)
9 - 133,69 (C)
10 7,28 d (2,5) 106,14 (CH)
11 3,86's 55,61 (CH3)
12 3,80 q (7,02) 45,04 (CH)
13 1,44 d (7,02) 18,91 (CH3)
14 - 175,94 (C)

30s experimentos de RMN foram realizados a 600 e 150 MHz para 'H e '’C, respectivamente e
deslocamentos quimicos (&) estabelecidos em relagdo ao padrio interno TMS (8tms 0,00). "Multiplicidade:
s (simpleto); d (dupleto); t (tripleto); q (quadrupleto); qt (quintupleto); m (multipleto).

Fonte: a autora

As reagoes de esterificagdo usando (+)-(S)-naproxeno (36) e os cloridratos 18a e
24a foram realizadas segundo o protocolo do item 2.4.1.3 e os produtos

(S)-naproxeno—cassina (41) e (S)-naproxeno—espectalina (42) analisados por RMN.

2.5.2.1 Elucidacao estrutural do derivado 41

A analise dos espectros de RMN de 'H do derivado 41
(Figuras 95-98) permitiu observar os mesmos sinais referente ao alcaloide
(—)-cassina (18), com destaque para as alteragdes nos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios do nucleo piperidinico devido a presenca do grupo adicionado, além dos
sinais referentes aos hidrogénios do (+)-(S)-naproxeno. Nesse sentido, foi possivel

identificar a presenca de sinais que caracterizam o nucleo piperidinico trissubstituido para
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41 em 6 3,85 (1H, m), 6 4,57 (1H, m), 6 1,72 (1H, m), 8 1,66 (1H, m), & 1,50 (2H, m),
02,69 (1H, m) e 6 0,92 (3H, d), relativos aos hidrogénios H-2, H-3, H-4a, H-4b, H-5a,

H-5b, H-6 ¢ H-7, respectivamente. Além disso, os sinais referentes aos hidrogénios
aromaticos (H-4", H-5", H-7", H-9", H-10" e H-12"), ao hidrogénio alfa (H-2"), a metila
(H-14") e a metoxila (H-13") foram identificados em ¢ 7,38 (1H), & 7,80 (1H), 6 7,29 (1H),
6 7,15 (1H), 6 7,78 (1H), 6 7,71 (1H), 6 3,89 (1H), & 1,46 (3H) e 4 3,86 (3H) para 41.

Figura 95. Espectro de RMN de 'H do derivad
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Figura 96. Ampliagdo do espectro 95 (5 0,9-2,6) do derivado 41.
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Figura 97. Ampliagdo do espectro 95 (6 2,55-5,0) do derivado 41.
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Figura 98. Ampliagdo do espectro 95 (5 7,0-8,0) do derivado 41.
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Nos espectros de '*C DEPTQ (Figuras 99—-103) foram observados os mesmos
sinais referente ao alcaloide (—)-cassina (18), com destaque para as alteragdes nos
deslocamentos quimicos dos carbonos do nuicleo piperidinico devido a presenca do grupo
adicionado, além dos sinais referentes aos carbonos do (+)-(S)-naproxeno. Assim, foi
possivel identificar a presenga de sinais que caracterizam o nucleo piperidinico
trissubstituido para 41 em 6 66,47 (CH), o 70,77 (CH), & 25,64 (CH2), 6 25,92 (CH>),
0 56,47 (CH) e 6 18,97 (CH3), relativos aos carbonos C-2, C-3, C—4, C-5, C-6 ¢ C-7,
respectivamente. Ainda, foram identificados os sinais 6 174,44 (C), & 44,90 (C),
0 133,79 (C), 8 129,56 (CH), 6 126,70 (CH), & 132,20 (C), & 106,19 (CH), 6 157,66 (C),
o 119,25 (CH), 6 129,65 (CH), & 128,91 (C), 6 127,50 (CH), & 55,64 (CHs) e

0 14,49 (CH3) para 41, relativos aos carbonos C-1"-C-14", respectivamente.
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Figura 99. Espectro de RMN de '*C-DEPTq do derivado 41 (150 MHz, DMSO).
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Figura 100. Ampliag¢ao do espectro 99 (6 10,0-80,0) do derivado 41.
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Figura 101. Ampliag¢ao do espectro 99 (6 10,0-38,0) do derivado 41.
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Figura 102. Ampliag¢ao do espectro 99 (6 28,6-30,4) do derivado 41.
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Figura 103. Ampliacao do espectro 99 (6 120,0-140,0) do derivado 41.
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2.5.2.2 Elucidacao estrutural do derivado 42

A analise dos espectros de RMN de 'H do derivado 42

(Figuras 104-107) permitiu observar os mesmos sinais referente ao alcaloide
(—)-espectalina (24), com destaque para as alteragdes nos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios do ntucleo piperidinico devido a presenga do grupo adicionado, além dos
sinais referentes aos hidrogénios do (+)-(S)-naproxeno. Nesse sentido, foi possivel
identificar a presenga de sinais que caracterizam o nticleo piperidinico trissubstituido para
42 em ¢ 3,68 (1H, m), 6 4,60 (1H, m), 6 1,74 (1H, m), & 1,65 (1H, m), & 1,51 (2H, m),
02,85 (1H, m) e 6 1,04 (3H, d), relativos aos hidrogénios H-2, H-3, H-4a, H-4b, H-5a,

H-5b, H-6 e H-7, respectivamente. Além disso, os sinais referentes aos hidrogénios
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aromaticos (H-4", H-5", H-7", H-9", H-10" e H-12"), ao hidrogénio alfa (H-2"), a metila
(H-14") e a metoxila (H-13") foram identificados em 6 7,38 (1H), 6 7,81 (1H), & 7,29
(1H), & 7,15 (1H), 6 7,80 (1H), & 7,79 (1H), ¢ 3,89 (1H), & 1,46 (3H) e o 3,86 (3H) para
42.

Nos espectros de '*C DEPTQ (Figuras 108—112) foram observados os mesmos
sinais referente ao alcaloide (—)-espectalina (24), com destaque para as alteragdes nos
deslocamentos quimicos dos carbonos do nucleo piperidinico devido a presenca do grupo
adicionado, além dos sinais referentes aos carbonos do
(+)-(S)-naproxeno. Assim, foi possivel identificar a presenca de sinais que caracterizam
o nucleo piperidinico trissubstituido para 42 em & 66,47 (CH), o 70,77 (CH),
025,64 (CH2), 6 25,92 (CH2), 6 56,47 (CH) e 6 18,97 (CH3), relativos aos carbonos C-2,
C-3, C4, C-5, C-6 e C-7, respectivamente. Ainda, foram identificados os sinais 6
174,44 (C), 6 44,90 (C), 6 133,79 (C), 6 129,56 (CH), 6 126,70 (CH), & 132,20 (C), &
106,19 (CH), 6 157,66 (C), 6 119,25 (CH), 6 129,65 (CH), 6 128,91 (C), 6 127,50 (CH),
o0 55,64 (CH3) e & 14,49 (CH3) para 42, relativos aos carbonos C-1"-C-14",

respectivamente.
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Figura 105. Ampliacao do espectro 104 (5 0,9-2,6) do derivado 42.
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Figura 106. Ampliacao do espectro 104 (5 2,55-5,0) do derivado 42.
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Figura 107. Ampliacao do espectro 104 (5 7,0-8,0) do derivado 42.

9LYT"
8TST"
Geot1”
0L9T"

q06¢”
9v6¢C"

S6LE”
regse”
Le6e”
L96€"

POTL®

T58L"
196L"
0TT8"

L2

=9I’}

621

7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 741 ppm

7.9
Figura 108. Espectro de RMN de '*C-DEPTq do derivado 42 (150 MHz, DMSO).
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Figura 109. Ampliacdo do espectro 108 (5 10,0—80,0) do derivado 42.
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Figura 110. Ampliacao do espectro 108 (5 10,0-38,0) do derivado 42.
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Figura 111. Ampliacdo do espectro 108 (5 28,6—30,4) do derivado 42.
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Figura 112. Ampliacao do espectro 108 (& 120,0-140,0) do derivado 42.
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2.5.2.3 Andlise dos ésteres de Mosher 41-42 por RMN 'H

Estudos conformacionais de RDQs com estruturas semelhantes as dos ésteres do
(S)-naproxeno sugerem que a conformacao onde o grupo carbonila e a metila estdo syn-
periplanar, representam o conférmero mais estavel (sp). Enquanto que no conférmero
onde a carbonila e a metila estdo anti-periplanar, representam o conféormero de menor
estabilidade (ap). Em relagdo a rotagdo em torno da ligacdo Coa—Ar, o conformero mais
estavel ¢ aquele em que a ligacdo Co—H ¢ coplanar com os anéis aromaticos. Assim, no
conformero mais estavel (sp), a ligagdo Ca—Ar ¢ perpendicular a ligagdo C=0 e o plano
do anel aromatico ¢ paralelo a ligagdo C=O (Figura 113).

Esse arranjo faz com que a orientacdo do anel arila exer¢a com eficiéncia o efeito
anisotropico de protecdao dos substituintes L1 e L. Do ponto de vista conformacional, o
equilibrio entre sp e ap ¢ deslocado para o conféormero sp, que € o mais estavel e deve ser

0 mais representativo na analise de RMN.

Figura 113. Analise conformacional do éster de (S)-naproxeno.

(?)-(S)-naproxeno
0O H

Efeito de protecdo em L4

conférmero ap

Efeito de protecdo em L,
conférmero sp

Fonte: a autora.

Diante disso, duas abordagens poderiam ser aplicadas utilizando o (S)-naproxeno.
A primeira seria utilizando a dupla derivatizacdo através do preparo do derivado com
(R)-naproxeno e comparacao entre os diasteredmeros. Nesse caso, o esperado € o aumento
da extensdo do efeito anisotrdépico sobre os substituintes do carbono assimétrico, e
consequentemente maiores valores de A8%S. Outra abordagem seria a utilizagdo da
simples derivatizagcdo para avaliar o efeito anisotropico em diferentes temperaturas e
solventes na sonda do RMN, o que intensificaria o efeito de protecao devido a reducdo

na velocidade de interconversao entre os conformeros (sp/ap) dos ésteres, permanecendo
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mais tempo naquele mais estavel. Assim, a diminui¢do da temperatura da sonda do RMN
deve produzir o aumento do numero de moléculas na conformagao sp e consequentemente
a diminui¢do na conformagdo ap. Por esta razao, em temperaturas mais baixas, espera-se
que o sinal, no RMN de 'H, do H-4 se desloque para regiio de maior protecio,

ocasionado pelo grupo arila e, consequentemente, os valores de A3™"™?

sejam maiores.
Nesse sentido, as duas abordagens seriam interessantes para corroborar as

configuracdes estabelecidas utilizando os reagentes (R)-MTPA e (S)-MTPA.

2.5.3 Determinacao da configuracio absoluta dos alcaloides 18, 21, 24 ¢ 30

A fim de determinar a configuracdo absoluta dos trés centros estereogénicos dos
alcaloides piperidinicos em estudo, os resultados apresentados no capitulo 1 acerca da
configuragdo relativa determinada pelo experimento de NOESY 1D através da RMN
foram correlacionados com a configuragao absoluta do C-3 determinada pelo método de
Mosher neste capitulo.

Tendo em vista que o carbono assimétrico C-3 tanto da (—)-cassina (18) quanto da
(—)-espectalina (24) foram assinalados como R, através do método de Mosher, ¢ que os
experimentos de NOESY 1D mostraram uma configuracao cis entre os hidrogénios H-2,
H-3 e H-6, também foi possivel a determinacdo da configuracdo absoluta do C-2 e do
C-6 para 18 e 24, sendo assinalados como (—)-2R,3R,65-cassina,
(-)-2R,3R,6S-espectalina. Alinhado a isso, o conhecimento da relagdo diastereomérica
dos alcaloides 6-isocassina (21) e a 6-isoespectalina (30) quando comparados a 18 e 24,
respectivamente, ¢ a confirmagdo da mudanga do centro estereogénico em C-6 pelos
experimentos de NOESY 1D, também foi possivel sugerir a configuracdo absoluta de 21
e 30, como sendo 2R,3R,6R-isocassina ¢ 2R,3R,6R-isoespectalina.

Com a configuracao absoluta assegurada, a influéncia da estereoquimica na
atividade bioldgica foi avaliada no capitulo seguinte, verificando o potencial
anticolinesterasico dos quatro alcaloides frente as enzimas acetilcolinesterase e

butirilcolinesterase.
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CAPITULO 3

Implicagdes biologicas
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3.1 INTRODUCAO

3.1.1 Doenca de Alzheimer e os alcaloides inibidores da AChE

A doenga de Alzheimer (DA) ¢ considerada a forma mais comum de deméncia,
afetando cerca de 55 milhdes de individuos, sendo que a cada ano surgem cerca de 10
milhdes de novos casos. E uma patologia neurodegenerativa progressiva que afeta
sobretudo os idosos (60% a 70% dos casos), caracterizada pela perda de memoria e
comprometimento das funcdes cognitivas e emocionais (ADAMS; GMUNDER;
HAMBURGER, 2007; DANUELLO et al., 2012). Devido ao aumento da expectativa de
vida, ¢ esperado que até 2030 esta deméncia acometa cerca de 82 milhdes de pessoas,
(WHO, 2022).

As caracteristicas fisiopatologicas comuns da DA sdo a deposicdo de placas
amiloides, formagdo de emaranhados neurofibrilares, processos inflamatérios e
deficiéncia de neutrotransmissores, no sistema nervoso central (DALL’ACQUA, 2013),
que se revelam sobretudo na desorientacdo, deméncia e variagdo na personalidade e nas
interacdes sociais dos individuos. Ainda ndo ha cura para a DA, somente alternativas
terapéuticas baseadas no conhecimento de sua fisiopatologia que levam a melhora
sintomatica e podem evitar a sua progressao (ADAMS; GMUNDER; HAMBURGER,
2007).

A DA ¢ multifatorial e de origem complexa, sendo que existem diferentes
possibilidades de intervengdo terapéutica. De acordo com a hipotese colinérgica, a
diminui¢do dos niveis do neutrotransmissor acetilcolina (ACh) no cortex cerebral, ¢
responsavel pela deficiéncia de memoria (ADSERSEN et al., 2007; PAGLIOSA et al.,
2010). A acetilcolinesterase (AChE) ¢ a enzima responsavel pela hidrolise da acetilcolina,
regulando seus niveis, ao passo que a butirilcolinesterase (BChE), hidrolisa tanto a ACh
como a butirilcolina (BuCh) (ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016; SILVA et al.,
2010). Assim, a inibi¢ao destas enzimas tem sido a alternativa terapéutica mais utilizada
no tratamento da DA (ADSERSEN et al., 2007; IRANSHAHY; QUINN; IRANSHAHI,
2014).

Farmacos que inibem a AChE sdao designados como anticolinesterasicos, € tem
como funcao retardar a degradacdo da ACh, aumentando seus niveis nas fendas sinapticas

e assim prolongar sua agao.
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Dentre os farmacos aprovados pelo FDA, para o alivio dos sintomas da DA,
alguns sdo de origem natural. A galantamina (16) (Razadyne®) (Figura 114) é um
alcaloide de origem natural isolado das flores de Galanthus nivalis, aprovada pela FDA
em 2001 e ¢ 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 avaliagdo e triagem de novos compostos IAChE (FREITAS et al., 2018). Em
1990, um estudo foi publicado com o intuito de investigar quais seriam as diferengas
farmacoldgicas entre 16 e seu diastereoisomero, a epigalantamina (17), um produto
obtido por sintese enquanto [AChE (MARCO; CARREIRAS, 2006). Foi observado que
16 (ECso 0,36 uM) ¢ cerca de 130 vezes mais potente que 17 (ECso 45,70 uM), o que
mostra a estereoespecificidade enzimatica da AChE

Outro exemplo é a rivastigmina (43) (Exelon®) (Figura 114) é um derivado
sintético da fisostigmina, aprovada nos anos 2000, 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. Este farmaco ¢
vendido na forma enantiomericamente pura, uma vez que (—)-(S)-43 ¢ mais potente que
seu enantidomero (+)-(R)-44 (SRINIVASU et al., 2005). Mesmo sendo um medicamento
bastante difundido, em 2007 sofreu uma mudanca na forma de aplicagdo visando a

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

Figura 114. Farmacos utilizados no tratamento da doenca de Alzheimer e seus estereoisdmeros.

H3C H3C

N OCH3
B
16: (-)-galantamina 17: (+)-epigalantamina
O (l:HS O (|:H3
HsC T 0 = CHz  HsC T 0 = CHs
CH3 CHy CH CHa
43: (-)-(S)-rivastigmina 44: (+)-(R)-rivastigmina

Fonte: a autora.
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Dentro deste contexto e em continuagdo aos estudos de Freitas et al. (2018)
apresentados no primeiro capitulo, esse trabalho visa avaliar os quatro alcaloides
piperidinicos isolados de Senna spectabilis, que tiveram suas configuracdes absolutas
avaliadas, nos ensaios de inibi¢ao das enzimas AChE e BChE, que sdo alvos importantes
para o tratamento de doencas que afetam o SNC, e assim estabelecer uma relagao entre

as estruturas quimicas quirais ¢ a atividade biologica.
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3.2 OBJETIVOS

Avaliar a atividade anticolinesterdsica dos alcaloides piperidinicos isolados de

Senna spectabilis e investigar a influéncia da configuragio absoluta nos resultados.
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3.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os ensaios para determinar a atividade anticolinesterasica foram realizados no
Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular do Instituto de Genética e Bioquimica
da UFU em Uberlandia aos cuidados do Prof. Dr. Foued Salmen Espindola. A
metodologia utilizada foi adaptada a partir dos ensaios realizados por Marston et al.

(2002), Ellman et al. (1961) e Rhee et al. (2001).

3.3.1 Atividade anticolinesterasica

As atividades inibitorias de AChE e BChE dos alcaloides (—)-cassina (18),
(—)-6-isocassina (21), (—)-espectalina (24) e (—)-6-isoespectalina (30), foram avaliadas
usando o método de microplaca de 96 pocos (MARSTON et al., 2002;
ELLMAN et al., 1961; RHEE et al., 2001). Neste método, as enzimas hidrolisam os
substratos acetiltiocolina ou butiriltiocolina, para produzir tiocolina que reage com
5,5-ditiobis (acido 2-nitrobenzodico) (DTNB), para produzir
2-nitrobenzoatomercaptotiocinoina e 5-tio-2-nitrobenzoato, que podem ser detectados a
405 nm. Para os experimentos, 25 puL. de solugdo aquosa de iodeto de acetiltiocolina ou
iodeto de butiriltiocolina (3 mM), 125 pL. de DTNB (3 mM) em tampao C, 50 uL de
tampao B e 25 uL da amostra diluida em tampao A foram adicionados a microplaca de
96 pocos, para dar concentragdes de iodeto de acetiltiocolina ou iodeto de butirritoiilina
variando de 3,0 a 300 pg/mL para os compostos isolados. A seguir, foram adicionados
25 uL de solucao 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 hidrélise espontanea do substrato (ou aos
cromoéforos presentes nas amostras) que pode ter ocorrido antes da leitura das
absorbancias, foi corrigido subtraindo-se a taxa de reagdo medida antes do inicio do
experimento (isto €, antes da leitura a cada 30 s por 20 min) a partir dos valores obtidos
apods o inicio do experimento. A percentagem de inibi¢do foi calculada em comparagio
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-HCI 50 mM (pH 8); tampao B: Tris-HCl
50 mM (pH 8) contendo fragdo de albumina de soro bovino a 0,1%; tampao C: Tris-HCI
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50 mM (pH 8) contendo NaCl 0,10 M e MgCl2.6H20 20 mM. Todos os reagentes foram
adquiridos da Sigma-Aldrich.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os alcaloides piperidinicos 18, 21, 24 e 30 foram avaliados quanto ao potencial
de inibicio da AChE e BChE por meio do ensaio em microplaca (Tabela 11)

(MARSTON et al., 2002; ELLMAN et al., 1961; RHEE et al., 2001).

Tabela 11. Atividade anticolinesterasica dos alcaloides 18, 21, 24 ¢ 30.

ICso
Amostras AChE BChE
pg mL™! umol L™ pg mL™! umol L™

(—)-cassina (18) 43+4)5 14,5 65,6 £ 1,7 220,9
6-isocassina (21) 2232 +1,7 751,5 218,9+34 737,0
(—)-espectalina (24) 9,73 +4,2 29,9 91,3+1,1 280,9
6-isoespectalina (30) 958,9+5,0 2950,5 360,9 £ 6,0 1110,5

Galantamina® 0,4+0,6 1.4 — _
Rivastigmina® - - 50,0+ 3,3 200,0

“Controle positivo para AChE; "Controle positivo para BChE.
Fonte: a autora.

A partir da andlise dos resultados de ICso (Figura 115) foi possivel observar que
os alcaloides 18 e 24 sdo mais potentes que os respectivos estereoisdmeros 21 e 30, na
avaliacdo frente ao mesmo alvo bioldgico, o que mostra a estereoespecificidade das
enzimas AChE e BChE. Esses resultados sugerem que a estereoquimica de C-6, nesse
nucleo piperidinico, ¢ essencial para a potente atividade anticolinesterasica dos
compostos 18 e 24. Também foi possivel observar uma ligeira seletividade pelos
homologos de menor cadeia (18 e 21), quando comparado aos respectivos homologos de

maior cadeia (24 ¢ 30).
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Figura 115. Atividades inibitorias de AChE (A) e BChE (B) dos alcaloides 18, 21, 24 ¢ 30.

120,00
o 100,00
o
< 80,00
g 60,00
O s
;_§ —0
X
20,00
0,00
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
Concentragdo (pg mL")
—&—(-)-cassina 6-isocassina  —@—(-)-espectalina
A) —8— (-isoespectalina —@— galantamina
120
o 100  —
o
5 80
18 60
=
<
£ 40
X
20
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 12
Concentragdo (ug mL")
—0—(-)-cassina 6-isocassina ~ —@—(-)-espectalina
(B) —8— (-isoespectalina —@—rivastigmina

Nota: Galantamina® e Rivastigmina® foram usadas como controle positivo.
Fonte: a autora.
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4 CONCLUSOES

Senna spectabilis ¢ reconhecida pela presenca de alcaloides piperidinicos quirais
com comprovada atividade bioldgica. A analise das fragdes obtidas da extrag¢do liquido-
liquido do extrato etandlico das flores de S. spectabilis permitiu identificar que a fragdo
que mais acumula alcaloides (fragdo alcaloidica) ¢ a fracio CH2Cl2, de onde foi possivel
isolar os compostos que chamamos (—)-cassina (18), (-)-espectalina (24), 6-isocassina
(21) e 6-isoespectalina (30) e que sdo objeto deste estudo de estereoquimica.

A CLAE-ELSD provou ser uma ferramenta importante na separagdo dos pares
homologos 18/24 ¢ 21/30, uma vez que a pequena diferenga estrutural de duas unidades
metilénicas inviabiliza o uso das técnicas convencionais de CC e a auséncia de
cromoéforos inviabiliza o uso de equipamentos que tenham outros detectores como o de
UV-vis.

A EM-IES ¢ a EM-IE também foram ferramentas fundamentais para a
identificacdo dos estereoisomeros e, aliadas aos dados de ressonancia magnética nuclear,
mais especificamente os experimentos de NOESY 1D, permitiu estabelecer as
configuracdes relativas dos alcaloides em estudo.

O método de Mosher utilizando os reagentes (R)-MTPA e (5)-MTPA foi eficiente
para determinar a configuragdo absoluta do C-3 dos alcaloides (—)-cassina e
(—)-espectalina. Além disso, a comparacdo com os dados de configuragao relativa obtidos
por NOESY 1D permitiu estabelecer a configuragao absoluta dos C-2 e C-6, bem como
inferir a estrutura dos diasteredmeros 6-isocassina e 6-isoespectalina.

A extracdo do RDQ (+)-(S)-naproxeno a partir do farmaco comercial Naproxeno
Sédico® parece ser uma alternativa economicamente vidvel para a preparaco dos ésteres
de Mosher. Esse RDQ apresenta algumas vantagens em comparagao com o MTPA, como
o nimero de conformeros menor, além do substituinte naftila, que ¢ maior em comparagao
com o grupo fenila do MTPA, aumentando assim a intensidade do efeito anisotropico
sobre os substituintes do carbono assimétrico, podendo ser também uma estratégia para
determinagdo da configuracdo absoluta pelo método de Mosher tanto pelo método da
simples quanto da dupla derivatizagao.

Por fim, a avaliagao da atividade anticolinesterdsica mostrou que a estereoquimica
de C-6 ¢ fundamental para a poténcia dos compostos (—)-cassina e
(-)-espectalina, evidenciando a estereoespecificidade das enzimas acetil e

butirilcolinesterase.
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