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RESUMO

O par homológo (–)-cassina e (–)-espectalina foi isolado de Senna spectabilis como metabólitos 

majoritários, e apresentam comprovada atividade biológica como antimalárica, anti-

chikungunya e inibidores da acetilcolinesterase, enzima relacionada a doença de Alzheimer. 

São classificados como alcaloides piperidínicos e quirais, o que torna relevante e necessário a 

compreensão da estereoquímica para o avanço dos estudos como candidatos à fármacos. Dessa 

forma, foi desenvolvida uma metodologia almejando eficiência e baixo custo para a 

determinação da estereoquímica destes compostos, através do preparo de ésteres de Mosher, 

utilizando como reagente de derivatização quiral o fármaco (S)-naproxeno. Assim, a mistura 

dos homólogos foi resolvida por técnicas cromatográficas incluindo a cromatografia líquida de 

alta eficiência e o (S)-naproxeno foi extraído de medicamentos, uma vez que este fármaco é 

comercializado na forma enantiomericamente pura, o que foi confirmado por polarimetria. 

Como a técnica de Mosher, de dupla derivatização, necessita de ambos, (S)-naproxeno e 

(R)-naproxeno, foi necessário racemizar o primeiro em meio ácido, para obtenção do par 

enantiomérico. Em seguida, os ésteres foram preparados com a mistura racêmica do naproxeno, 

baseados na reação de esterificação de Steglich, sendo os produtos diastereoisoméricos 

separados e confirmados por cromatografia em camada delgada preparativa e espectrometria 

de massas, respectivamente. Para determinar as configurações absolutas dos ésteres de Mosher, 

também foram realizados cálculos computacionais, baseados na dinâmica molecular de Born-

Oppenheimer, para auxiliar na compreensão dos confôrmeros, avaliar como os substituintes do 

anel piperidínico (equatorial/axial) estão dispostos e que efeito anisotrópico o grupo naftil 

(proteção/desproteção) exerce sobre os substituintes que são vizinhos ao carbono assimétrico 

do grupo hidroxila. 

Palavras-chave: Senna spectabilis, ésteres de Mosher, conformações, configuração absoluta, 

quiralidade.
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ABSTRACT

The homologous pair (–)-cassine and (–)-spectaline was isolated from Senna spectabilis as 

major metabolites and has demonstrated biological activity as antimalarial, anti-chikungunya, 

and acetylcholinesterase inhibitors, an enzyme related to Alzheimer's disease. They are 

classified as piperidinic and chiral alkaloids, making the understanding of their stereochemistry 

relevant and necessary for advancing studies on their potential as drug candidates. Thus, a 

methodology was developed aiming for efficiency and low cost to determine the 

stereochemistry of these compounds through the preparation of Mosher esters, using the chiral 

derivatization reagent (S)-naproxen. The homologous mixture was resolved using 

chromatographic techniques, including high-performance liquid chromatography, and the (S)-

naproxen was extracted from commercial pharmaceutical formulations, as this drug is marketed 

in an enantiomerically pure form, which was confirmed by polarimetry. Since the Mosher 

technique, which involves double derivatization, requires both (S)-naproxen and (R)-naproxen, 

it was necessary to racemize the former in an acidic medium to obtain the enantiomeric pair. 

Subsequently, the esters were prepared using the racemic mixture of naproxen, based on the 

Steglich esterification reaction, with the resulting diastereoisomeric products being separated 

and confirmed by preparative thin-layer chromatography and mass spectrometry, respectively. 

To determine the absolute configurations of the Mosher esters, computational calculations were 

also performed based on Born-Oppenheimer molecular dynamics, to assist in understanding the 

conformers, evaluate how the piperidine ring substituents (equatorial/axial) are arranged, and 

assess the anisotropic effect of the naphthyl group (protection/deprotection) on the substituents 

adjacent to the asymmetric carbon of the hydroxyl group. 

Keywords: Senna spectabilis, Mosher’s esters, conformations, absolute configuration, 

chirality.
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ELSD Evaporative light scattering detector (detector evaporativo por espalhamento 

de luz)

EM Espectrômetro de massas

AcOEt Acetato de etila

FE Fase estacionária

FM Fase móvel 

IBTEC Laboratório de Nanobiotecnologia do Instituto de Biotecnologia

IClPt Revelador iodocloroplatinato

IE Ionização por impacto de elétrons

IQ-UFU Instituto de Química da Universidade Federal de Uberlândia
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IV Espectroscopia na região do infravermelho

LCQC Laboratório de Cristalografia e Química Computacional

Lx Ligantes

m Multipleto

MeOH Metanol

MPA Ácido -metoxi-fenil acético

MTPA Ácido -metoxi--trifluorometil fenil acético

Na2CO3(aq) Solução de carbonato de sódio aquoso

NH4OH Hidróxido de amônio

NPCBio Núcleo de Pesquisa em Compostos Bioativos

NPX Naproxeno

NuPPeN Núcleo de Pesquisa em Produtos Naturais

PF Ponto de fusão

PN Produtos Naturais

q Quadrupleto

QTOF Quadrupole-time of flight – Quadrupolo-tempo de voo 

RDA Retro-Diels-Alder

RDQ Reagente de derivatização quiral

RELAM Rede de laboratório multiusuário

Rf Ratio to front – Fator de retenção 

RMN Ressonância magnética nuclear

s Singleto

SiO2 Sílica gel

Sp Sinperiplanares

t Tripleto

TMS Tetrametilsilano

TR Tempo de retenção

UV-vis Espectroscopia de absorção molecular na região do ultravioleta e visível

Vinj Volume de injeção

ΔδR,S Diferenças nos deslocamentos químicos

 Deslocamento químico
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1. INTRODUÇÃO

A química de Produtos Naturais (PN) está atrelada a civilização desde o seu primórdio, 

proporcionando uma melhor qualidade de vida através do uso das plantas. Conhecimentos 

adquiridos com a experimentação do “natural” eram passados de geração para geração por 

xamãs, pajés ou curandeiros (Berlinck et al., 2017; Almeida et al., 2017; Morozov, 2021). 

Apesar de não terem o entendimento científico do funcionamento ou dos mecanismos de ação 

dos PN, estes eram frequentemente empregados em virtude da espiritualidade ou de rituais 

mágicos. Posteriormente estes conhecimentos fundamentaram os alicerces e contribuíram no 

processo de descoberta de novos fármacos (Almeida et al., 2017).

Os PN ganharam cada vez mais destaque conforme a indústria farmacêutica progredia 

através das pesquisas científicas que levaram a descoberta de diversos fármacos 

(Singh et al., 2024). Alguns compostos revolucionaram a história, sendo possível nomear a 

morfina (1), extraído de Papaver somniferum, a quinina (2), obtido de Cinchona ledgeriana e 

a colchicina (3), obtido de Colchicum autumnale (Figura 1), todos alcaloides isolados de plantas 

(Morozov, 2021). Porém, apesar do que geralmente é comentado, os PN não são isentos de 

malefícios, sendo um exemplo a estricnina (4) (Figura 1), que também é um alcaloide, extraído 

das sementes de Strychnos nux-vomica (Guo et al., 2018). Nos Estados Unidos no período de 

1926–1928, essa planta era usada como remédio para aumentar o apetite, como estimulante 

cardíaco e até contra a possessão demoníaca, porém, a estricnina chegou a matar mais de três 

pessoas todas as semanas em seu auge. Dentro deste contexto o estudo sistemático da química 

de PN se mostra cada vez mais importante e necessário na descoberta de novos fármacos 

(Hoffman et al., 2014).

Figura 1 – Metabólitos especiais isolados de plantas com importância histórica.

Fonte: Autora.
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A flora mundial apresenta um elevado número de espécies de plantas e consequente 

diversidade química que culminou na aprovação de muitos medicamentos nas últimas décadas 

pelos órgãos de regulamentação, como o visto no Brasil com a Política Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicos de 2006, visando o uso seguro de fitoterápicos a partir da 

biodiversidade brasileira (Ministério da Saúde, 2006). 

Um exemplo de espécie utilizada, na medicina tradicional, como antimicrobiana, 

anti-hepatotóxica e anti-inflamatória são os extratos das folhas de Senna spectabilis, fonte de 

alcaloides piperidínicos quirais (Nkantchoua, 2018). Estes compostos foram avaliados em 

ensaios que direcionam estudos para o desenvolvimento de potenciais candidatos a fármacos 

para tratar doenças negligenciadas como a Malária (Pivatto et al., 2014) e a Chikungunya 

(Freitas et al., 2022), que afetam grande parte da população em países emergentes e que não 

dispõe de medicamentos ou vacinas para o tratamento. Estes compostos também apresentaram 

atividade sobre a acetilcolinesterase, que é uma enzima associada a doença de Alzheimer 

(Danuello et al., 2012; Viegas Junior et al., 2006).

O foco desses estudos se dá principalmente sobre os alcaloides (−)-cassina (5) e 

(−)-espectalina (6a) (Figura 2), presentes em S. spectabilis. Esses compostos apresentam núcleo 

piperidínico trissubstituído e padrão estereoquímico com três centros estereogênicos. Ao longo 

dos anos, sua estereoquímica tem sido discutida com base em dados de espectroscopia na região 

do infravermelho (Highet, 1964), que não é uma técnica adequada para esse tipo de análise e 

difração de raios X (Christordis et al., 1977), sendo que compostos orgânicos dificilmente 

apresentam cristais adequados para os estudos de raio X, o que pode resultar em incertezas nos 

resultados reportados. 

Figura 2 – Alcaloides piperidínicos isolados de Senna spectabilis.

Fonte: Autora.

Além da dificuldade no estabelecimento da estereoquímica dos alcaloides piperidínicos, 

alguns estudos ainda reportam a existência de enantiômeros e diastereômeros nos extratos de 
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S. spectabilis, que não é um resultado comum devido ao maquinário enzimático 

estereoespecífico presente nos sistemas biológicos das plantas (Momose; Toyooka, 1993). 

Essas dificuldades evidenciam a necessidade de estudos aprofundados para a determinação 

inequívoca das configurações relativa e absoluta dos centros assimétricos destes metabólitos, 

servindo como base para avanços no desenvolvimento de fármacos. Dessa forma, os estudos de 

estereoquímica abrem perspectivas para o desenvolvimento e aplicação de novas metodologias 

viáveis que possam auxiliar na determinação da estereoquímica de metabólitos quirais.

A determinação da estereoquímica é um importante passo no desenvolvimento de 

fármacos, visto que a mudança de um centro estereogênico pode culminar em atividades 

biológicas completamente diferentes, inclusive em efeitos adversos. Um exemplo é o fármaco 

(S)-naproxeno (7a) (Figura 3), vendido na forma enantioméricamente pura, usado como anti-

inflamatório, em contrapartida, seu isômero (R)-naproxeno (7b) (Figura 3) tem ações 

hepatotóxicas indesejadas (Romero et al., 2012). Essas dissemelhanças entre os enantiômeros 

em meio biológico são o alicerce para estudos específicos na determinação da estereoquímica.

Figura 3 – Naproxeno comercializado na forma de S-enantiômero.

Fonte: Autora.

Estes resultados despertam o interesse para um estudo direcionado para o 

desenvolvimento de uma metodologia eficiente e de baixo custo, do ponto de vista químico, 

para a determinação da estereoquímica dos alcaloides piperidínicos de Senna spectabilis 

utilizando a análise por ressonância magnética nuclear de derivados quirais, intitulados ésteres 

de Mosher (Figura 4), baseado no método de dupla derivatização o qual consiste na reação de 

um substrato de estereoquímica não definida (?), com o reagente de estereoquímica definida, 

sendo possível a comparação das diferenças nos deslocamentos químicos (ΔδR,S), causados 

pelos efeitos anisotrópicos de grupos aromáticos sobre os substituintes (L1 e L2) do centro 

estereogênico (Figura 4).
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Figura 4 – Método de dupla derivatização utilizando o naproxeno (7), como reagente de derivatização 

quiral, para atribuição da configuração absoluta de 5 e 6.

Fonte: Autora.
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Produtos naturais

Os produtos naturais (PN) são descritos como compostos derivados de fontes naturais 

que vêm sendo usados desde o início da história humana. Existem relatos datados de 

60.000 a.C. em túmulos de neandertais, localizados no Curdistão (Iraque), que evidenciam 

o uso de PN para benefício do homem (Ji et al., 2009). Podemos definir estes compostos como 

pequenas moléculas bioativas (Gallo et al., 2022).

O uso de PN perdurou por eras na civilização, sendo repassados como herança para as 

gerações subsequentes, posteriormente ganhando um maior destaque científico e se mantendo 

até os dias atuais. O conhecimento cultural, é um dos alicerces da evolução na ciência, servindo 

como um indicador para estudos que buscam a descoberta de novos compostos para usos 

medicinais, elucidando as chamadas medicinas populares e se tornando uma alternativa para o 

desenvolvimento de fármacos (Maciel et al., 2002). Nesse sentido a estratégia etnodirigida se 

baseia nos saberes primevos na seleção dos PN, possuindo um significativo papel nos estudos 

dessa área (Albuquerque; Hanazaki, 2006).

Sendo amplamente derivados dos reinos vegetal, animal ou de microrganismos, os PN 

apresentam diversas funções como produtos farmacêuticos, alimentos funcionais, 

corantes, conservantes, aromatizantes além de outros (Rostagno, 2013). Como exemplo, o 

metabólito quinina (2), presente na planta Cinchona, serviu de inspiração à 

hidroxicloroquina (8) (Figura 5), amplamente utilizada e eficaz no combate da malária 

(Oliveira et al., 2009; Wink, 2012). Sua descoberta foi de extrema importância para a 

sociedade, estando presente inclusive, na Lista de Medicamentos Essenciais da Organização 

Mundial da Saúde (OMS, 2023).

Outro exemplo também muito conhecido dentro da gama de PN é a descoberta da 

penicilina (9) (Figura 5) para o tratamento de infecções causadas por bactérias. Este antibiótico 

altamente eficaz, foi isolado a partir de fungos do gênero Penicillium, a qual sua descoberta e 

aplicação renderam o prêmio Nobel de Fisiologia e Medicina de 1945 (Wanat et al., 2021; 

Gaynes, 2017). Outro exemplo está relacionado ao captopril, usado no relaxamento dos vasos 

sanguíneos, para tratamento da hipertensão. Este composto pode ser obtido do veneno da 

serpente Bothrops jararaca, sendo um registro importante de fármaco derivado de PN advindo 

de animais (Almeida et al., 2017).
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Figura 5 – Moléculas obtidas a partir de PN com grande importância, encontradas na lista de 

medicamentos essenciais da Organização Mundial da Saúde. 

Fonte: Autora.

De acordo com o estudo publicado por Newman e Cragg em 2020, cerca de 67% dos 

fármacos disponíveis no mercado nos últimos 40 anos, são inspirados ou tem 

origem em PN (Figura 6). Isto mostra que através de estudos químicos e ensaios 

biológicos de animais, fungos e plantas, foi possível identificar moléculas 

biologicamente ativas as quais foram modificadas, ou não, para a introdução no 

mercado farmacêutico. Porém, apesar desta grande porcentagem, somente 5% de todas 

as plantas existentes no planeta que foram estudadas do ponto de vista químico, levando a crer 

que ainda existe uma vasta gama de metabólitos com potencial farmacológico até então não 

estudados e testados (Cechinel Filho et al., 1998; Bessa et al., 2013). Estes dados fomentam a 

relevância de pesquisas focadas no descobrimento de novos PN, servindo como alicerce no 

desenvolvimento da sociedade, indicando que o estudo e o investimento em PN é vantajoso 

(Albuquerque; Hanazaki, 2006).





27

Figura 7 – Fatores que afetam a biossíntese dos metabólitos secundários.

Fonte: Adaptado de Gobbo-Neto et al. (2007).

Essas questões explicam o motivo de tamanha variedade de metabólitos presentes na 

natureza, sendo possível observar diferentes atividades biológicas de acordo com cada espécie, 

ou até mesmo ter diversidade química devido a alteração do ambiente no qual o organismo se 

encontra. Dentro deste contexto o conhecimento das estruturas químicas de forma inequívoca 

é fundamental para o desenrolar das etapas que levam ao desenvolvimento de fármacos eficazes 

e seguros. Para isso, diferentes técnicas são utilizadas para o conhecimento da massa molecular, 

funções e presença/conexões de grupos específicos. Além destes aspectos ainda podem estar 

presentes agravantes de complexidade como os relacionados a estereoquímica, que merecem 

atenção especial devido a estereoespecificidade dos receptores biológicos à fármacos quirais. 
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2.2 Quiralidade em moléculas bioativas

Dentro dos estudos relacionados a quiralidade das moléculas, existem divisões quanto 

ao estereoisomerismo, que é o arranjo tridimensional dos substituintes no espaço, podendo ser, 

por exemplo, em torno de um carbono assimétrico. Um maior destaque é dado aos 

enantiômeros, cujo termo exato é descrito como um par de moléculas que apresentam a relação 

de objeto e imagem especular não sobreponíveis (IUPAC, 2019). Tais moléculas são de grande 

importância para a química de PN, visto que há uma estimativa média de 6,2 centros 

assimétricos por molécula de PN versus 0,4 em moléculas sintéticas (Batista et al., 2021). Estes 

pares enantioméricos exibem propriedades físicas idênticas, porém se diferenciam em 

ambientes quirais, como exemplo em sistemas biológicos (Constantino, 2005). Alguns 

exemplos são o (R)-limoneno (10a) e (S)-limoneno (10b), característicos do aroma da laranja e 

do limão, respectivamente e o (S,S)-aspartame (11a) e o (R,R)-aspartame (11b), que possuem 

sabor doce e amargo, nesta ordem (Figura 8) (Ebbers, 1997).

Figura 8 – Pares enantioméricos que exibem atividades biológicas diferentes.

Fonte: a autora.

Easson e Stedman (1993), propuseram um modelo chamado “modelo de três pontos” 

(do inglês “three point fit”) (Figura 9) para auxiliar na explicação de como moléculas quirais 

interagem com sistemas biológicos. Este modelo demonstra a interação dos enantiômeros com 

o sítio ativo de um bioreceptor estereoespecífico, mostrando que há diferença na interação de 

cada um dos enantiômeros, resultando em respostas biológicas diferentes. Em Química 

Medicinal são utilizados os termos eutômero e distômero, sendo o primeiro utilizado para 

definir aquela atividade biológica desejada e o segundo para aquela atividade biológica 

indesejada. Esse fato está relacionado com os tipos de interações realizadas pelos fármacos 

quirais (Figura 9) (Hamidi et al., 2015). Assim, fármacos quirais podem apresentar diminuição 
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ou total supressão do efeito biológico de interesse ou, ainda, o aparecimento de um efeito 

adverso (Coelho, 2001). 

Figura 9 – Representação da interação de enantiômeros com um receptor biológico utilizando o modelo 

de três pontos.

Fonte: Adaptado de Hamidi et al. (2015).

Dos fármacos comercialmente disponíveis, aproximadamente 56% são compostos 

quirais, sendo que somente 12% são administrados como enantiômero puro e o restante 

comercializado na forma de racematos (Singh et al., 2020). Existem motivos que podem levar 

as empresas farmacêuticas a empregar esforços na obtenção do enantiômero ativo (eutômero) 

para a produção de uma única molécula (fármaco) mais potente. Porém, há justificativas para a 

comercialização de um fármaco na forma de racemato, por exemplo se houver alguma sinergia 

entre os estereoisômeros para a mesma resposta biológica ou ainda a ocorrência de 

bioinversões, aonde o estereoisômero menos ativo se interconverte, em meio biológico, no 

estereoisômero mais potente (Barreiro et al., 1997). Dito isso, a decisão de separar ou não os 

enantiômeros, deve ser tomada depois de exaustivos estudos que avaliem todos os efeitos dos 

enantiômeros.
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Exemplos de fármacos quirais, comercializados na forma enantiomericamente pura são: 

i) (S)-(+)-naproxeno (7a) (Figura 10), utilizado como anti-inflamatório, analgésico e 

antitérmico, vale destacar que  o enantiômero (R)-(−)-naproxeno (7b) apresenta ação 

hepatotóxica (Romero et al., 2012). ii) (2S,3R)-(+)-propoxifeno (12a) (Figura 10), utilizado 

como analgésico. iii) (2R,3S)-(−)-levopropoxifeno (12b) (Figura 10), utilizado como 

antitussígeno (Lima, 1997), sendo as diferenças entre 7a e 7b indesejadas e entre 12a e 12b 

desejadas.

Figura 10 – Pares enantioméricos que exibem atividades biológicas diferentes.

Fonte: a autora. 

Um exemplo de fármaco comercializado na forma de mistura racêmica é o ibuprofeno 

(Figura 11), utilizado como analgésico e antitérmico. Apesar do enantiômero 

(S)-(+)-ibuprofeno (13a) apresentar maior eficiência na atividade biológica, a venda deste 

fármaco na forma de mistura racêmica é justificada devido a biointerconversão unidirecional 

do (R)-(−)-ibuprofeno (13b) para 13a, através de enzimas estereoespecíficas como a epimerase 

2-arilpropionil-CoA, encontrada no citosol e mitocôndrias, atuando assim, como um pró-

fármaco (Romero et al., 2012; Reichel et al., 1997). Assim, não há necessidade do 

desenvolvimento de metodologias de separação ou síntese estereoseletiva para produção de 

13a, uma vez que estaria somente agregando maior preço ao medicamento, o que seria uma 

desvantagem do ponto de vista comercial (Romero et al., 2012). 
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Figura 11 – Biointerconversão unidirecional do ibuprofeno através de catalise enzimática.

Fonte: a autora. 

É importante destacar que o exemplo apresentado para o ibuprofeno não se repete com 

frequência no universo dos fármacos quirais, e não deve ser utilizado como justificativa para a 

comercialização de outros fármacos na forma racêmica. A falta de estudos e de testes biológicos 

com os enantiômeros isolados é capaz de desencadear tragédias, como é o caso da talidomida 

(14a e 14b) (Figura 12). Introduzida no comércio, na forma racêmica, no final da década de 

1950, inicialmente como sedativo e posteriormente como medicamento antiemético, foi 

amplamente distribuída em países do leste europeu e em países da América do Sul como o 

Brasil. Foi banida depois de quase 5 anos, deixando um rastro de efeitos nocivos aos usuários, 

os chamados “filhos da talidomida” (Vargesson, 2015). Esse desastre está relacionado ao 

enantiômero (S)-talidomida (14a) que é teratogênico e causa má formação fetal, enquanto a (R)-

talidomida (14) apresenta efeito antiemético (Kowalczyk et al., 2020). Dessa forma a história 

mostra que não devemos negligenciar os efeitos dos fármacos quirais (Singh et al., 2020).  

Figura 12 – Taliodomida.

Fonte: a autora. 
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Dentro de um contexto de busca por novos fármacos de origem vegetal, a química de 

PN tem se apresentado como uma fonte importante e rica em diversidade estrutural, muitas 

vezes de compostos quirais que merecem atenção especial quanto à determinação da 

configuração absoluta dos centros estereogênicos (Romero et al., 2012).

Compostos enantiomericamente puros são facilmente encontrados na natureza, no 

entanto, a síntese no laboratório, na maioria das vezes, é um grande desafio. Assim, os PNs 

podem ser usados como inspiração para o desenvolvimento de novos fármacos (Guo, 2017).  

Nesse sentido os alcaloides encontrados em Senna spectabilis têm despertado grande interesse 

devido às atividades biológicas, pela presença na forma de pares homólogos e ainda pela 

estereoquímica associada a esses compostos (Freitas et al., 2018).

2.3 Senna spectabilis

Pertencente à família Fabaceae, Senna spectabilis (sin. Cassia spectabilis ou 

Cassia excelsa) (Figura 13A), popularmente conhecida por diversos nomes, entre eles Cássia, 

Cássia do Nordeste, Tula-de-Besouro, Canafístula-de-Besouro e Fedegoso, é bastante utilizada 

na arborização das cidades (Lorenzi, 2002). Recentemente, espécies dos gêneros Senna e 

Cassia passaram por revisões e reclassificações, levando a alterações taxonômicas em alguns 

casos, o que se justifica devido à grande similaridade das espécies destes gêneros (Viegas Junior 

et al., 2006).

Senna spectabilis pode ser naturalmente encontrada em biomas brasileiros como no 

Cerrado, Mata Atlântica e Caatinga, apresentando diversos usos populares (Santos et al., 2020). 

Comumente utilizado como árvore ornamental, devido sua beleza e cor vibrante (Figura 13B), 

essa espécie também pode ser usada como alimento no âmbito agropecuário devido ao alto 

valor nutricional; pode ser usada na fabricação de móveis pequenos como caixotes ou como 

lenha (Lorenzi, 1998; Santos, 2013). Essa espécie também é muito recorrente na medicina 

popular, sendo relatado o uso para o tratamento da epilepsia, obstipação intestinal, 

insônia, ansiedade e outras (Nkantchoua, 2018). 
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Figura 13 – Senna spectabilis. r.: ramo, s.: nectário, t.: pétalas, u.: fruto.

Fonte: Adaptado de Santos et al. (2020) e Carvalho et al. (2010).

Senna spectabilis, ainda é bastante estudada, tendo várias propriedades farmacológicas 

avaliadas e comprovadas, dentre estas se destacam: antibiofilme, antifúngica, antibacteriana 

(Jothy et al., 2012), antioxidante, anti-inflamatória (Oladeji et al., 2021), anticonvulsivo 

(Nkantchoua, 2018), antimalárica (Pivatto et al., 2014), anestésica, antimicrobiana, 

esquistomicida (Castro et al., 2016), analgésica, antidepressivo (Oladeji et al., 2021), 

antiproliferativa, leishmanicida (Melo et al., 2014) e anticolinesterásica (Franca et al., 2021; 

Silva et al., 2022). 

As atividades biológicas estão relacionadas aos metabólitos presentes na planta, 

espalhados pelo caule, flores, folhas e raízes. Vale destacar que estes compostos estão presentes 

em baixa concentração nas plantas e por isso utilizar o isolamento como fonte para o preparo 

de medicamentos, não é viável. 

Assim, os estudos relacionados a química de PN e química medicinal, são necessários e 

imprescindíveis para identificação e caracterização de novos compostos, importantes como 

inspiração para o desenvolvimento de novos fármacos que possam ser sintetizados em grande 

escala. Dessa forma, Senna spectabilis é fonte de alcaloides piperidínicos raros, que apresentam 

interesse farmacológico, o que evidencia a importância de estudos aprofundados sobre os 

metabólitos que a planta produz.

2.4 Alcaloides piperidínicos

Os alcaloides piperidínicos, presentes em Senna spectabilis, são os metabólitos 

especiais de maior abundância nas folhas, flores e frutos verdes, sendo amplamente estudados 

devido as atividades farmacológicas já comprovadas. O primeiro alcaloide piperidínico foi 
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isolado por Highet (1964), de C. excelsa, e nomeado de (−)-cassina (5) (Figura 2), sendo sua 

estrutura relatada corretamente por Highet e Highet (1966), em retratação. Sua caracterização 

foi realizada por meio de técnicas como Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 60 MHz, 

infravermelho (IV), análise elementar e por meio de derivados produzidos a partir da 5, 

alterando as funções orgânicas presentes.

A determinação da configuração foi realizada através da análise do espectro na região 

do infravermelho (IV), sugerindo que os substituintes do anel piperidínico, até então 

identificados, seriam todos cis (Figura 15). Essa informação foi obtida devido a observação de 

uma única banda de absorção no IV em ῡ 3530 cm–1, atribuída ao grupo hidroxila quando faz 

ligação de hidrogênio intramolecular com o nitrogênio, que é diferente do sinal de hidroxila 

livre que absorve em ῡ 3630 cm–1 (Highet, 1964). No entanto, este resultado sozinho não é 

conclusivo para estabelecer a configuração absoluta do composto. 

Figura 15 – Representação da ligação de hidrogênio intramolecular para a (–)-cassina.

Fonte: a autora. 

Diferentes estudos foram realizados nos anos que se seguiram ao isolamento feito por 

Highet, buscando a determinação da configuração de 5. Rice Junior e Coke (1966), realizaram 

a semissíntese da 5, partindo de um alcaloide conhecido, cuja configuração também já estava 

estabelecida, com o objetivo de demonstrar similaridade espectral entre o composto sintetizado 

e 5. Como resultado, a configuração absoluta e relativa foi estabelecida por comparação 

polimérica, sendo 2-(R)-metil-3-(R)-hidroxi-6-(S)-(11-oxododecil)-piperidina, corroborando 

com o relatado anteriormente, onde os substituintes do anel piperidínico são cis.

Além de 5, outros alcaloides também foram identificados em S. spectabilis, como a 

(−)-espectalina (6a), que é um homólogo de 5 (Mulchandani; Hassarajani, 1977); a 

(+)-espectalina (6b) (Figura 16), que seria um enantiômero de 6a (Christofidis et al., 1977); a 

(−)-6-iso-cassina (15) (Christofidis et al., 1977) e 6-iso-espectalina (16) (Viegas Jr. et al,. 

2004), que são diastereoisômeros de 5 e 6 (Figura 15). Além destes, outros metabólitos já foram 

relatados em Senna spectabilis, porém os de maior ênfase nesta pesquisa são os homólogos (−)-
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cassina e a (−)-espectalina. Na sugestão para a determinação da configuração dos centros 

assimétricos, foram utilizadas técnicas como difração de Raio-X (DRX), infravermelho e 

análises polarimétricas (Christordis et al., 1977a; Pivatto et al., 2014). 

Figura 15 – Alcaloides piperidínicos isolados de Senna spectabilis.

Fonte: a autora. 

Entretanto, é importante considerar que a técnica de DRX para determinação da 

estereoquímica requer a formação de cristais bem definidos para realização do experimento e 

obtenção de resultados confiáveis, e estes alcaloides, não cumprem essa exigência, uma vez que 

grande parte deles apresenta aspecto de sólidos amorfos. De forma semelhante, a discussão 

baseada unicamente nos resultados obtidos dos espectros IV, também não são suficientes para 

a determinação inequívoca da estereoquímica dos alcaloides isolados, o que pode ter gerado 

resultados equivocados. Em 1996, Bolzani et al., isolou o alcaloide 6a e estabeleceu a 

configuração relativa por dados de RMN ¹H e COSY. Vale destacar que neste estudo a espécie 

foi erroneamente classificada como Cassia leptophylla.

É importante salientar que o metabolismo enzimático das plantas, que é 

estereoespecífico, geralmente também leva a produção de metabólitos estereoespecíficos, o que 

desperta a preocupação em relação a tamanha diversidade estereoquímica relatada na literatura 

para os alcaloides piperidínicos isolados de S. spectabilis por diferentes pesquisadores. Seriam 

realmente compostos com diferentes estereoquímicas ou seriam erros de determinação? 

Vale ressaltar que a existência dos pares homólogos 5/6a e 15/16, que diferem por duas 

unidades de CH2, apresentam grande desafio na separação (Silva et al., 2011; Pivatto, 2010), 

uma vez que séries homólogas geralmente apresentam características físico-químicas bastante 

semelhantes. Técnicas como cromatografia em camada delgada (CCD) ou cromatografia em 

coluna (CC) de bancada não separam estes compostos de forma eficiente, comumente 

apresentando na CCD o mesmo Rf. Um importante marco nessa perspectiva foi o trabalho 

desenvolvido por Pivatto et al. (2005), que através de um estudo sistemático utilizando a 
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espectrometria de massas (EM), comprovou a existência desta mistura de pares homólogos, 

levantando a possibilidade de que os estudos de isolamento, realizados até então, poderiam estar 

relatando na verdade a mistura dos pares homólogos. Adicionalmente, estudos que fizeram a 

avaliação biológica dos homólogos isolados de S. spectabilis, também apresentaram diferentes 

resultados (Pivatto et al., 2014; Lacerda et al., 2018; Freitas et al., 2018), o que mostra a 

importância de um estudo sistemático envolvendo também a estereoquímica destes metabólitos. 

Em resumo, devido as incongruências relatadas, há a necessidade de estudos 

direcionados para a estereoquímica dos alcaloides piperidínicos de Senna spectabilis, para 

determinar de maneira inequívoca a configuração relativa e absoluta destes compostos. Esses 

resultados são importantes e auxiliam nos estudos da química medicinal, contribuindo para a 

melhor compreensão da atividade biológica. Dessa forma, o método desenvolvido por Mosher, 

conhecido também como “análise dos ésteres de Mosher” pode ser uma alternativa para 

compreensão da estereoquímica dos alcaloides piperidínicos.

2.5 Método de Mosher 

A determinação da configuração absoluta de moléculas é feita principalmente por 

técnicas como Cristalografia de Raios X ou métodos quirópticos como o Dicroísmo Circular. 

Cada uma das técnicas possui limitações como a exigência de cristais bem definidos ou a 

necessidade de absorção de luz em um determinado comprimento de onda, respectivamente, o 

que as vezes não é possível em alguns casos. Porém, abordagens espectroscópicas como a 

ressonância magnética nuclear (RMN) através do uso de auxiliares quirais, pode ser uma 

alternativa e ainda apresentar algumas vantagens como, a necessita de quantidades pequenas da 

amostra, podendo ser sólida ou líquida em solução (Seco et al., 2004).

Ao analisar os espectros de RMN obtidos do par enantiomérico, geralmente, não é 

possível identificar diferença entre eles, não sendo possível a determinação inequívoca da 

estereoquímica. Sendo assim, para que a determinação seja possível, e a identificação da 

configuração absoluta possa ser estabelecida pela diferença dos espectros, é necessário o uso 

de um auxiliar quiral durante as análises, sendo que os mais comumente utilizados são os 

solventes que proporcionam o reconhecimento de ambientes quirais ou o uso de reagentes de 

derivatização quiral (RDQ). Apesar do grande potencial da técnica, o uso de solventes quirais, 

como auxiliares, não fornecem desvios apreciáveis nos espectros, sendo usados quase que 

somente para medições de pureza enantiomérica (Seco et al., 2004). A segunda abordagem, que 
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faz uso de RDQ, consiste em conectar, por ligação covalente, o substrato à dois auxiliares 

quirais (enantioméricos) de configuração absoluta definida (R e S). Os produtos da dupla 

derivatização apresentam a relação de diastereoisômeros, levando a diferenças maiores nos 

deslocamentos químicos (RMN 1H), sendo um método eficiente para atribuição da 

configuração. Porém, é necessária uma avaliação detalhada do substrato para escolha correta 

do RDQ a ser utilizado (Seco et al., 2015). Dentro dessa perspectiva, estudos conseguiram 

caracterizar uma grande variedade de substratos (Figura 16).

Figura 16 – Substratos quirais que tiveram suas estereoquímicas estabelecidas utilizando RDQ.

Fonte:  a autora. 

Existem três componentes estruturais fundamentais que caracterizam os RDQ 

(Figura 18); a presença de um grupo capaz de se ligar covalentemente ao substrato; um grupo 

com anisotropia magnética para proteção/desproteção seletiva dos substituintes do substrato; e 
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por fim, um grupo capaz de direcionar a conformação dos diastereoisômeros formados, capaz 

de potencializar o efeito do grupo anisotrópico. 

Figura 17 – Reagentes de derivatização quiral (RDQ) comumente utilizados para determinação de 

configuração absoluta.

Fonte: a autora. 

O ácido α-metoxi-α-trifluorometoxilfenilacético ((R)-MTPA) (18) (Figura 17) é um dos 

reagentes de derivatização mais comumente empregado que foi utilizado pela primeira vez por 

Dale, Dull e Mosher em 1969. Desde então, vários estudos utilizam esse método, que ficou 

conhecido como análise dos ésteres de Mosher. O nome se deve ao produto derivatizado que é 

um éster, obtido através de uma ligação covalente entre o substrato e o reagente. No entanto, 

também são relatados alguns problemas envolvendo o uso desses reagentes, como serem 

altamente higroscópicos, as vezes caros para aquisição, baixa reatividade (produtos com baixos 

rendimentos) e com diferenças nos deslocamentos químicos (ΔδRS) muito pequenas, por isso a 

necessidade de uma boa avaliação na escolha do RDQ (Marques et al., 2019).

Uma alternativa de baixo custo é o (S)-naproxeno ((S)-NPX) (7a) (Figura 18), vendido 

nas farmácias como medicamento anti-inflamatório na forma de excesso enantiomérico (≥98%) 

(Ma et al., 2019), que já foi utilizado para a determinação da estereoquímica do 
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(R)-dietil-(hidroxietil)fosfonato (20), (R)-dietil-(aminoetil)fosfonato (21), 

(Błaŝewska et al., 2007), (S)-(feniltelanil)propanol (22) e (S)-(fenilselanil)propanol (23) 

(Marques et al., 2019). 

Figura 18 – (S)-Naproxeno como RDQ, uma alternativa de baixo custo para a determinação da 

estereoquímica absoluta.

Fonte: a autora. 

O método mais difundido, que segundo a literatura são obtidos os melhores resultados 

dos RDQ é utilizando a dupla derivatização, onde o substrato de estereoquímica não definida 

reage com cada um dos enantiômeros do RDQ separadamente, ou seja, (R)-RDQ e (S)-RDQ 

(Figura 19). Posteriormente, são comparadas as diferenças nos deslocamentos químicos (ΔδR,S) 

dos espectros de RMN dos produtos obtidos na derivatização. Dessa forma os ligantes (L1 e L2) 

do carbono assimétrico são singletos no espectro de RMN 1H e absorvem em uma escala 

arbitrária, sendo deslocados em cada espectro, em função do grupo anisotrópico do respectivo 

RDQ (Figura 19). 
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Figura 19 – Dupla derivatização: deslocamento dos sinais nos espectros de RMN 1H em função do 

efeito anisotrópico dos RDQs.

Fonte: a autora 

Os deslocamentos vistos nos espectros são provocados pelo efeito anisotrópico gerado 

pelos sistemas aromáticos dos RDQ. Os ligantes do carbono assimétrico do substrato que se 

conecta ao RDQ, sofrem influência de proteção ou desproteção. A corrente de elétrons π do 

sistema aromático gera um campo magnético induzido secundário que interage com o campo 

magnético externo, chamado de B0 e produzido pelo equipamento de RMN. Nas regiões em 

que o campo magnético induzido pelos elétrons se opõe ao B0, ocorre uma interferência 

anulando parte da intensidade do B0 e blindando os hidrogênios que estiverem nesta região, 

causando deslocamentos químicos com valores menores no espectro de RMN 1H (Figura 21) 

(Silverstein et al., 2005).

De modo contrário, quando há uma interferência somando a intensidade do campo 

magnético induzido com B0, haverá um efeito de desblindagem dos hidrogênios, movimentando 

os sinais para regiões de deslocamentos químicos maiores no espectro de RMN 1H (Figura 20). 

O efeito de blindagem não é restrito aos sistemas aromáticos, no entanto, são mais pronunciados 

nesses sistemas, aumentando proporcionalmente de acordo com o tamanho do sistema 

aromático, o que pode ser observado a partir do benzeno, naftaleno e antraceno.
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Figura 20 – (A) Corrente de elétrons π do benzeno gera campo magnético induzido; (B) Regiões de 

proteção e desproteção. 

  
Fonte: Adaptado de Solomons (2013) e Pavia (2010). 

As diferenças nos deslocamentos químicos dos ligantes nos dois derivados geralmente 

é suficiente para determinar a estereoquímica do carbono assimétrico. A diferença é calculada 

utilizando a fórmula: ΔδR,S Lx = (δR Lx – δS Lx), e indica em qual lado cada substituinte se 

encontra quando comparado com o grupo anisotrópico (Figura 21). Dependendo do 

enantiômero do RDQ usado na derivatização, terá um ligante que estará mais fortemente 

protegido tendo o δ deslocado para valor menor, o que é utilizado para o estabelecimento da 

estereoquímica. No entanto, mudanças nos equilíbrios conformacionais podem resultar numa 

menor intensidade do efeito de blindagem o que influencia na magnitude do ΔδR,S e dificulta o 

estabelecimento da estereoquímica.

A) B)
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Figura 22 – Equilíbrios conformacionais do (R)-MPA–substrato.

Fonte: a autora.

O MTPA (18) também é um RDQ muito utilizado que possui três confôrmeros 

principais (Figura 23), sendo que os efeitos anisotrópicos em cada um dos confôrmeros podem 

ser diferentes e até se anularem entre confôrmeros, o que pode gerar valores de ΔδS,R pequenos 

e difíceis de serem interpretados. Essas diferenças entre os RDQ utilizados, evidenciam que 

apesar do método ser eficiente na determinação da configuração, é necessária uma análise 

conformacional detalhada do produto derivatizado. 

Figura 23 – Equilíbrio conformacional do MTPA.

Fonte: Adaptado de Seco, Quiñoa e Riguera (2004).
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Os estudos teóricos através da química computacional, mais especificamente os cálculos 

de dinâmica molecular (DM), são ferramentas importantes nas análises conformacionais. A DM 

pode ser utilizada para simular o comportamento de moléculas em diferentes solventes, 

analisando e prevendo as principais conformações moleculares (Schlick, 1996). Dessa forma, é 

possível estipular as porcentagens dos confôrmeros, estados de energia, temperatura necessária 

para interconversão em diferentes meios (solventes), entre outras variáveis, sendo os cálculos 

de DM usados como estratégia para refinar os dados de raios-X ou RMN (Mackrell; Banavali; 

Foloppe, 2001). 

Diante da importância biológica que os alcaloides piperidínicos de S. spectabilis têm 

apresentado como modelos para o desenvolvimento de novos fármacos e da necessidade do 

conhecimento de forma inequívoca da quiralidade associada a esses metabólitos, selecionamos 

o método de Mosher como estratégia para atribuição da estereoquímica absoluta. Assim, 

elegemos os alcaloides (−)-cassina e a (−)-espectalina como modelos para os estudos, uma vez 

que são compostos relativamente abundantes na espécie, no entanto, não apresentam grupos 

cromóforos e não formam cristais, o que inviabiliza o uso de outras técnicas e evidencia a 

importância da estratégia desenvolvida por Mosher. 
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver uma metodologia para a determinação da estereoquímica absoluta dos alcaloides 

(−)-cassina e (−)-espectalina, isolado das flores de S. spectabilis, utilizando como reagente de 

derivatização quiral o (+)-(S)-naproxeno ((S)-NPX), um anti-inflamatório comercializado na forma de 

enantiômero puro.

3.2 Objetivos específicos

• Obter os alcaloides piperidínicos (−)-cassina e (−)-espectalina do extrato etanólico das 

flores de S. spectabilis;

• Obter o (S)-NPX, a partir de fármacos comerciais, avaliar a pureza e identificar sua 

estrutura através das técnicas espectroscópicas e espectrométricas;

• Desenvolver uma metodologia para racemização do (S)-NPX para obtenção do 

(R)-NPX;

• Sintetizar os ésteres de Mosher;

• Desenvolver uma metodologia de purificação/separação dos ésteres;

• Avaliar as conformações de menor energia dos ésteres utilizando cálculos 

computacionais;

• Avaliar os dados de RMN 1H dos ésteres sintetizados;
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Instrumentação

• Banho de ultrassom FISATOM modelo 550.

• Balança analítica SHIMADZU modelo AX 200.

• Câmara escura para luz ultravioleta (UV 254 e 365 nm) SOLAB modelo SL-204.

• Linha de secagem de amostra a pressão reduzida (bomba) EDWARS modelo RV5.

• Rotaevaporador BUCHI modelo R-100 (componentes: banho de aquecimento Buchi B-465 

e bomba de vácuo Buchi V-100).

• Agitador magnético GEHAKA modelo AA-2050.

• Polarimetro analógico Nova Optical Systems, modelo NO WXG-4 (luz monocromática de 

lâmpada de sódio a 589,3 nm).

• Polarimetro analógico KRUSS, modelo P1000-LED (luz monocromática de lâmpada de sódio 

a 589,3 nm).

• Aparelho de temperatura de fusão GEHAKA, modelo PF1500.

4.2 Solventes e reagentes 

• Etanol (EtOH): Synth P.A. ACS

• Metanol (MeOH): J. T. Baker CLAE

• Triclorometano ou clorofórmio (CHCl3): Êxodo Cientifica P.A.

• Hidróxido de amônio (NH4OH): Synth P.A. ACS

• Solventes de grau analítico (P.A.) da empresa Química Araguaya, purificados por destilação 

fracionada: etanol, hexano, clorofórmio e acetato de etila.

• Ácido acético glacial (CH3CO2H): Synth P.A. ACS

• Ácido hexacloroplatínico IV: Vetec P.A. 

• Iodeto de potássio: Vetec P.A.

• Clorofórmio-d 99,8% ACROS Organics.

• Clorofórmio deuterado (CDCl3) Cambridge Isotope Laboratories, Inc.

• Ácido fórmico grau CLAE da Panreac
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4.2.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para as análises de cromatografia em camada delgada comparativa (CCD) foram 

utilizadas placas comerciais de sílica gel 60 de 0,20 mm de espessura com indicador de 

fluorescência (UV254/366), suportadas em folhas de alumínio (Macherey-Nagel). 

Para as placas de cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foram 

utilizadas placas comerciais de sílica gel GF de 0,5 mm de espessura com indicador de 

fluorescência (UV254) (Uniplate).

4.2.2 Preparo do revelador de iodocloroplatinato (IClPt)

Solução A: Solução aquosa de 5% (m/m), de ácido hexacloroplatinico 

(IV)(H2(PtCl6).6H2O).

Solução B: Solução aquosa a 10% (m/m), de iodeto de potássio (KI)

Solução spray: Mistura da solução A, solução B e H2O (1:9:10). 

(Touchstone; Dobbins, 1978)

4.2.3 Cromatografia em coluna aberta

Para as separações por cromatografia em coluna (CC) aberta foi utilizada a fase 

estacionária (FE) de sílica gel (SiO2) para cromatografia flash (40–63 μm, diâmetro de poro 60 

Å) (Sigma Aldrich).

4.2.4 Cromatografia a Líquido de Alta Eficiência (CLAE)

As análises de cromatografia a líquido de alta eficiência (CLAE) foram feitas na Rede 

de Laboratórios Multiusuário (RELAM) localizado no Instituto de Química da Universidade 

Federal de Uberlândia (IQ-UFU), campus Santa Mônica, utilizando o equipamento: 

Cromatógrafo a líquido de alta eficiência da Shimadzu Corporation, modelo LC_6AD, 

com os seguintes módulos: controlador do sistema modelo CBM-20A; detector evaporativo por 

espalhamento de luz (do inglês evaporative light scattering detector – ELSD) modelo ELSD-

LT ΙΙ; detector de arranjo de diodo (DAD) modelo SPD-M40A; forno de coluna modelo CTO-

20A; auto amostrador modelo SIL-10AF; coletor de frações FRC-10A; desgaseificador modelo 

DGU-20A5R. O equipamento é vinculado a uma estação de dados com software LCSolutions. 
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As análises de cromatografia a líquido de alta eficiência hifenado a espectrômetro de 

massas (CLAE-EM), foram realizadas no Laboratório de Nanobiotecnologia Prof. Dr. Luiz 

Ricardo Goulart Filho do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlândia 

(IBTEC-UFU), coordenado pela professora Luciana Machado Bastos, utilizando um 

equipamento de CLAE (Agilent modelo Infinity 1260), hifenado a espectrômetro de massas de 

alta resolução do tipo Q-TOF (Agilent® modelo 6520 B) com fonte de ionização por 

electrospray (IES). 

As massas acuradas obtidas dos espectros de massas em alta resolução foram 

comparadas com as massas exatas obtidas no software ChemDraw Ultra 12.0, sendo calculado 

os erros em ppm utilizando a equação abaixo: 

𝐸𝑟𝑟𝑜(𝑝𝑝𝑚) = (𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑐𝑢𝑟𝑎𝑑𝑎 − 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑒𝑥𝑎𝑡𝑎)𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑒𝑥𝑎𝑡𝑎  × 106
As amostras foram solubilizadas em Metanol (MeOH) grau CLAE, sendo filtradas em 

membrana de politetrafluoretileno 0,45 μm. Para as análises foram utilizadas as colunas:

• Coluna analítica Phenomenex® Luna (250,0 × 4,6 mm, 5 μm) protegida pela respectiva 

pré-coluna. 

• Coluna semipreparativa Phenomenex® Luna C18 (250,0 × 10,0 mm, 10 μm).

• Coluna quiral analítica da Phenomenex® Lux celulose-4, com diâmetro interno (d.i.) 

de 4,6 mm e comprimento de 25 cm (250,0 × 4,6 mm, 5 m), protegida pela respectiva 

pré-coluna. 

• Coluna Agilent Poroshell (100,0 × 3,0 mm, 2,7 μm).

4.2.5 Cromatógrafo a Gás 

As análises de cromatografia a gás com detecção por ionização em chama (do inglês, 

flame ionization detection) (CG-FID), foram feitas no RELAM localizado no IQ-UFU, campus 

Santa Mônica, utilizando o equipamento: 

Cromatógrafo a gás Shimadzu, modelo GC-2014/C114847-09428 e auto injetor 

Shimadzu, modelo AOC-20i Plus, com as seguintes condições: gás transportador nitrogênio a 

fluxo constante de 2,32 mL.min-1; coluna cromatográfica capilar phenomenex® ZB-5ms 

(30 m × 250 μm × 0.25 μm); temperatura do injetor ajustada a 250 °C, com uma proporção de 
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divisão de 1:30; condições de análise: temperatura inicial do forno 100 ºC, com aumento 

gradual de 13 ºC.min-1 até 280 ºC, onde foi mantida por 8 min; tempo total de análise 21,8 min.

As análises de cromatografia a gás acoplado a um espectrômetro de massas com 

ionização por impacto de elétrons (CG-EM-IE) foram realizadas no Laboratório de 

Nanobiotecnologia Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho do Instituto de Biotecnologia da 

Universidade Federal de Uberlândia (IBTEC-UFU), campus Umuarama, utilizando o 

equipamento:

Cromatógrafo a gás acoplado a espectrômetro de massas Agilent Technologies, modelo 

7890B GC System/5977B GC/MSD, com as seguintes condições: gás transportador hélio a 

fluxo constante de 1,0 mL.min-1; coluna cromatográfica capilar Agilent 19091S-433 HP-5ms 

(30 m × 250 μm × 0.25 μm); temperatura do injetor ajustada a 210 °C, com uma proporção de 

divisão de 1:20; condições de análise: temperatura inicial do forno 100 ºC, com aumento 

gradual de 13 ºC.min-1 até 280 ºC, onde foi mantida por 8 min; tempo total de análise 21,8 min. 

As amostras foram solubilizadas em CH2Cl2 e os valores das massas detectadas entre 35−550 

u foram registrados no espectro. 

4.2.6 Ressonância magnética nuclear (RMN) 

As análises foram realizadas no espectrômetro de ressonância magnética nuclear (RMN) 

Bruker modelo AscendTM 400 Avance III HD (9,2 Tesla) da RELAM localizado IQ/UFU, 

operando em frequências de 400 e 100 MHz para os núcleos de hidrogênio e carbono, 

respectivamente. Os experimentos foram realizados a 25 °C, utilizando TMS como padrão 

interno (tms = 0,00) ou o residual do solvente. 

4.2.7 Espectroscopia de absorção molecular na região do ultravioleta e visível (UV-Vis)

As análises de UV-Vis foram realizadas no Núcleo de Pesquisa em Produtos Naturais 

(NuPPeN) do IQ-UFU, campus Santa Mônica, coordenado pelo prof. Alberto de Oliveira, 

utilizando um espectrofotômetro da marca Thermo Scientific modelo GENESYS 10S UV-Vis, 

fazendo a leitura de absorbância entre 190–1100 nm. As amostras foram solubilizadas em 

MeOH grau CLAE e as análises foram realizadas utilizando cubetas de 1 cm. O cálculo do 

coeficiente de absortividade molar (ε) foi realizado com base na fórmula:

𝐴 = − log(𝑇) = 𝜀 ×  𝑏 ×  𝐶
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Nota: A = Absorção; T = Transmitância; b = caminho óptico (cm); C = concentração (mol.L–1); 

 = coeficiente de absortividade molar (L.cm–1.mol–1)

4.3 Métodologia experimental 

4.3.1 Preparo do extrato etanólico das flores de Senna spectabilis e isolamento dos alcaloides 

(–)-cassina (5) e (–)-espectalina (6a)

O extrato etanólico (1,9 kg) das flores de Senna spectabilis (EEFl-Ss) foi preparado 

previamente pelo Professor Dr. Marcos Pivatto a partir do material vegetal (35,8 kg), que após 

seco e triturado (7,9 kg) foi submetido à extração por maceração com etanol PA (5 × 35 L), 

sendo o solvente removido por destilação em evaporador rotativo a pressão reduzida, 

utilizando banho de aquecimento a 40 ºC. As flores foram coletadas (fevereiro de 2009) no 

terminal rodoviário de Araraquara, sendo a exsicata (SP 384 109) depositada no Instituto de 

Botânica de São Paulo (Pivatto, 2010).

Parte do EEFl-Ss (80,0 g) foi solubilizado em 500 mL de MeOH/H2O (4:1, v/v), filtrado 

e submetido à extração líquido-líquido com hexano (5 × 250 mL) e diclorometano 

(5 × 250 mL) (Figura 24). Os solventes foram removidos por destilação em evaporador rotativo 

a pressão reduzida, utilizando banho de aquecimento a 40 °C. Parte da fração CH2Cl2 (8,5 g) 

foi submetida à CC, nomeada IMC1 (Freitas, 2022).

Figura 24 – Extração líquido-líquido do extrato etanólico das flores de S. spectabilis.



51

Fonte: a autora.

Parte da fração IMC1-F114–265 (1,38 g), fração rica em alcaloides, foi submetida à CC, 

nomeada como IMC2. As frações foram analisadas por CCD e reveladas com o revelador 

iodocloroplatinato (IClPt). As frações que tiveram resultado positivo para presença de 

alcaloides foram analisadas por CG-EM-IE. 

Parte da fração IMC2-F81–88 (449 mg), fração rica nos alcaloides 5 e 6a, foi 

submetida à CLAE no modo semi-preparativo, nomeada de IMC3. As frações foram analisadas 

por CG-FID. 

4.3.2 Preparação dos cloridratos da (–)-cassina (5) e (–)-espectalina (6a)

Os cloridratos 24 e 25 foram preparados por adição de HCl(g), gerado pelo gotejamento 

de H2SO4(l) (20 mL), do funil de separação (n° 1), sobre HCl(l) (20 mL) no balão (n° 2) a 

temperatura ambiente, utilizando um sistema de Kipp modificado (Figura 25), que canaliza os 

vapores do gás formado até o balão de fundo redondo (n° 3), borbulhando o gás sobre os 

alcaloides 5 e 6a (100 mg) dissolvidos em 5 mL de CHCl3  (Figuras 25 e 26).

Figura 25 − Sistema de Kipp modificado para o preparo dos cloridratos.

Fonte: A autora.
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Figura 26 − Reação para obtenção dos cloridratos da (−)-cassina e (−)-espectalina.

Fonte: A autora.

4.3.3 Extração do (+)-(S)-naproxeno 

A extração do (+)-(S)-naproxeno ((S)-NPX) (7a) foi realizada a partir de medicamentos 

comerciais encontrados nas farmácias, contendo naproxeno sódico, de três empresas 

farmacêuticas distintas. Inicialmente os comprimidos (10 unidades de 550 mg cada), contendo 

5,5 g do princípio ativo, foram triturados, utilizando graal e pistilo. O material pulverizado foi 

transferido para um béquer, solubilizado em 25 mL de uma solução MeOH:H2O (9:1) e mantido 

sob agitação em ultrassom por 30 minutos. Em seguida, a solução foi filtrada, utilizando papel 

de filtro, e o material pulverizado foi novamente solubilizado em 25 mL de uma nova solução 

hidrometanólica e submetido a extração por 3 vezes consecutivas. Os três volumes das soluções 

hidrometanólicas foram reagrupados (75 mL) e os solventes foram removidos por destilação 

em evaporador rotativo a pressão reduzida, utilizando banho de aquecimento a 40 °C. 

O sal sódico do naproxeno obtido foi então solubilizado em 50 mL de uma solução 

aquosa de ácido clorídrico (3,0 mol.L−1) e submetido a extração líquido-líquido com AcOEt 

(5 × 25,0 mL). Os resquícios de água da fração orgânica foram removidos utilizando sulfato de 

sódio anidro, mantendo o agente secante em contato com a solução por 15 minutos. Em seguida, 

a solução foi filtrada, para retirar o agente secante, e o solvente foi removido por destilação em 

evaporador rotativo (banho a 40 °C) (Figura 27) (Walsh; Koontz, 1997). O produto obtido foi 

analisado por CCD, CG-EM-IE, RMN, polarimetria e avaliada sua temperatura de fusão para 

confirmação da estrutura. 
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Figura 27 – Fluxograma da extração do (+)-(S)-naproxeno.

Fonte: A autora.

4.3.4 Racemização do (+)-(S)-naproxeno

Foram avaliadas duas metodologias para racemização do (+)-(S)-naproxeno (7a), uma 

em meio básico e outra em meio ácido. 

Meio básico: Foi pesado 200,0 mg (46,05 mol) de 7a, solubilizado em 25 mL de solução 

aquosa de KOH (0,32 mol.L−1), transferido para um balão de fundo redondo de 50 mL e mantida 

sob agitação e refluxo a 100 °C por 24 h (Xu, et al., 2015). Em seguida, a solução foi resfriada 

e neutralizada com uma solução de HCl (1,0 mol.L−1, 50 mL) sob agitação por 20 minutos. Na 

sequência, a solução foi transferida para um funil de separação e submetida a extração líquido-

líquido com AcOEt (5 × 25,0 mL). Os resquícios de água da fase orgânica foram removidos 

utilizando sulfato de sódio anidro, que foi mantido em contato com a solução por 15 minutos. 

Em seguida, a solução foi filtrada, para retirar o agente secante, e o solvente foi removido por 

destilação em evaporador rotativo (banho a 40 °C). O produto foi analisado por CCD, CLAE-

DAD-EM-IES-(+) e RMN. 
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Meio ácido: Foi pesado 200,0 mg (46,05 mol) de 7a, solubilizado em 25,0 mL de 

anidrido acético, transferido para um balão de fundo redondo de 50 mL e mantido sob agitação 

e refluxo a 140 °C por 24 h (Linze et al., 1985). Em seguida, para finalizar a reação, a solução 

foi resfriada e na sequência adicionado 25,0 mL de água. Posteriormente a solução foi 

transferida para um funil de separação e submetida a extração líquido-líquido com AcOEt (5 × 

25,0 mL). Os resquícios de água da fase orgânica foram removidos utilizando sulfato de sódio 

anidro, que foi mantido em contato com a solução por 15 minutos. Na sequência, a solução foi 

filtrada, para retirar o agente secante, e o solvente foi removido por destilação em evaporador 

rotativo (banho a 40 °C). O produto foi analisado por CCD, CLAE-DAD-EM-IES-(+), e RMN 

(Ma et al., 2019).

4.3.5 Preparação dos ésteres de Mosher

O éster de Mosher (S)-naproxeno–cassina foi preparado a partir de 50,0 mg (0,15 mmol) 

do cloridrato 24, que foi solubilizado em 5 mL de CHCl3 e transferida para um balão de fundo 

redondo de 50 mL e mantido sob agitação. A esta solução foram adicionados 50,0 mg (0,22 

mmol) de 7a, 32,7 mg (0,22 mmol) de hidrocloreto de 

N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC) (26), utilizado como agente de 

acoplamento, e 20,8 mg (0,17 mmol) de dimetilaminopiridina (DMAP) (27), utilizado como 

catalisador. A reação foi mantida sob agitação à temperatura ambiente por 35 horas (Figura 28) 

e monitorada por CCD. Em seguida, a reação foi interrompida com a adição de 30 mL de uma 

solução de carbonato de sódio (0,07 mol.L-1, pH 10) para neutralizar o meio reacional, que foi 

transferido para um funil de separação. Esse procedimento foi repedido 5 vezes e as fases 

aquosas foram agrupadas (150 mL) e submetidas à extração líquido-líquido com CH2Cl2 

(5 × 25 mL). Os resquícios de água das frações orgânicas (CHCl3 e CH2Cl2) foram removidos 

utilizando sulfato de sódio anidro, que foi mantido em contato com a solução por 15 minutos 

(Freitas, 2022). Na sequência, a solução foi filtrada, para retirar o agente secante e o solvente 

foi removido por destilação em evaporador rotativo (banho a 40 °C). A reação foi monitorada 

por CCD, utilizando como revelador IClPt e câmara de UV254 nm.

Os ésteres de Mosher (S)-naproxeno–cassina e (R)-naproxeno–cassina foram 

preparados a partir de 88,0 mg (0,26 mmol) do cloridrato 24, que foi solubilizado em 5 mL de 

CHCl3 e transferido para um balão de fundo redondo de 50 mL e mantido sob agitação. A esta 
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solução foram adicionados 87,8 mg (0,38 mmol) da mistura racêmica de 7a/7b, 53,7 mg 

(0,41mmol) de EDC (26), e 36,0 mg (0,32 mmol) de DMAP (27) (Figura 28). As demais etapas 

da reação são idênticas às da síntese do (S)-naproxeno–cassina descritas anteriormente.

Figura 28 − Reação para obtenção dos ésteres de (−)-cassina e (−)-espectalina.

Fonte: A autora.

4.3.6 Separação dos ésteres de Mosher

Foi realizado uma CCDP com 4,2 mg da IMC5-F36, com duas eluições, acompanhada por 

UV254. Na sequência foi feita a raspagem da sílica, que foi coletada em béquer e solubilizada em 

metanol (2 × 10 mL) e diclometano (1 x 15 mL). Em seguida o material foi filtrado e o solvente 

rotaevaporado. A separação comprovada por CCD, utilizando como revelador IClPt e câmara de UV 

em  de 254 nm, e CLAE-EM-ESI-(+). 

4.3.8 Cálculos de dinâmica molecular (DM)

Os cálculos computacionais foram realizados em computadores localizados no 

Laboratório de Modelagem Molecular e Simulação Computacional de Nano-Bio Sistemas – 

CENAPAD-SP, e nos computadores localizados no Laboratório de Cristalografia e Química 

Computacional (LCQC) da UFU, campus Santa Mônica, em colaboração com o prof. Eduardo 

Franca.

O sistema foi simulado utilizando a metodologia de Dinâmica Molecular (DM), que 

utiliza equações de movimento clássica de Newton e Hamilton, para determinar a trajetória, ou 

seja, a evolução temporal de um sistema, usadas para determinar parâmetros estruturais, assim 
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como conformações preferenciais (Freitas; Oliveira, 2018). Os cálculos para as análises 

conformacionais do núcleo piperidínico (cadeira-bote) dos alcaloides foram baseados nas 

equações e parâmetros de Cremer e Pople modificados (Iglesias-Fernández et al., 2015). Já as 

análises para determinar a conformação dos ésteres e orientação do grupo naftil em relação ao 

núcleo piperidínico, foram feitos utilizado cálculos baseados na dinâmica molecular de Born-

Oppenheimer (DMBO), sendo esta, semelhante a DM clássica com adição de cálculos quânticos 

da estrutura eletrônica como cálculos de função de onda, envolvendo integração da trajetória, 

o que permite determinar sua energia potencial, gradiente e hessiana (Sousa Neto, 2022). 

Espectros teóricos de RMN ¹H foram obtidos utilizando a Teoria Funcional de 

Densidade (DFT), com funcional B3LYP e função de base PVSSEG-2, através do modelo de 

solvatação implícita CPCM para os solventes metanol e clorofórmio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES

5.1 Isolamento dos alcaloides (–)-cassina e (–)-espectalina

O extrato etanólico (EEFl-Ss) e as frações obtidas das extrações líquido-líquido 

(item 4.3.1), foram analisadas por CCD utilizando como FE sílica gel e como FM uma mistura 

de CH2Cl2:MeOH:NH4OH (9:1:0,5). As cromatoplacas foram reveladas com IClPt, reagente 

específico para alcaloides. A partir da avaliação das placas, foi possível constatar que os 

alcaloides estavam presentes em maior concentração na fração CH2Cl2 (40,0 g), que em seguida 

foi submetida à cromatografia em coluna (CC).

Parte da fração CH2Cl2 (8,5 g) foi submetida à CC (445,0 g, 20,0  8,0 cm d.i.), 

utilizando como FE sílica gel (63–200 μm) e FM um gradiente de solventes que iniciou com 

CH2Cl2:MeOH:NH4OH (10:0:0,5) até CH2Cl2:MeOH:NH4OH (7:3:0,5), e na sequência 100% 

de MeOH. As frações coletadas (370) foram avaliadas por CCD, reveladas com IClPt e 

reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores de Rf, resultando nas frações alcaloídicas: 

IMC1-F1–113 (598,5 mg), IMC1-F114−265 (3,6 g) e IMC1-F266−370 (3,7 g) (Figura 29).

Figura 29 – CCD das frações coletadas de IMC1.

Condições: FE: sílica, FM: CH2Cl2:MeOH:NH4OH (9:1:0,5) e revelador IClPt. 

Fonte: a autora.

Parte da fração IMC1-F114–265 (1,38 g), similar ao padrão de 5, foi submetida à CC 

utilizando como FE sílica flash (78,0 g, 24,5 × 3 cm d.i), e como FM um gradiente de 

solventes que iniciou com hexano:CH2Cl2:NH4OH (10:0:0,5), passando por 

CH2Cl2:AcOEt:NH4OH e finalizando com AcOEt:MeOH:NH4OH (0:10:0,5). As frações 

coletadas (140) foram analisadas por CCD, reveladas com IClPt e reagrupadas de acordo com 

IMC1-F 1–113 IMC1-F 114-265 IMC1-F266–370
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similaridades dos valores de Rf (Figura 30), resultando nas frações IMC2-F1–80 (155,6 mg), 

IMC2-F81–88 (554,5 mg), IMC2-F89–114 (194,4 mg) e IMC2-F115–140 (392,6 mg) 

Figura 30 – CCD das frações obtidas da IMC2.

Condições: FE: sílica, FM: CH2Cl2:MeOH:NH4OH (8,5:1,5:0,25) e revelador IClPt.

Fonte: a autora.

As frações IMC2-F81 a IMC2-F88 apresentaram uma única mancha na CCD com o 

mesmo Rf 0,55 do padrão 5, indicando a presença deste composto. No entanto, já é conhecido 

que o homólogo 6a também apresenta mesmo Rf. Assim, estas frações foram analisadas por 

CG-EM-IE, onde foi possível confirmar a presença do par homólogo (Figura 31). 

IMC2-F 1–80 IMC2-F 81–88 5 IMC2-F 89–114

IMC2-
F 115–140
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Figura 31 – CG-EM-IE dos padrões 5 (tR 13,5 min) (A) e 6a (tR 14,9 min) (B) e das frações IMC2-F82 

(C), IMC2-F83 (D) e IMC2-F87 (E).

 
Condições: Gradiente de 100–280 °C (21,8 min), depois mantido a 280 °C (8 min); Camostra = 1,0 mg.mL-1, Fluxo 

do gás (He) = 1,0 mL.min-1.

A)

B)

C)

D)

E)
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Fonte: a autora.

A partir da análise dos cromatogramas (Figura 31) foi possível observar que as frações 

IMC2-F81 até IMC2-F88 apresentavam sinais com tempos de retenção (tR) similares aos dos 

padrões homólogos 5 (tR 13,6 min) e 6a (tR 15,1 min), e em cada fração essa mistura variava 

em proporção da seguinte maneira: IMC2-F82 5/6a (1:4), IMC2-F83 5/6a (1:1) e IMC2-F87 5/6a 

(4:1), o que está de acordo com o reportado por Pivatto e colaboradores (2005). Além disso, os 

EMs obtidos (Figuras 32C e 32D) são similares aos EMs dos padrões 5 e 6a (Figura 32A e B), 

corroborando os resultados relatados na literatura (Freitas et al., 2018). Na análise dos EM-IE 

(Figura 32), foi possível observar os íons moleculares (M•+) m/z 297 (5) e 325 (6a), sendo que 

o mesmo íon fragmento de m/z 114 (pico base), foi observado para os dois compostos e foi 

atribuído a eliminação da cadeia lateral ligada ao C-6 através de uma cisão homolítica (Figura 

33).
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Figura 32 – EM-IE dos padrões 5 (tR 13,52 min) e 6a (tR 15,1 min) (A e B respectivamente) e compostos 

com mesmos tR (C e D), observados na fração IMC2-F82–88.

 

 

Fonte: a autora. 

A)

C)

B)

D)

× 10

× 10

× 10

× 10
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Figura 33 – Proposta de mecanismo de fragmentação sugerido (–)-cassina e (–)-espectalina para 

justificar o sinal em m/z 114 (pico base).

Fonte: Freitas et al. (2018). 

Na fração IMC2-F89–114 foram observadas manchas marrons nas análises de CCD com 

o mesmo Rf do padrão 5, acompanhadas de manchas com menor Rf 0,28, indicando a presença 

de compostos mais polares. Essas frações foram analisadas por CG-EM-IE (Figura 34), sendo 

possível observar, além dos sinais de 5 (tR 13,7 min) e 6a (tR 15,1 min), sinais com tR 14,01 e 

15,56 min, que apresentam EM-IE (Figura 35) similares aos de 5 e 6a, respectivamente, 

sugerindo que estes compostos são diastereoisômeros dos alcaloides 5 e 6, já relatados 

anteriormente como (–)-6-iso-cassina (15) e (–)-6-iso-espectalina (16), respectivamente. 

Figura 34 – CG-EM-IE da fração IMC2-F89–114.

Condições: Gradiente de 100−280 °C (21,8 min), depois mantido a 280 °C (8 min); Camostra = 1,0 mg.mL-1, Fluxo 

do gás (He) = 1,0 mL.min-1.

Fonte: a autora.
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Figura 35 – EM-IE dos alcaloides 15 (tR 14,01 min) e 16 (tR 15,56 min) (Figura 35).

Fonte: a autora.

Parte da fração IMC2-F81–88 (449,0 mg) foi submetida à CLAE no modo 

semipreparativo, para isolamento dos alcaloides 5 e 6a. As frações coletadas (20) foram 

analisadas por CG-FID e reagrupadas de acordo com a similaridades dos valores dos tR (Figura 

37), resultando nas frações IMC3-F1 (0,6 mg), IMC3-F2–5 (159,8 mg), IMC3-F6–8 (28,8 mg), 

IMC3-F9–11 (40,5 mg) e IMC3-F12–20 (38,0 mg).

A partir da análise dos cromatogramas (Figura 37) foi possível observar que a fração 

IMC3-F2–5 apresentou apenas um sinal com tempo de retenção (tR 14,5 min) similar ao do 

padrão 5 (tR 15,5 min) (Figura 36), de mesmo modo, a fração e IMC3-F9–11 apresentou apenas 

um sinal com tempo de retenção (tR 16,0 min) similar ao do padrão 6a (tR 16,0 min), tendo a 

fração IMC3-F6–8  apresentado dois sinais com tempos de retenção (tR 14,9 min; tR 16,0 min) 

similares aos padrões de 5 e 6a. As frações IMC3-F1 e IMC3-F12–20 não apresentaram sinais 

referentes aos alcaloides. 

× 10

× 10
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Figura 36 – CG-FID dos padrões 5 (A) e 6a (B).

Condições: Gradiente de 100−280 °C (21,8 min), depois mantido a 280 °C (8 min); Camostra = 1,0 mg.mL-1, Fluxo 

do gás (N2) = 2,32 mL.min-1.

Fonte: a autora.

(A)

(B)
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Figura 37 – CG-FID das frações IMC3-F2–5 (A), IMC3-F6–8 (B), IMC3-F9–11 (C).

 
Condições: Gradiente de 100−280 °C (21,8 min), depois mantido a 280 °C (8 min); Camostra = 1,0 mg.mL-1, Fluxo 

do gás (N2) = 2,32 mL.min-1.

Fonte: a autora.

(A)

(B)

(C)
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5.2 Síntese dos respectivos cloridratos de (–)-cassina e (–)-espectalina

Para a síntese do cloridrato da (–)-cassina (24) foi utilizada a fração IMC3-F2–5 que 

consiste do alcaloide 5. Ao final da reação o produto foi seco e pesado, sendo observado um 

sólido levemente amarelado, em concordância com a literatura, e rendimento de 92% 

(Viegas Junior et al., 2005). De maneira análoga, também foi realizada a reação para a síntese 

do cloridrato da (–)-espectalina (25) utilizando a fração IMC3-F9–11. Para avaliar a formação 

dos cloridratos a temperatura de fusão (TF) foi avaliada e comparada com valores descritos na 

literatura (Tabela 1). Os valores de TF obtidos estão de acordo com dados reportados e 

corroboram a formação dos cloridratos.

Tabela 1 – Temperatura de fusão dos cloridratos da (–)-cassina e (–)-espectalina em comparação com 

dados da literatura.

Compostos
Temperatura de fusão (°C)

(a autora) (Pivatto, 2010)

24 158,2–159,6 161,44

25 158,7–160,0 161,90

5 - 54,29

6a - 67,67
Fonte: a autora.

5.3 Extração do (+)-(S)-naproxeno ((+)-(S)-NPX)

O ácido (+)-(S)-naproxeno ((S)-NPX) (7a), foi obtido a partir de três medicamentos 

diferentes comercializados nas farmácias, o “Naxotec” da farmacêutica União Química; 

“Naproxeno sódico” da farmacêutica Neo Química; e o “Flanax” da farmacêutica Bayer AG, 

como descrito no item 4.3.3. Em cada caso, foram observadas características próprias dos 

excipientes dos medicamentos, como por exemplo, os corantes utilizados (descritos nas bulas): 

óxido de ferro que é amarelo, utilizado pela farmacêutica União Química e o corante laca azul 

de alumínio utilizado pelas farmacêuticas Neo Química e Bayer AG (Figura 38). 
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Figura 38 – Comprimidos das respectivas farmacêuticas em suas formas revestidas e trituradas.

Fonte: a autora.

Além da diferença aparente dos comprimidos devido aos corantes utilizados, os 

excipientes em cada caso resultaram em diferenças no processo de filtragem, que por 

consequência também causou diferença nas massas obtidas dos fármacos na forma sódica. A 

massa esperada para 10 comprimidos de 500,0 mg cada, de acordo com o descrito nos rótulos 

dos medicamentos das três farmacêuticas, era de 5,0 g de naproxeno sódico. No entanto, a 

massa extraída e respectiva porcentagem para cada um deles foi: 2,57 g (47%) União Química, 

4,24 g (76%) Bayer e 6,14 g (110%) Neo Química (Tabela 2). O sal sódico do naproxeno foi 

então transformado na sua forma de ácido neutro (7a), utilizando uma solução de HCl 3M 

(Figura 39), como descrito no item 4.3.3 (Tabela 2).

Figura 39 – Reação para neutralizar o naproxeno sódico.

Fonte: A autora.

Tabela 2 – Massas do naproxeno obtido na forma sódica e neutra. 

Medicamentoa Massa NPX extraído (%)b Massa NPX neutro (%)c

Naxotec® 2,57 (47%) 2,00 (40%)

Naproxeno sódico® 6,14 (110%) 4,64 (93%)

Flanax® 4,24 (76%) 3,39 (68%)
aForam pesados 10 comprimidos de 500,0 mg cada. bNaproxeno (NPX) na forma sódica. cNPX na forma neutra.

Fonte: A autora.

 União Química                        Bayer AG                          Neo Química
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Os (S)-NPXs, na forma neutra, de cada medicamento foram obtidos como sólidos 

brancos, que para atestar a pureza, foram medidas as temperaturas de fusão (4 ×), sendo 

considerada a média das variações (Tabela 3). De acordo com Mahlin (2011), Römer 

e Kraska (2010) e Lee, Choi e Park (2008) o ponto de fusão do naproxeno pode variar entre 

152–154,6 °C. Assim, é possível notar a similaridade entre o valor relatado e os valores medidos 

experimentalmente, sendo que os dados não foram corrigidos (Tabela 3). 

Tabela 3 – Temperatura de fusão dos (S)-NPXs extraídos na forma neutra.

Medicamento Temperatura de fusão (°C)

Naxotec® 150,6–151,0

Flanax® 153,5–154,7

Naproxeno sódico® 152,4–153,3
Fonte: a autora.

Para avaliar a pureza enantiomérica os (S)-NPXs foram submetidos à análise 

polarimétrica. Vale destacar que o princípio ativo desse medicamento deve estar presente na 

forma enantioméricamente pura, assim a rotação específica esperada de acordo com Smith e 

Rajanbabu (2009) deve ser [α] = +66,5 e de acordo com Rana e Singh (2011) deve ser 

[α] = +65,5. Assim, foram preparadas soluções dos (S)-NPXs em clorofórmio em cinco 

concentrações (1, 2, 3, 4 e 5 g.mL-1) e com os valores das rotações específicas calculados, foi 

plotado uma curva padrão para obtenção da rotação específica média a partir da linearização da 

reta (Figura 40), sendo obtidos valores muito próximos daqueles reportados na literatura 

(Tabela 4). 

Tabela 4 – Rotação específica dos (S)-NPXs extraídos na forma neutra.

Medicamento [𝛂]𝟓𝟖𝟗,𝟔𝟐𝟕
Naxotec® +65,51

Flanax® +66,43

Naproxeno sódico® +65,38
Fonte: a autora.
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Figura 40 – Gráfico das rotações observadas (𝛼) versus concentração do (S)-NPX.

 


 


 

Fonte: a autora.
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Os (S)-NPXs foram analisados por CCD (Figura 41), sendo observado que os três 

fármacos apresentam o mesmo valor de Rf 0,36, outro indicativo de que os compostos são o 

(S)-NPX. 

Figura 41 – CCD dos (S)-NPXs (A: Naxotec®, B: Flanax® e C: Naproxeno sódico®).

Condições: FE: sílica, FM: CH2Cl2:MeOH (9,5:0,5) e revelado em câmara UV em 254 nm. 

Fonte: a autora.

Os (S)-NPXs também foram analisados por CG-EM-IE, sendo observado um sinal 

majoritário com tR 11,2 min para os três medicamentos (Figura 42).

Rf 0,36

A   B   C
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Figura 42 – CG-EM-IE dos (S)-NPXs (7a) (tR 11,1 min) (A: Naxotec®, B: Flanax® e 

C: Naproxeno sódico®).

Condições: Gradiente de 100–280 °C (21 min), depois mantido a 280 °C (8 min); Camostra = 1,0 mg.mL-1, Fluxo 

do gás (He) = 1,0 mL.min-1.

Fonte: a autora.

Os sinais com tR 11,2 min (Figura 42) apresentaram o mesmo EM-IE (Figura 43). A 

análise detalhada do EM permitiu observar o sinal referente ao íon molecular de m/z 230 (M•+). 

O pico base foi observado para m/z 185 e foi atribuído a eliminação do grupo •CO2H (45 u), 

através da cisão homolítica entre C1–C2 (Figura 44), sendo que o intermediário pode ter a 

aromaticidade restabelecida por estruturas de ressonância, o que corrobora a proposta da 

intensidade do sinal. Na sequência, também foi observado um sinal de m/z 170, que está de 

acordo com a eliminação de •CH3 (15 u), ligada ao oxigênio aromático, através de uma cisão 

homolítica. De forma similar o sinal de m/z 215 pode ser justificado a partir da eliminação da 

metila, a partir do íon molecular. O sinal de m/z 141 pode ser justificado a partir do íon 

molecular que perde a metila, seguido da eliminação neutra de CH3CH2CO2H (74 u), através 

de um rearranjo do tipo McLafferty (McLty) (Figura 44). Esses dados corroboram a proposta 

do (S)-NPX.

(A)

(B)

(C)
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Figura 43 – EM-IE do (S)-NPX.

 
Fonte: a autora.
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Figura 44 – Proposta de fragmentação para o (S)-NPX.

Fonte: a autora.

Adicionalmente, foram realizadas análises de RMN de 1H e de 13C das amostras dos (S)-

NPXs (7a) dos três medicamentos (Figura 45−58) (Tabela 5) e comparados com dados da 

literatura (Smith; Rajanbabu, 2009). Como os espectros dos três compostos ((S)-NPX) foram 

idênticos, será descrito na sequência apenas os dados de RMN 1H e 13C de um dos (S)-NPXs 

(Naxotec®).
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Na análise dos espectros de RMN 1H de 7a (Tabela 5) (Figura 40), foi observado um 

singleto em δ 3,91 (3H), atribuído ao H-1’’ da metoxila, assim como um quadrupleto e um 

dubleto em δ 3,88 (1H, J = 7,16 Hz) e δ 1,60 (3H, J = 7,16 Hz), atribuídos aos H-2 e H-3, 

respectivamente. Na região de hidrogênios aromáticos foi observado um duplo dupleto em δ 

7,14 (1H, Jorto = 8,65 e Jmeta = 2,30 Hz) atribuído ao H-7’, cujas constantes de acoplamento 

(Jmeta = 2,30 e Jorto = 8,65 Hz), indicam correlação com os sinais em δ 7,11 (1H, d, J = 2,30 Hz, 

H-5’) e δ 7,70 (1H, d, J = 8,65 Hz, H-8’), respectivamente. Como o sinal em δ 7,70 integrou 

para 2H, ele também foi atribuído ao dubleto referente ao H-4’, e através da análise da constante 

de acoplamento foi possível observar a correlação com o sinal em δ 7,42 (1H, dd, Jorto = 8,50 e 

Jmeta = 1,72 Hz), referente ao H-3’. O singleto largo em δ 6,69 (1H, sl), atribuído ao H-1’, 

corrobora a proposta da sobreposição dos sinais de H-8’ e H-4’. Na análise dos espectros de 

RMN ¹³C de 7a (Tabela 5) (Figura 41) foram observados quatorze sinais, que foram 

correlacionados com os hidrogênios através do mapa de contorno HSQC (Figura 53−55). O 

sinal em δ 54,77 foi atribuído a metoxila (C-1’’), o sinal em δ 180,52 foi atribuído a carbonila 

do ácido carboxílico (C-1), e os sinais em δ 45,25 e 18,13 foram atribuídos aos carbonos C-2 e 

C-3, respectivamente. Na região de carbonos aromáticos foi visualizado dez sinais referentes 

aos carbonos de C-1’ a C-8a’, que foram atribuídos com o auxílio das correlações obtidas no 

espectro de HSQC, além de dados da literatura (Smith; Rajanbabu, 2009). A análise do mapa 

de contorno HSBC (Figura 56−58), permitiu observar as correlações entre hidrogênios a 2J e 3J 

com os carbonos aromáticos incluindo aqueles não hidrogenados, sendo possível correlacionar 

os carbonos C-4a’ e C-8a' aos sinais em δ 133,83 e 128,91, respectivamente. Também foi 

possível observar a correlação entre o sinal δ 3,92 (H-1’’) com o sinal em δ 157,73 (C-6’), o 

que permitiu estabelecer de maneira inequívoca a posição da metoxila. A análise conjunta dos 

espectros, juntamente com a comparação dos dados da literatura suportam a elucidação 

estrutural do (S)-NPX (Smith; Rajanbabu, 2009).
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Tabela 5 – Dados de RMN de 1H e de 13C para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl3.

(S)-NPX (Naxotec®)

Posição

(a autora) (Smith; Rajanbabu, 2009) (a autora)

δH
a

mult.b (J em Hz)

δC
a δH

a

mult.b (J em Hz)

13C (100 MHz) δC
a

COSY HSQC HMBC

1 - 180,52 (C) 7,72 s 180,80 (C) - - H-2; H-3

2 3,88 q (7,16) 45,25 (CH) 3,88 q (7,20) 45,30 (CH) H-3 H-2 H-3; H-1’; H-3’

3 1,60 d (7,16) 18,13 (CH3) 1,60 d (7,20) 18,10 (CH3) H-2 H-3 H-2

1’ 6,69 s 126,18 (CH) 7,72 s 126,20 (CH) H-8’ H-1’ H-2; H-8’

2’ - 134,87 (C) - 134,80 (C) - - H-2; H-1’; H-3’; H-4’

3’ 7,42 dd (1,72; 8,50) 126,14 (CH) 7,42 dd (1,60; 8,40) 126,10 (CH) H-4’ H-3’ H-2; H-1’; H-4’

4’ 7,70 d (8,50) 127,23 (CH) 7,69 s- 127, 20 (CH) H-2’; H-5’ H-4’ H-3’; H-5’

4a’ - 133,83 (C) - 133,80 (C) - - H-1’; H-3’; H-4’; H-5’; H-8’

5’ 7,11 d (2,30) 105,65 (CH) 7,11 d (2,00) 105,60 (CH) H-3’; H-7’ H-5’ H-4’; H-7’

6’ - 157,73 (C) - 157,70 (C) - - H-1’’; H-5’; H-7’; H-8’

7’ 7,14 dd (2,30; 8,65) 119,03 (CH) 7,15 dd (1,60; 8,80) 119,00 (CH) H-5’; H-8’ H-7’ H-5’

8’ 7,70 d (8,65) 129,30 (CH) 7,69 s 128,90 (CH) H-1’; H-7’ H-8’ H-7’

8a’ - 128,91 (C) - 129,30 (C) - - H-1’; H-4’; H-5’; H-7’; H-8’

1’’ 3,91 s 54,77 (CH3) 3,92 s 55,30 (CH3) - H-1’’ -

aExperimentos de RMN realizados a 400 e 100 MHz para os núcleos de 1H e 13C, respectivamente e deslocamentos químicos (δ em ppm) estabelecidos em relação ao padrão 

interno TMS (δTMS 0,00). bMultiplicidade: s (singleto); d (dupleto); dd (duplo dubleto); t (tripleto); q (quadrupleto). 

Fonte: a autora
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Figura 45 – Espectro de RMN 1H para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl3 (400 MHz).

Fonte: a autora.
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Figura 46 – Ampliação do espectro de RMN 1H ( 1,40−1,75;  3,70−4,10) para o (S)-NPX (Naxotec®).

Fonte: a autora.
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Figura 47 – Ampliação do espectro de RMN 1H ( 6,70−8,00) para o (S)-NPX (Naxotec®).

Fonte: a autora.
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Figura 48 – Espectro de RMN 13C para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl3 (100 MHz).

 
Fonte: a autora.
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Figura 49 – Espectro de RMN 13C/DEPT para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl3 (100 MHz).

Fonte: a autora.
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Figura 51 – Mapa de contorno COSY ( 1,3−4,2) para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl3.

Fonte: a autora.
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Figura 52 – Mapa de contorno COSY ( 7,0−8,0) para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl3.
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Fonte: a autora.

Figura 53 – Mapa de contorno HSQC para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl3. (400 MHz).

Fonte: a autora.
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Figura 54 – Mapa de contorno HSQC ( 1,5−4,1) para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl3.

Fonte: a autora.
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Figura 55 – Mapa de contorno HSQC ( 7,0−8,0) para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl3.

Fonte: a autora.
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Figura 57 – Mapa de contorno HSBC ( 1,2−4,4) para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl3. 

Fonte: a autora.
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Figura 58 – Mapa de contorno HSBC ( 7,0−8,0) para o (S)-NPX (Naxotec®) em CDCl3.

 
Fonte: a autora.
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5.4 Racemização do (+)-(S)-NPX

Foram avaliadas reações para racemização de 7a em meio ácido (Figura 59A) e em meio 

básico (Figura 47B), conforme descrito no item 4.3.4. O mecanismo proposto para a reação de 

racemização em meio ácido se inicia com a protonação do oxigênio carbonílico do anidrido 

acético e consequente ataque nucleofílico do oxigênio da carbonila do ácido carboxílico (7a) 
ao carbono do anidrido que sustenta o oxigênio protonado, forçando o rompimento da ligação 

π (C=O) e migração do par de elétrons para o oxigênio. Na sequência, alguma espécie, presente 

no meio reacional, com caráter básico captura o hidrogênio alfa a carbonila do carbono 

assimétrico, promovendo a regeneração da carga formal neutra sobre o oxigênio através da 

conjugação dos elétrons, que pertenciam a ligação *C‒H. Nessa etapa o centro estereogênico 

passa a formar uma dupla ligação (estrutura planar). A recomposição do carbono assimétrico, 

a partir do ataque nucleofílico do alceno a um hidrogênio ácido do meio reacional, possibilita 

a formação de uma nova ligação com hidrogênio, que pode ser por ambas as faces do carbono 

sp2 gerando o (rac)-NPX (Figura 47A). Já o mecanismo proposto para a reação de racemização 

em meio básico tem início com o ataque nucleófilico do OH– disponível no meio reacional, ao 

hidrogênio alfa do naproxeno sódico, que pode estabilizar a base conjugada através de um 

sistema de ressonância com o oxigênio da carbonila. Ao reestabelecer a dupla ligação C=O, o 

par de elétrons retorna para o carbono alfa possibilitando o ataque nucleofilico à uma molécula 

de água, presente no meio reacional, capturando um hidrogênio que pode ser adicionado ao 

carbono alfa (sp2) em ambas as faces, gerando o (rac)-NPX (Figura 59B).

Figura 59 – Propostas de mecanismos para as reações de racemização do (S)-NPX em meio ácido (A) 

e básico (B).

Fonte: a autora.
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Depois de 24 h de reação, os produtos foram recuperados através de extração líquido-

líquido, conforme descrito no item 4.2.4, sendo que a reação em meio ácido apresentou 80% de 

rendimento e a reação em meio básico apresentou 88% de rendimento. Os produtos foram 

inicialmente analisados por CCD, para avaliar se houve alguma mudança indesejada na 

estrutura de 7a. Como resultado, foi possível observar os mesmos valores de Rf 0,75 (Figura 

60), indicando que a estrutura não foi alterada.

Figura 60 – CCD dos produtos obtidos das reações de racemização em meio ácido (A), meio básico (B) 

e do padrão 7a (P).

Condições: FE: sílica, FM: CH2Cl2:MeOH (9,5:0,5) e revelador: inspeção em câmara UV a 254 nm.

Fonte: a autora.

Na sequência, os produtos das reações em meio ácido e básico foram submetidos a 

análises por CLAE-IES-EM-(+), utilizando uma coluna de FE quiral (Figura 61) e CLAE-DAD, 

para verificar a eficiência da racemização de 7a para (rac)-NPX.

Rf 0,75

A   B   P
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Figura 61 – CLAE do (S)-NPX (7a) (A) e dos produtos obtidos da racemização em meio ácido (B) e 

em meio básico (C).

Condições: Coluna Phenomenex® Lux celulose-4 (250 mm × 4,6 mm × 5 m), método isocrático (80 min), 

MeOH−HOAc 0,1% (60:40); C = 0,35 mg.mL–1, Fluxo = 0,4 mL.min–1, Vinj = 4 L, detector EM-IES-(+).

Fonte: a autora.

Os cromatogramas obtidos demonstram a presença do 7a (tR 59,46 min) como produto 

nas duas reações, porém apenas a reação em meio ácido demonstrou a presença de outro 

composto com tR 60,67 min. Os espectros de massas (Figura 63B), obtidos para ambos os picos 

tR 59,41 e 60,67 min (Figura 61B), foram idênticos aos observados para o padrão de 7a (Figura 

61A e 63A). Mesma observação foi feita na análise dos espectros de UV-vis (Figura 64). Esses 

(A)

(B)

(C)
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dados indicam que os produtos obtidos na reação em meio ácido, resolvidos pela FE da coluna 

quiral, são a mistura dos enantiômeros (S)-NPX e (R)-NPX e que a reação em meio básico não 

foi eficiente para a racemização.

No espectro de massas em alta resolução do (S)-NPX (7a) (tr 59,46 min) (Figuras 61A 

e 63A) foi possível observar sinais referentes às moléculas protonada [M + H]+ e sodiada 

[M + Na]+ em m/z 231,1023 e 253,0849, calculados para C14H15O3
+ 231,1016 (Δ 3,0 ppm) e 

C14H14O3Na+ 253,0835 (Δ 5,5 ppm), respectivamente. Foi possível observar ainda um 

fragmento de m/z 185 que é condizente com a saída 46u da molécula protonada (Figura 62). 

Na análise dos espectros de UV-Vis (Figura 64) dos produtos da reação em meio ácido 

com tR 59,41 (A) e 60,67 min (B) (Figura 61B), foi possível observar semelhança nos espectros 

onde a banda predominante apresentou máximo de absorbância em  230 nm. Estes dados 

indicam que a reação para racemização foi eficiente.

Figura 62 – Proposta de fragmentação para o (S)-NPX em IES.

Fonte: a autora.
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Figura 63 – EM-IES-(+) de 7a tR 59,46 min (A); dos picos em tR 59,41 (B) e em tR 60,67 min (C), 

produto da reação em meio ácido; e do pico em tR 59,57 min (D), produto da reação em meio básico 

(Figura 61).

Fonte: a autora.

(C)

(D)

(B)

(A)
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Figura 64 – UVs dos picos em tR 59,41 (A) e 60,67 min (B), do produto da reação para racemização em 

meio ácido (Figura 61B).

Fonte: a autora.

5.5 Preparação dos ésteres de Mosher

5.5.1 Síntese e purificação dos ésteres de Mosher

Os ésteres de Mosher foram preparados seguindo a metodologia proposta no item 4.2.5 

e está de acordo com a reação de esterificação de Steglich, utilizada para derivatização de ácidos 

carboxílicos e álcoois (Neises; Steglich, 1978). 

A reação foi realizada primeiramente utilizando 7a e 24, seguindo a metodologia 

descrita no item 4.3.5, monitorada por CCD por 8 h (Figura 65). Ao final, foi possível observar 

230 

230(B)

(A)
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uma nova mancha na cromatoplaca com Rf 0,72, quando revelada com IClPt indicando a 

formação do produto esterificado, que tem Rf maior que aqueles do padrão de cassina (5) (Rf 

0,49) e de 7a (Rf 0,19). É importante destacar que a mancha observada na CCD depois de 

revelada com IClPt, também foi observada quando foi feita a inspeção em câmara com luz UV 

254 nm, indicando a presença de nitrogênio e grupo cromóforo na estrutura, respectivamente, 

o que está de acordo com o esperado para o produto da reação.

Figura 65 − CCDs da reação de esterificação de Steglich; 10 min (A e A’), 1,5 h (B e B’), e 6 h (C e 

C’) de reação.

10 min de reação 1,5 h de reação 6 h de reação

Condições: FE: sílica, FM: CH2Cl2:MeOH:NH4OH (8,5:1,5:0,25) e revelador: câmara com luz UV 254 nm (A, B 

e C) e IClPt (A’, B’ e C’).

Fonte: A autora

  5   7   R   27   5    7    R    27   5     7     R   27

   5     7    R   27

Rf 0,19 

Rf 0,59 

Rf 0,72 
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Rf 0,72 
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(A’)

(B)

(B’)

(C)

(C’)
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A reação foi finalizada com a adição de uma solução de Na2CO3(aq) (30,0 mL) e 

submetida a extração líquido-líquido com CH2Cl2 (5 × 25,0 mL). As fases orgânicas foram 

agrupadas, o solvente removido por destilação e o produto analisado por CCD (Figura 65). 

Figura 65 − CCD do produto da reação de esterificação.

 

Nota: 5: (–)-cassina, 7a: (S)-NPX, R: reação, 26: EDC e 27: DMAP.

Condições: FE: sílica, FM: CH2Cl2:MeOH:NH4OH (8,5:1,5:0,25) e revelador: câmara com luz UV 254 nm e 

IClPt, respectivamente. 

Fonte: A autora

O produto obtido da reação de esterificação (99,7 mg) foi submetido à CC (IMC4), 

utilizando como fase estacionaria sílica flash (14,2 g, 24,5 × 1,5 cm d.i.) e como fase móvel um 

gradiente de solventes que iniciou com hexano:CH2Cl2:NH4OH (10:0:0,5) e finalizou com 

CH2Cl2:MeOH:NH4OH (0:10:0,5). As frações coletadas (100) foram analisadas por CCD e 

reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores de Rf (Figura 67), resultando nas frações 

IMC4-F1–66 (10,8 mg), IMC4-F67-69 (53,0 mg), IMC4-F70-77 (12,8 mg), IMC4-F78-81 (17,5 mg), 

e IMC4-F82–100 (5,5 mg).

 5      7a    R     27   26     5      7a    R     27    26
Rf 0,06 

Rf 0,13 

Rf 0,41 

Rf 0,56 

Rf 0,84 

Rf 0,84 
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Figura 67 − CCD das frações IMC4-F1–66, IMC4-F67–69, IMC4-F70–77, IMC4-F78–81, e IMC4-F82–100 e 

controles (5, 7a, e 27).

Nota: A: IMC4-F1–66; B: IMC4-F67–69; C: IMC4-F70–77; D: IMC4-F78–81; E: IMC4-F82–100; F: (–)-cassina (5), 

G: DMAP (27), H: (S)-NPX (7a) 

Condições: FE: sílica, FM: CH2Cl2:MeOH:NH4OH (8,5:1,5:0,25) e revelador: câmara com luz UV 254 nm e 

IClPt, respectivamente.

Fonte: a autora. 

A fração IMC4-F67–69 que apresentou resultado positivo na análise por CCD utilizando 

IClPt e que absorveu luz a 254 nm na câmara de UV-Vis, foram analisadas por CLAE-EM-IES-

(+) (Figura 68). 

Figura 68 – CLAE-EM-IES-(+) da fração IMC4-F67–69.

Condições: Coluna Agilent® Poroshell C18 (100 mm × 3 mm × 2,7 m), gradiente (17 min), 10–98% 

de MeOH−HOAc 0,1% (0−10 min) e em seguida 98–100% de MeOH−HOAc 0,1% (10−17 min); C = 0,10 mg.mL–

1, Vinj. = 1,0 µL, fluxo = 1,0 mL.min–1.

Fonte: a autora.

     A   B  C  D   E  F   G   H      A   B  C  D   E  F   G   H

Rf 0,34 

Rf 0,45 

Rf 0,78 

Rf 0,21 

Rf 0,78 
Rf 0,88 
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Os sinais observados no cromatograma (Figura 68), com tR 6,75 e 8,78 min, 

apresentaram EM-IES-(+) em alta resolução (Figura 69), compatíveis com as moléculas 

protonadas [M + H]+ de 5 (m/z 298,2730) e 28 (m/z 510,3606), calculadas para C18H36NO2
+ 

298,2733 (Δ  ppm) e C32H48NO4
+ 510,3604 (Δ −0,39 ppm), respectivamente. Estes dados 

corroboram a proposta de síntese do éster de Mosher.

Figura 69 – EM-IES-(+) dos produtos (5 (tR 6,75 min) e 28 (tR 8,78 min)) observados na fração 

IMC4-F67–69 (Figura 67).

Fonte: a autora.

A reação foi repetida utilizando a mistura racêmica do naproxeno (7a e 7b) com o 

cloridrato da cassina (24). Foi mantida por 8 h, finalizada com a adição de 30,0 mL de 

Na2CO3(aq), e submetida a extração líquido-líquido com CH2Cl2 (5 × 25,0 mL). O produto obtido 

(168,5 mg) foi submetido à CC (IMC5), utilizando como fase estacionaria sílica flash 

(15 g, 26,0 × 1,5 cm d.i) e como fase móvel um gradiente de solventes que iniciou com 

hexano:CH2Cl2:NH4OH (10:0:0,5) e finalizou com CH2Cl2:MeOH:NH4OH (0:10:0,5). As 

tR 6,75 min

tR 8,78 min
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frações coletadas (65) foram analisadas por CCD e reagrupadas de acordo com a similaridade 

dos valores de Rf (Figura 70), resultando nas frações IMC5-F1–35 (5,0 mg), IMC5-F36–39 

(87,3 mg), IMC5-F40–57 (4,2 mg), IMC5-F58–61 (30,0 mg), e IMC5-F62–65 (34,0 mg). As frações 

que apresentaram resultado positivo, tanto para luz UV 254 quanto para IClPt, indicam a 

presença dos ésteres e foram analisados por CLAE-EM-IES-(+) (Figura 71).

Figura 70 − CCD das frações IMC5-F1–35, IMC5-F36–39, IMC5-F40–57, IMC5-F58–61, e IMC5-F62–65 e 

controles (5, 7a, e 27).

Nota: A: IMC5-F1–35; B: IMC5-F36; C: IMC5-F37; D: IMC5-F38; E: IMC5-F39; F: IMC5-F40-57; G: IMC5-F58-61; 

H: IMC5-F62–65.

Condições: FE: sílica, FM: CH2Cl2:MeOH:NH4OH (8,5:1,5:0,25) e revelador: câmara com luz UV 254 nm e 

IClPt, respectivamente.

Fonte: a autora. 

    A    B    C    D   E    F    G    H    5    7a   27     A    B    C    D   E    F    G    H    5    7a    27
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Figura 71 – CLAE-EM-IES-(+) das frações IMC5-F36 (A), IMC5-F37 (B), IMC5-F38 (C) e IMC5-F39 (D).

Condições: Coluna Agilent® Poroshell C18 (100 mm × 3 mm × 2,7 m), gradiente (17 min), 10–98% 

de MeOH−HOAc 0,1% (0−10 min) e em seguida 98–100% de MeOH−HOAc 0,1% (10−17 min); C = 1,0 g.mL-

1, Vinj. = 1,0 µL, fluxo = 1,0 mL.min-1.

Nota: Os picos marcados com asteriscos (*) representam contaminantes presentes do solvente.

Fonte: a autora.

A)

B)

C)

D)



102

Os sinais (tR 8,70 e 8,80 min) observados nos cromatogramas (Figura 71), apresentaram 

EM-IES-(+) em alta resolução (Figura 72), compatíveis com as moléculas protonadas [M + H]+ 

de 30 (m/z 510,3606) e 32 (m/z 510,3606), calculadas para C32H48NO4
+ 510,3558 (Δ –9,4 ppm) 

e C32H48NO4
+ 510,3562 (Δ –8,6 ppm), respectivamente. Estes dados evidenciam a formação 

dos ésteres de Mosher (NPX–cassina).

Figura 72 – EM-IES-(+) dos produtos com tR 8,70 e 8,80 min, observados nas frações IMC5-F36, F37, 

F38 e F39 (Figura 70).

Fonte: a autora.

A fração IMC5-F36 contendo os ésteres foi analisada por CCD (Figura 73), onde foi 

otimizado um sistema de solventes (hexano:AcOEt:NH4OH (6:4:0,3)) que pudesse separar os 

diastereômeros ((S)-NPX-cassina e (R)-NPX-cassina). Posteriormente parte da amostra 

(4,2 mg) foi submetida a CCD preparativa, que foi desenvolvida duas vezes com o sistema de 

solventes previamente desenvolvido que consistiu em hexano:AcOEt:NH4OH (6,0:4,0:0,3) 

(Figura 74). A visualização das manchas foi feita utilizando câmara com luz UV 254 nm. 

tR 8,70 min

tR 8,80 min



103

Figura 73 − CCD da fração IMC5-F36 e controles (7a e 5); desenvolvimento da CCD 1 vez (A), 2 vezes 

(B), 3 vezes (C), 4 vezes (D e E).

Condições: FE: sílica, FM: hexano:acetato de etila:NH4OH (6:4:0,3) e revelador: câmara com luz UV 254 nm (A, 

B, C e D) e IClPt (E).

Fonte: a autora.

Figura 74 − CCDP da fração IMC5-F36 (A) e CCD das frações coletadas (B e C).

                                                 
Condições: FE: sílica, FM: hexano:AcOEt:NH4OH (6:4:0,3) e revelador: câmara com luz UV 254 nm (A e B) e 

IClPt (C).

Fonte: a autora. 

As informações obtidas corroboram para a formação e separação dos diastereoisômeros 

28 e 30, sendo possível aplicar os ésteres à análises de RMN ¹H com o intuito de determinar a 

estereoquímica absoluta do C-3 do anel piperidínico e a partir de dados de estereoquímica 

relativa, obtidos a partir das contantes de acoplamento e experimento de NOESY, estabelecer 

a estereoquímica absoluta dos demais centros estereogênicos (C-4 e C-2).

7a       F36     5

A) B) C) D) E)

7a       F36     5 7a       F36     5 7a       F36     5 7a       F36     5

A) B) C)

  28    30           5  

Rf 0,86
Rf 0,79

28       30          5
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5.5.2 Proposta de mecanismo para a síntese dos ésteres de Mosher

O mecanismo proposto para a reação tem início com o ataque nucleofílico do oxigênio 

da carbonila do ácido carboxílico do respectivo NPX(7a/7b) no carbono eletrofílico do EDC 

(26), que atua como um agente de acoplamento (Figura 75). Na sequência, há uma transferência 

de hidrogênio intramolecular, seguida do ataque nucleofílico do DMAP (27) sobre a carbonila 

do éster intermediário, tornando o RDQ um eletrófilo mais potente. Em seguida, os grupos 

hidroxila de 24 e 25 atuam como nucleófilos atacando a carbonila do eletrófilo e liberando o 

catalisador (26), por ser um bom grupo abandonador. Nesse ponto, já é possível observar a 

formação do éster de Mosher, porém protonado. Na sequência, reações de equilíbrio ácido-base 

desprotonam a espécie levando a obtenção dos ésteres (S)-NPX-(?)-cassina (28), 29, 30 e 31 
(Figura 75). 
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Figura 75 − Proposta de mecanismo para obtenção dos ésteres de Mosher 28, 29, 30 e 31.

Fonte: A autora

5.6 Estudo computacional dinâmica molecular

Com objetivo de compreender as conformações de menor energia dos ésteres de Mosher 

formados, foram realizados cálculos computacionais envolvendo dinâmica molecular de 

DMBO. Tal estudo se faz necessário, visto que, a determinação da estereoquímica baseada em 

análises de RMN, são dependentes da conformação adquirida pelo produto derivado. Em 

primeira instancia, foi avaliado o equilíbrio barco-cadeira do ciclohexano, bem como o 

equilíbrio equatorial-axial dos substituintes do anel, visto que com a adição do 7 poderia ter 

acarretado mudanças na estabilidade da molécula. De acordo com os parâmetros de Cremer e 

Pople modificado, a somatória de ângulo diedrais internos do anel piperidínico, deve ser 
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próximo a 0°, o que indicará que o equilíbrio do ciclohexano está deslocado para a conformação 

cadeira. Sabendo que o solvente altera a estabilidade da molécula foi realizado as análises em 

clorofórmio, vácuo e metanol, obtendo valores de ângulo interno entre 0,034-0,045°, indicando 

a permanência do anel em sua conformação cadeira.

De maneira semelhante, foram realizados cálculos para avaliar a posição 

axial/equatorial dos substituintes do anel piperidínico. Os valores dos ângulos diedros 

(  e ) (Figura 76), que estiverem próximos à 60° indicam que o substituinte está na posição 

axial, valores próximos à 180° indicam que o substituinte está na posição equatorial. Essa 

análise foi realizada com os dois confôrmeros possíveis (Figura 76) para estabelecer as posições 

relativas do CH3 (C-2), ONPX (C-3) e cadeia alifática (R) (C-6), mantendo a estereoquímica, 

como a apresentada pela literatura, na qual todos os substituintes estão cis. Para isso, a molécula 

foi desenhada nos ângulos (iniciais) condizentes com o confôrmero “A” (Figura 76A), e em 

seguida, submetida à otimização de energia pelo programa xTB. Ao final da análise, foi possível 

avaliar os ângulos (final) de maior estabilidade do confôrmero “A” (Tabela 6).  A metodologia 

foi repetida para o confôrmero “B” (Figura 76B). 

Tabela 6 – Valores obtidos nos cálculos computacionais em estudos relativos ao equilíbrio equatorial e 

axial dos substituintes dos ésteres de Mosher obtidos.

Substituintes
Confôrmero “A” Confôrmero “B” 

Inicial Final Inicial Final 

  (CH3) 172,8°   (A1) −177,93° 52,9°    (B1) 100,47°

 (ONPX) 52,9°   (A2) 65,27° 172,8°   (B2) 163,15°

 (R = cadeia alifática) 172,8°   (A3) 179,24° 52,9      (B3) −102,70°
Observações: Em todas as análises foi obtido um desvio padrão < 0,98°.

Nota: A1, A2, A3, B1, B2 e B3 (Figura 76).

Fonte: a autora.
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Figura 76 – Ângulos diedros responsáveis pelas conformações axiais-equatoriais do confôrmero “A” 

(A) e do confôrmero “B” (B).

Fonte: a autora.

(B1)

(A1)

(B2)

(A2)

(B3)

(A3)
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Como resultado, foi possível observar que a cadeia alifática e a metila se mantiveram 

na posição equatorial (Figura 76A). O substituinte ONPX foi mantido em axial, concluindo que 

a esterificação, conexão do NPX em 5 não gerou diferença significativa na conformação do 

anel piperidínico do composto original. Outra informação relevante pode ser obtida através dos 

cálculos, indicando que mesmo que a cadeia alifática e metila estivessem na posição axial como 

primeira posição, a conformação não se mantém estável e migra para ângulos maiores, 

próximos da conformação equatorial. Em concordância, também foram obtidas as energias 

totais de cada confôrmero, obtendo um resultado de energia livre de Gibs (G) de 

−291,74 × 103 kJ.mol−1 para a conformação “A”, com um G = 40 kJ.mol−1 em relação ao 

confôrmero “B”, indicando que A é o confôrmero mais estável. Através dos cálculos da 

constante de equilíbrio (k) foi possível concluir que a conformação “A” é 2,72 vezes mais 

estável que a conformação “B”, sendo os cálculos realizados com base na fórmula:

∆∆𝐺𝑒𝑞𝑢𝑎𝑡𝑜𝑟𝑖𝑎𝑙,𝑎𝑥𝑖𝑎𝑙 = 𝑅𝑇 × ln 𝑘
Nota: Gequatorial, axial = diferença das energias livre de Gibs entre equatorial e axial; T = temperatura 

(K); R = constante universal dos gases perfeitos (J.mol−1.K−1).

O próximo estudo teórico foi realizado objetivando determinar o valor do ângulo diedro 

entre o oxigênio da carbonila do éster e o hidrogênio do *C-3 do alcaloide, nomeado como  

(Figura 77). A análise demonstrou um ângulo de  = 18,03° ± 0,86 para o éster formado a partir 

do 7a e 13,28° ± 0,85 para o éster formado a partir do 7b, estando de acordo com a literatura 

visto que o reportado é  ≈ 0° (Seco et al., 2015).



109

Figura 77 – Representação tridimensional do ângulo diedro entre o oxigênio da carbonila do éster e o 

hidrogênio do *C-3 do alcaloide.

Fonte: a autora.

De forma semelhante, foram realizados estudos para determinar o valor do ângulo  

(Figura 78), sendo necessário um valor próximo de 0°, resultando em uma conformação 

sinperiplanar (sp), ou um valor próximo à 180° para uma conformação antiperiplanar (ap). 
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Figura 78 – Representação tridimensional e na projeção de Newman, do ângulo diedro entre o 

hidrogênio do *C do naproxeno () e do hidrogênio do *C-3 do alcaloide (’).

Fonte: a autora.

Como resultado, foi visualizado que o confôrmero de menor energia, sendo o de maior 

abundância e mais estável é o (ap), estando em concordância com os dados reportados na 

literatura por Błaŝewska et al. em 2007.

Por fim, foi avaliada a posição dos anéis aromáticos em relação ao anel piperidínico. 

Tal analise se faz necessária para determinar se os efeitos de anisotropia magnética do grupo 

naftil são de proteção (Figura 79A) ou desproteção (Figura 79B), provenientes do campo 

magnético formado pelo fluxo de elétrons aromáticos que dependendo da posição podem gerar 

uma interação construtiva ou destrutiva com o campo magnético externo da análise de RMN. 
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Para a determinação, foi utilizado o valor médio dos ângulos diedros marcados, sendo o efeito 

de proteção gerado pelos ângulos próximos à ± 180° ou 0°, e os efeitos de desproteção gerados 

pelos ângulos próximos à ± 90°. 

Figura 79 – Representação tridimensional do éster, demonstrando a posição teórica do grupo naftil 

gerando (A) proteção e (B) desproteção dos ligantes do anel piperidínico.

Fonte: a autora.

Os resultados mostraram que o estado de menor energia da molécula em relação a 

posição do grupo naftil é mais próximo à Figura 76A, com ângulos calculados de 24,59° ± 0,89 

para o éster formado a partir do 7a e -176,35 ± 0,90 para o éster formado a partir do 7b. 

(A)

(B)
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Os estudos computacionais realizados permitiram determinar a conformação teórica de 

menor energia para o éster (S)-naproxeno-cassina (28) (Figura 81A) e para o éster 

(R)-naproxeno-cassina (30) (Figura 81B).

Figura 81 – Representação tridimensional dos ésteres 28 (A) e 30 (B).

Fonte: a autora.

(A)

(B)
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6. CONCLUSÃO

Os homólogos (–)-cassina (5) e (–)-espectalina (6a), metabólitos especiais majoritários 

de Senna spectabilis, são alcaloides piperidínicos quirais de comprovada atividade biológica. 

Para isolamento de 5 e 6, houve a necessidade do uso de CLAE-ELSD, devido a pequena 

diferença estrutural de duas unidades de CH2 e a ausência de grupos cromóforos nas moléculas. 

A extração do (+)-(S)-NPX (7a) a partir de fármacos comercialmente vendidos, se 

mostrou uma alternativa economicamente viável para obtenção de um RDQ 

enantioméricamente puro, tendo benefícios quando comparados com RDQ’s convencionais. A 

técnica CLAE-EM-IES-(+), com o uso de colunas quirais, se mostrou importante para 

demonstrar a eficácia racemização do 7a, sendo a obtenção do 7b realizada através da 

racemização em meio ácido.

A obtenção dos ésteres de Mosher, baseando na reação de esterificação de Steglich, se 

mostrou eficiente, sendo possível obter os ésteres isolados com técnicas simples como CC e 

CCDP. As frações enriquecidas com os ésteres foram identificadas por CCD, tendo as manchas 

na cromatoplaca indicadas por IClPt, revelador específico para alcaloides e por detectores 

UV-VIS, pela presença do grupo naftil na estrutura.

Os cálculos teóricos realizados por meio de DMBO, na determinação das conformações 

dos ésteres de interesse, se demonstraram eficientes, demonstrando a permanência da cadeia 

lateral alifática em equatorial, bem como o efeito de proteção do grupo naftil do naproxeno e a 

conformação mais estável em ap. Com a obtenção dos ésteres e os estudos realizados quanto 

estabilidade conformacional, é ressaltado a viabilidade da metodologia desenvolvida, sendo 

possível determinar a estereoquímica absoluta e relativa dos alcaloides 5 e 6a, por análises de 

RMN, utilizando a técnica da dupla derivatização quiral, aplicando como RDQ, o 7a.
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